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Résumé

Le trouble cognitif post-opératoire (TCPO) survient apres une chirurgie et se définit par
I'altération des capacités cognitives telles que I'apprentissage, la mémoire, I'attention
et les fonctions exécutives. Généralement réversible, il peut cependant persister et
conduire a des altérations permanentes s’apparentant a une démence. Ce trouble
représente un probleme de santé publique encore peu caractérisé et pour lequel
aucune thérapie préventive ou curative n’est proposée rendant la recherche de cibles
thérapeutiques nécessaires. Le développement du TCPO est fortement lié a un état
inflammatoire incontrolé et aggravé par I'age et les chirurgies lourdes. Ainsi, les
patients présentant un état inflammatoire dérégulé préexistant pourraient présenter un
risque de développement de TCPO plus important. L’inflammation de bas grade
associée a I'obésité entraine une altération de la barriere hémato-encéphalique, une
activation des cellules de la microglie et une inflammation centrale accrue. Ainsi, au
cours de ces derniéres décennies, I'obésité a clairement été couplée a des altérations
des structures et fonctions cérébrales associées a des troubles cognitifs. Dans ce
contexte, 'obésité pourrait représenter un facteur de risque de développement ou
d’exacerbation du TCPO. Pour tester cette hypothése, deux approches ont été
utilisées. Un modéle murin d’obésité induite par régime riche en graisses (High Fat
Diet 60%) couplé a une chirurgie par fracture fermée du tibia, modele de TCPO bien
documenté, ont permis I'étude fonctionnelle et mécanistique des effets observés. De
plus, la mise en place d’'une cohorte humaine prospective de patients, obéses ou non,
subissant une chirurgie cardiaque ou orthopédique (ODCOTA, NTC04907565) a
permis la translation des phénomenes observés au niveau clinique. En effet, les
cohortes murines et humaines ont mis en évidence une exacerbation des troubles
cognitifs chez les individus en situation d’obésité apres la chirurgie. Chez le modéle
murin, I'étude des mécanismes impliqués montre un rdle majeur du processus
inflammatoire puisqu’un traitement systémique anti-inflammatoire empéche la
survenue de TCPO chez les animaux obéses. De plus, l'altération de la barriere
hémato-encéphalique et le remodelage des populations de cellules immunes au
niveau cérébral chez les souris obeses sont associés a une réponse inflammatoire
périphérique exacerbée dans le modéle d’obésité tant au niveau du site de chirurgie
qu’au niveau de la circulation systémique. Le tissu adipeux sous-cutané proche du site

de chirurgie joue un réle crucial dans les phénoménes observés et son ablation



chirurgicale, avant la fracture, empéche la survenue de TCPO chez les souris obéses
en atténuant l'inflammation locale au niveau du site de chirurgie. Le tissu adipeux et
linflammation chronique qui lui est associée ont donc un rdle synergique dans les
phénoménes observés en potentialisant I'inflammation produite par la chirurgie chez
les individus en obésité. Enfin, la mise en restriction calorique de souris obéses conduit
a une réduction de leur adiposité associée a une absence de TCPO. Cette étude
permet de considérer les médiateurs du tissu adipeux comme des cibles
thérapeutiques préventives/curatives innovantes afin de réduire les conséquences du
TCPO mais également mettre en place des nouvelles recommandations hygiéno-

diététiques.



Abstract

Postoperative Cognitive Dysfunction (POCD) is characterized by a deficit in attention,
concentration, executive function, perception, learning, and memory arising just after
surgery. Usually reversible after few weeks or months, it can persist and lead to major
central dysfunction associated with dementia. POCD has an impact on patient health,
quality of life, and on heath economy. Thus, an unmet need to understand the
mechanisms involved in POCD development is rising in order to develop preventive or
curative therapeutics. Aging and invasive surgeries are known risk of POCD
development. Indeed, surgery induces major variations in systemic inflammation
pathway. Thus, pre-existing inflammatory pathologies might be at risk factor enhancing
POCD inflammation and cognitive damages. In the last decades, obesity has been
linked with alterations of brain structures and functions. Moreover, obesity-associated
chronic low-grade inflammation is involved in brain dysfunction occurring in POCD after
surgery. To test our hypothesis, we developed a diet-induced murine model of obesity
induced by high fat diet coupled with a cognitive damage model induced by tibial
fracture surgery. Moreover, we designed a prospective human cohort of patients
undergoing cardiac or orthopedic surgeries (ODCOTA, NTC04907565). Both cohorts
exhibited obesity-related cognitive surgery-induced altered course at functional level.
In obese mice, major role of the inflammatory process was confirmed as the use of
anti-inflammatory drug prevented obese mice POCD development. In addition, central
inflammatory cells activation, the increase of blood brain barrier permeability and the
systemic inflammatory increase could explain these damages. Furthermore,
subcutaneous adipose tissue localized close to the site of surgery plays a key role in
this alteration. Surprisingly its ablation in obese mice prevented the occurrence of
altered cognitive functions. Moreover, obese mice adiposity reduction through diet
control based on caloric restriction also prevented POCD occurrence. This results
clearly indicates the crucial role of this tissue in obesity associated POCD set-up and
development. Then, understanding adipose tissue role in POCD uncontrolled
inflammation could accentuate health recommendations ant therapeutic strategies to
reduce hospital negative care course. Indeed, innovative preventive/curative strategies

regarding obese patients’ inflammatory state could prevent POCD occurrence.
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Introduction

Le trouble cognitif post-opératoire (TCPO) est un probleme de santé publique
dont l'incidence augmente avec l'avancée en age de la population. Ce trouble,
conduisant a une diminution des capacités cognitives des patients, est associé a une
morbidité et a une mortalité élevées, et représente, outre le probléme humain, un colt
pour la société. Pour lutter contre ce trouble, il est nécessaire de mettre en place des
stratégies thérapeutiques préventives et curatives qui sont a ce jour encore
manquantes. L’étiologie du TCPO, longtemps inconnue, semble aujourd’hui tendre
vers un role majeur de I'inflammation produite au décours de la chirurgie!?. En effet,
cette inflammation systémique conduit, par la propagation de signaux pro-
inflammatoires, a une neuroinflammation. Cette neuroinflammation est induite par la
transmission de signaux inflammatoires et linfiltration de cellules immunes via
l'altération de la barriere hémato-encéphalique (BHE) au niveau du systéeme nerveux
central (SNC) et sera responsable de I'altération des voies de la plasticité synaptique.

Ainsi, la question du statut inflammatoire de base du patient se pose. L’obésité,
pathologie présentant une inflammation chronique de bas niveau® dont la prévalence
ne cesse d’augmenter dans les sociétés modernes* pourrait représenter un facteur de
risque de TCPO. L'obésité est associée a de nombreuses maladies métaboliques,
cardiovasculaires et de cancers. Récemment, il a pu étre montré que I'obésité jouait
également un réle au niveau neurologique et représentait un facteur de risque de
maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer® ou les démences®.
Dans ce contexte, 'objectif de notre étude a été de déterminer le lien entreles
modifications du tissu adipeux associées a I’obésité et le trouble cognitif post-
opératoire. Pour cela, une cohorte prospective a été créée pour évaluer les altérations des
capacites cognitives de patients en état d'obésité au cours de chirurgies cardiaques ou
orthopédiques. En paralléle, une cohorte murine utilisant un modeéle d’obésité induit par régime
riche en lipides (HighFat Diet 60%) associé a un modéle de TCPO induit par fracture
fermée du tibia, tous deux développés dans I'équipe, ont été choisis et mis en place
chez la souris afin de déterminer les mécanismes sous-jacents associant obésité et
TCPO.
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Partie | ;

Le trouble cognitif post-opératoire : une perte de meémoire

meéconnue

A. Lamémoire : I'indispensable interaction avec

I’environnement

1. Les fonctions cognitives

Les fonctions cognitives correspondent a un ensemble de capacités
fonctionnant de maniére coordonnée et complexe pour permettre I'acquisition,
I'analyse et la transmission de I'information. Elles rassemblent plusieurs capacités dont
chacune est associée a une aire cérébrale’. On retrouve :

- I'attention, qui est la capacité de concentration a la réalisation d’'une tache,
elle dépend du cortex préfrontal et des lobes pariétaux.

- la perception, qui permet d’interpréter les informations nous entourant et
dépend de nos sens et des aires cérébrales associées telles que le cortex visuel pour
la vue.

- la mémoire, qui permet de stocker et restituer les informations. L’aire
cérébrale clé de la mémoire est I'hippocampe.

- la parole et le langage, qui permettent de communiquer a l'oral et a I'écrit
dépendent de 'hémisphére droit et notamment de I'aire de Broca et Wernicke.

- le contrble de lafonction exécutive, qui est la capacité a planifier, organiser
et exécuter des taches et dépend du cortex préfrontal.

- les émotions, qui sont dépendantes de 'amygdale et du cortex préfrontal.

- le contrd6le moteur des mouvements volontaires, qui dépend de plusieurs

aires. Le cortex moteur et le cervelet en font partie.
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Figure 1:

Ensemble des fonctions cognitives.
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2. Lamémoire : lindispensable hippocampe

La mémoire est une fonction cognitive majeure permettant lintégration, la
conservation et la restitution des informations pour favoriser I'interaction avec notre
environnement®, Cette mémorisation est divisée en trois grandes étapes:
lapprentissage, la consolidation puis le rappel, décrites pour la premiere fois en
1990 par Miiller et Pilzecker®. L’apprentissage, ou encodage des informations, permet
de garder cette information pendant une courte durée sans synthése protéique. La
consolidation permet le stockage de I'information dans la mémoire a long terme et met
en jeu des modifications synaptiques conduisant a la synthese protéique. Enfin le rappel,
ou la récupération de l'information, induit une reconsolidation du souvenir avec une

réexpression protéique.

On retrouve cing grands types de mémoires dont chacun est associé a une aire
cérébrale spécifique :
La mémoire sémantique, associée au néocortex, correspond aux connaissances
générales du monde et de soi.
La mémoire inconsciente procédurale, associée au cervelet, correspond aux gestes
faits par automatisme de facon implicite.
La mémoire implicite, associée au cortex, correspond aux émotions et a I'inconscient.
Lamémoire de travail, associée au cortex préfrontal, correspond a la mémoire a court
terme et permet le maintien de l'information quelques secondes. Lorsque les
informations sont stockées on parle alors de mémoire a long terme.
La mémoire explicite, associée a I'hippocampe, correspond au souvenir propre de
chaque individu et dépend du contexte. L’hippocampe est l'aire centrale de cette

mémoire puisqu’elle est le siége de la consolidation synaptique.

Les fonctions cognitives mnésiques sont sous le contréle de 'hippocampe et du
cortex préfrontal. L’hippocampe est une petite formation cérébrale impliquée dans la
formation, l'organisation et le stockage de la mémoire spatio-temporelle, ainsi que
apprentissage (Figure 2)1011, Cette zone cérébrale est constituée de 2 parties

principales, le gyrus denté (DG) et la corne d’Ammon (CA) subdivisée en 3 zones CA1,
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CA2 et CAS. Les informations venant du cortex suivent un circuit trisynaptique et vont
ainsi se propager du cortex entorhinal vers le DG qui va jouer un role de réception de
I'information afin de permettre la séparation et 'encodage de cette information!? puis
au niveau des zones CA3 et CA1 qui vont elles-mémes terminer la boucle en envoyant

leurs signaux au niveau du cortex entorhinal.

Coupe sagitalle cerveau Coupe coronale cerveau
humain murin
Hippocampe

CA1 —

Hippocampe

Figure 2 : L’hippocampe : structure indispensable.

Schémas de coupe sagittale de cerveau humain et coupe coronale de cerveau
murin avec les structures de I'hippocampe. (Gyrus denté DG et corne d’Ammon
CA).
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e La plasticité synaptique

La plasticité synaptique nécessite une étape de consolidation, qui va, dans un
premier temps, avoir lieu au niveau du cortex préfrontal et de I'’hippocampe. On parle
alors de consolidation synaptique. Elle se déroule dans les heures suivant I'acquisition
de l'information. Au cours de I'étape de consolidation synaptique, des modifications
des voies synaptiques vont avoir lieu. Au niveau de la synapse on retrouve trois
composants : la terminaison du neurone pré-synaptique, la fente synaptique et le
neurone post-synaptique (Figure 3).

i) Le neurone pré-synaptique recoit I'information sous forme de signal
électrique. Cette information est alors transmise le long de I'axone jusqu’au bouton
terminal. Ceci va étre entrainer la libération de neuromédiateurs, tels que le glutamate
contenu dans des vésicules, au niveau de la fente synaptique. Ce neuromédiateur va
ensuite se fixer au niveau de récepteurs comme le récepteur au glutamate NMDA (N-
meéthyl-D-aspartate) ou des récepteurs couplés aux protéines G au niveau de la
membrane du neurone post-synaptique et ainsi étre responsable de l'activation de
voies de signalisation et d’'un nouveau signal électrique.

i) Ces mécanismes de transmission synaptique conduisent par la suite
a I'expression de génes et a la synthése de protéines responsables de la consolidation.
En effet, les voies de signalisation contrélant les mécanismes de mémorisation
s’accompagnent de I'expression précoce de génes codant pour la protéine CREB,
largement impliquée dans la plasticité neuronale, qui agit en amont des facteurs de
transcription cFOS et ZIF 268 (zinc finger protein) intervenant dans la potentialisation
a long terme et la stabilisation de la mémoire. De plus, elle induit la production de
neurotrophines telles que le BDNF (brain-derived neurotrophic factor) qui jouent un
réle sur la morphologie des neurones, la plasticité synaptique et le circuit

hippocampique?s.
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Figure 3: Schéma de la transmission synaptique de I'information au cours de
la consolidation synaptique.

La consolidation synaptique se déroule au niveau de I’hippocampe ou trois acteurs
entrent en jeu : le neurone pré-synaptique, la fente synaptique et le neurone post-
synaptique. Sous l'influence d’un stimulus électrique le neurone pré-synaptique
libére du glutamate qui, en se fixant au niveau de ses récepteurs post-synaptiques,

déclenche des cascades d’activations géniques.

Dans un deuxiéme temps, on assiste a une consolidation qui met en jeu
plusieurs aires cérébrales corticales impliguées dans le stockage et le rappel de la
mémoire'*. Cette étape permet d’ancrer l'information afin que son rappel soit plus

rapide.
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e La neurogénéese

La neurogénese est l'intégration de nouveaux neurones. La neurogénése a
lieu dans les phases de construction du cerveau. A I'age adulte, seules deux zones en
sont encore capables. On retrouve notamment la zone sous-ventriculaire du bulbe
olfactif et la zone sous-granulaire du gyrus denté de I'hippocampe. Ce phénoméne de
neurogénése est commun a toutes les espéces mammiféeres?s.

Au niveau du gyrus denté le phénomene de neurogénése a été démontré grace a des
marquages au BrdU chez le rat et confirme la formation de nouveaux neurones'®. Ces
nouveaux neurones, visualisés ex vivo sur des coupes de cerveaux de rats,
contribueraient a la plasticité synaptique de I'hippocampe et ainsi a I'apprentissage et
a lamémoire!’. La mise en place d’un environnement enrichi chez la souris permettant
de mettre en jeu apprentissage et mémoire est également associée a une
augmentation de la neurogénése au niveau du DG et entraine la formation de
neurones matures exprimant le marqueur NeuN*1°_ || existe un lien entre mémoire et
neurogenese. En effet, la formation de nouveaux neurones entre en jeu au cours de
taches mnésiques et I'ablation de ces neurones conduit & une altération de la mémoire
spatiale dépendante de [I'hippocampe?®?l. Cette neurogénese hippocampique
participe donc au bon fonctionnement mnésique et renforce le réle indispensable de

cette structure anatom ique.
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3. L’évaluation de la mémoire chez ’'homme et I'animal

Chez 'homme, le diagnostic des fonctions cognitives se fait au moyen du score
obtenu au MMSE (Mini Mental State Examination) (Figure 4) qui permet d'évaluer
I'orientation dans le temps et 'espace, I'apprentissage, I'attention, le rappel, le langage
etlapraxie. En paralléle, des tests permettant d’évaluer 'environnement et 'autonomie
du patient sont réalisés parmi lesquels on retrouve le test d’apprentissage oral (Rey
Auditory Verbal learning test), la réalisation de tdches multiples au cours desquelles les
patients doivent dans un premier temps relier des nombres dans un ordre croissant
puis dans un deuxieme temps relier des nombres et des lettres par ordre croissant
(Trail Making test), la dextérité manuelle (Grooved Pegboard test) et le souvenir de
séquences numériques (Digit Span test)?2. Enfin, des questionnaires permettent
'étude de lindépendance dans la vie quotidienne tels que le questionnaire IADL

(Instrumental Activities of Daily Living) et la qualité de vie par auto-évaluation.
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Mini Mental State Examination (MMSE) (Version consensuelle du GRECO)

Orientation /10
Je vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre mémoire.

Les unes sont trés simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du mieux que vous pouvez.

Quelle est la date complete d'aujourd’hui ?

Si la réponse est incorrecte ou incompléte, posées les questions restées sans réponse, dans I'ordre suivant :

1. En quelle année sommes-nous ? O
2. En quelle saison ? O
3. En quel mois ? O
4. Quel jour du mois ? O
5. Quel jour de la semaine ? O
Je vais vous poser maintenant quelques questions sur I'endroit oll nous trouvons.
6. Quel est le nom de I'hopital ol nous sommes 7% O
7. Dans quelle ville se trouve-t-il ? O
8. Quel est le nom du département dans lequel est située cette ville 7** O
9. Dans quelle province ou région est située ce département ? O
10. A quel étage sommes-nous 7 O
Apprentissage /3
Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez de les retenir
car je vous les redemanderai tout a I'heure,
11. Cigare Citron Fauteuil O
12, Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O
Répéter les 3 mots.
Attention et calcul /5
Voulez-vous compter & partir de 100 en retirant 7 a chaque fois 7*
14. 93 O
15. 86 O
16. 79 O
17. 72 O
18. 65 O
Pour tous les sujets. méme pour ceux qui ont obtenu le maximum de points, demander :
Voulez-vous épeler le mot MONDE a I'envers 7*#*
Rappel /3
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandés de répéter et de retenir tout a I'heure ?
11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O
Langage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cet objet 7* O
Montrer votre montre. 23. Quel est le nom de cet objet 7%* O
24. Ecoutez bien et répétez aprés moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »*##* O
Poser une feuille de papier sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant : « Ecoutez bien et faites ce que je vais vous dire :
25. Prenez cette feuille de papier avec votre main droite, ]
26. Pliez-la en deux, O
27. Et jetez-la par terre, »**** O
Tendre au sujet une feuille de papier sur laquelle est écrit en gros caractére : « FERMEZ LES YEUX » et dire au sujet :
28. « Faites ce qui est écrit ». O
Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo, en disant :
29. « Voulez-vous m'écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase entiére, »*##** O
Praxies constructives /1
Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander : 30. « Voulez-vous recopier ce dessin 7 » O

Figure 4 : Exemple de test de cognition réalisé chez ’lhomme.
MMSE (Mini Mental State Examination)




Chez 'animal, plusieurs tests sont utilisés pour mesurer la mémoire. Parmi ces
tests, certains sont spécifiques de I'évaluation de la mémoire hippocampique,
dépendante du contexte (Figure 5). On retrouve le test de conditionnement par la
peur qui permet d’étudier le rappel de la mémoire en associant un contexte visuel,
auditif ettactile a un événement douloureux par choc électrigue. Le test de
localisation d’objet permet également d’évaluer la mémoire hippocampo-dépendante
grace a la mise en place d’'un contexte spécifique. Au cours de ce test, les animaux
s’aident de repéres visuels spatiaux pour se souvenir de la localisation des objets.
Et enfin, le test d’interaction sociale au cours duquel les animaux sont mis en
présence d’un individu durant plusieurs essais successifs afin de mesurer le souvenir
social envers lindividu présenté. Ce test fait également appel a I'hippocampe et

notamment I'aire CA2.

Phase d'apprentissage Phase de rappel

Test de conditionnement par la peur

Test de localisation d'objet

N N [

- L% 1y S

Test d'interaction sociale
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Figure 5: Exemples de tests cognitifs hippocampo-dépendants réalisés chez
I’animal.

Test de conditionnement par la peur. Les animaux sont entrainés a associer un
événement visuel, auditif et tactile a un événement douloureux durant la phase
d’apprentissage. Puis, au cours de la phase de rappel, ils sont réintroduits dans la
méme chambre de conditionnement, sans événement douloureux, pour évaluer leur
meémoire caractérisée par une réaction de peur mesurée par une durée
d’'immobilisation.

Test de localisation d’objet. Aprés une phase d’habituation, les animaux sont
entrainés a connaitre la position de deux objets situés dans une arene durant la
phase d’apprentissage. Puis, un des objets est déplacé et les animaux sont
réintroduits dans l'aréne pour évaluer leur mémoire caractérisée par un temps
d’intérét pour I'objet déplacé plus important.

Test d’interaction sociale. Les animaux sont mis en présence d’une souris
présentatrice au cours de plusieurs essais successifs, leur temps d’interaction est
alors le reflet de I'apprentissage social. Puis, au cours du rappel, ces animaux sont
replacés en présence l'un de l'autre pour mesurer leur interaction (un essai est

réalisé avec une nouvelles souris présentatrice inconnue afin de valider le test).

Ces capacités varient d’'un individu a I'autre et chez un méme individu, de facon
physiologique avec I'avancée en age, ou pathologique, avec des altérations cognitives
comme dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des démences ou des troubles

neurologigues post-opératoires.



e Fonctionnement de maniere coordonnée afin de permettre I'acquisition,
I’analyse et la transmission des informations

e La mémoire joue un réle central dans l'intégration et la restitution des
événements et le fonctionnement global

e L’hippocampe est au centre de cette mémorisation et joue un réle sur la

mémoire along terme et la neurogénese.

o J

/ Les fonctions cognitives \

31



B. Les dysfonctions cognitives post-opératoires :

définition et généralités

Décrits pour la premiere fois en 1955 par Bedford?® comme “un effet indésirable
cérébral de 'anesthésie chez la personne agée”, ces troubles sont aujourd’hui définis
par des changements cognitifs survenant apres une chirurgie. Le diagnostic des
dysfonctions cognitives post-opératoires se base sur I'évaluation préopératoire des
patients, le développement de conséquences fonctionnelles et les critéres définis dans
le DSM-5 (cinquieme édition du Manuel diagnostique et statistigue des troubles
mentaux rédigé par I'Association Américaine de Psychiatrie). Les dysfonctions
cognitives post-opératoires sont classées selon deux groupes: le délirium post-

opératoire et les troubles cognitifs post-opératoires (TCPO)%.

1. Définitions et généralités

e Le délirium

Le délirium est défini comme une phase aiglie persistant généralement
guelques heures ou quelques jours et d’apparition brutale. Le diagnostic du délirium
dépend de la susceptibilité individuelle de chaque patient et de vulnérabilités
préexistantes telles que la consommation d’alcool, les troubles cognitifs préexistants,
la prise de médicaments, la persistance de l'effet de I'anesthésie, la présence de
perturbations physiologiques (hypoxie, infection) et les fluctuations de la conscience
avec présence d’intervalles de lucidité observés. L'outil de diagnostic clinique est
I'échelle CAM (Confusion Assessment Method) qui permet une évaluation du patient

par le personnel soignant quel que soit son état de conscience.
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e Le Trouble cognitif post-opératoire (TCPO)

Le TCPO apparait a partir d'une semaine aprés la chirurgie et peut durer
plusieurs mois. Le diagnostic du TCPO est plus difficile et dépend de la comparaison
de I'état cognitif des patients avant et aprés la chirurgie et de leur durée. Son diagnostic
est basé sur des évaluations de la mémoire telles que décrites précédemment et plus
généralement en clinique sur I'évaluation du score MMSE (Mini Mental State

Examination).

Le TCPO est caractérisé par un déficit de I'attention, de la concentration, de la
fonction exécutive, de la perception, de I'apprentissage et de la mémoire, apparaissant
juste aprés la chirurgie. Chez la personne agée, ce trouble cognitif présente une
incidence de 25 a 40%, 10 jours apres la chirurgie puis il passe a pres de 10% a 3 mois
avec une résolution progressive dans le temps?>26. Cependant, dans 1% des cas, le
TCPO peut persister des années et I'on considére alors que le patient est entré dans
une phase de trouble cognitif prolongé qui s’apparente a une démence?’ représentant
elle-méme une pathologie bien caractérisée?®. Le TCPO présentant une prévalence
élevée, il est donc devenu nécessaire de comprendre cet état pathologique et les
mécanismes sous-jacents de son apparition afin de développer des thérapies
préventives et curatives permettant de lutter contre ce déclin cognitif. En effet, le
trouble cognitif post-opératoire est associé a une dépendance accrue entrainant
un retard dans la reprise du travail ou un retrait du travail ainsi qu’'une mortalité

augmentée.
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2. Les facteurs de risque du TCPO

Malgré une étiologie discutée, plusieurs facteurs de risques ont été identifiés.
On retrouve 'age avancé, dépassant 65 ans; les patients les plus agés présentent
non seulement des capacités cognitives altérées et des problemes de dépendance,
mais également un état pro-inflammatoire généralisé?®2>3%, De plus, les réserves
cognitives avant la chirurgie, la présence de troubles neurologiques et un faible
niveau d’éducation sont des facteurs de risque de TCP0O?32425, e type de chirurgie
joue également un rdle capital puisque plus une chirurgie est lourde et invasive, telles
gue les chirurgies cardiaques et orthopédiques, plus le risque est élevé3*. Enfin,
'anesthésie a longtemps été désignée comme participant a I'étiologie du TCPO avec
une attention particuliére portée a l'anesthésie générale. Cependant, bien que
certaines études tendent a montrer un lien entre démence et anesthésie, plusieurs
travaux ont mis en évidence une absence de lien entre le type d’anesthésie, locale ou
générale, et le développement de ce déclin cognitif post-opératoire 336, De plus, des
études réalisées chez I'animal montrent que I'anesthésie seule n’est pas responsable
d’'un TCPO mais que c’est bien le couple anesthésie-chirurgie qui est responsable du
déclin cognitif®’. La durée de I'anesthésie, le type d’anesthésie et la dose sont tout de
méme évalués en préopératoire selon la susceptibilité et les risques associés a

chaque patient. (Figure 6).
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Figure 6 : Facteurs de risque du trouble cognitif post-opératoire.
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/ Les dysfonctions cognitives post-opératoires \

e Le délirium est un phénomene aigu alors que les TCPO sont plus longs et
insidieux. lls sont dans la majorité des cas un phénomene réversible mais
peuvent persister dans 1% des cas.

e Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés parmi lesquels I’age avancé
et le type de chirurgie.

e Les lourdes conséquences sur la qualité de vie et les colts associés en font

un probléme de santé publique pour lequel aucune thérapie n’est a ce jour

Qsponible. j
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Partie Il :

L’inflammation : une étiologie majeure pour le

développement du TCPO

L’hypothése actuelle la plus probable quant aux causes du développement du
TCPO est linflammation. Ainsi, il a été montré chez I'animal que l'inflammation
systémique induite au site de chirurgie semble jouer un réle majeur et aboutir a une
inflammation au niveau du systéme nerveux central®®l. Chez I'homme, une
augmentation des médiateurs pro-inflammatoires a également été mise en évidence
au niveau plasmatique ainsi qu’au niveau du liquide cérébro-spinal®®2. Cependant, les
meécanismes exacts de cette inflammation restent a élucider. En effet, la chirurgie
entraine toujours une réponse inflammatoire alors que le TCPO ne se développe pas

chez tous les patients ayant subi une chirurgie.

La réponse inflammatoire est caractérisée par la présence de quatre signes, la
douleur, la rougeur, la fievre et la sueur (dolor, rubor, tumor, calor) et par 3 phases :
l'initiation, 'amplification et la résolution. La réaction inflammatoire se met en place
tres précocement, au cours de la réponse immune innée (RIl), lorsque les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages sont activés. Les PRR (pattern
recognition receptors) portés par les macrophages vont, suite a la reconnaissance des
molécules de danger, déclencher la production de cytokines pro-inflammatoires
entrainant une réponse inflammatoire locale puis systémigue et enfin centrale°.
Ainsi, au décours du TCPO, trois grandes phases vont se succéder: une

inflammation locale, puis systémique et enfin la neuroinflammation.
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A. Le trouble cognitif post-opératoire : une réponse

inflammatoire locale puis périphérique incontrblée

1. Laréponse inflammatoire physiologique

L’inflammation est un mécanisme physiologique permettant de lutter contre une
infection ou une agression. Le systéme immunitaire permet de lutter contre ces
agressions du « non-soi » afin de protéger le « soi ». Son action passe par deux types
de réponses immunitaires, la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire

acquise (Figure 7) puis enfin la réponse inflammatoire.

e Laréponse immunitaire innée

La réponse immune innée (RII) est la premiere ligne de défense de 'organisme, elle
est immédiate et dite non spécifique. Elle est mise en place lorsqu’une barriére de
I'organisme subit une Iésion (physique, chimique ou biologique) et permet la mise en
place de la réponse inflammatoire*-4%43, Au cours de la Iésion, des molécules
associées au danger ou alarmines (PAMPS pathogen associated molecules patterns
ou DAMPS damage associated molecules patterns) vont étre libérées par le tissu lésé
et reconnues par des récepteurs, les PRR*. Les premiéres cellules recrutées par la
RII sont les neutrophiles et les cellules mononucléaires telles que les macrophages.
En effet, dans les premieres 24h on assiste au recrutement des neutrophiles qui, via
leurs sécrétions pro-inflammatoires, vont conduire au recrutement de macrophages
provenant soit de la moelle osseuse soit de tissus environnants*. Les macrophages
sont des cellules plastiques qui vont adopter différents phénotypes selon leur
environnement. Ces cellules immunes possédent des récepteurs de la famille des
PRR, les Toll Like Receptor (TLR) induisant I'expression de génes impliqués dans la
réponse inflammatoire et conduire a la phagocytose des cellules. Sur le site 1ésé, les
macrophages adoptent dans un premier temps un phénotype pro-inflammatoire et anti-
résolutif. Ces macrophages sont responsables de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-q, I'lL-6 et I'lL-13 mais également de chimiokines qui
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vont jouer un role d’attraction sur les autres cellules immunes et ainsi créer une niche
d’'inflammation locale. Par la suite, I'élimination des neutrophiles par phagocytose
permet un arrét de la cascade de signalisation et un changement de phénotype des
macrophages au profit d’'un type anti-inflammatoire et pro-résolutif*°. Ainsi, les cellules
immunes vont permettre la destruction des pathogénes par phagocytose ainsi que la

présentation de leurs déterminants aux cellules de la réponse immune acquise.

e Laréponse immunitaire acquise

Lorsque la RIl ne suffit pas a atténuer I'inflammation, la réponse immunitaire acquise
se met en place. C’est une réponse plus tardive et spécifique. Elle se déroule suite a
'activation des macrophages via la reconnaissance d’antigénes par des récepteurs
spécifiques portés par les lymphocytes T et B46. Les lymphocytes T vont jouer plusieurs
réles selon leur constitution. Les LTCD4 sont dit T « auxiliaires ou helpers » et vont
aider au contréle de I'immunité via I'activation d’autres cellules. Les LTCDS8 eux, sont
dits « cytotoxiques » et vont participer a la destruction et I'élimination des cellules
infectées. De plus, on retrouve une proportion de LT dits « mémoire » qui permettront
une réaction plus rapide de l'organisme en cas de nouvelle exposition a I'agent
pathogene. Au contact de l'antigéne, les lymphocytes B vont se transformer en
plasmocytes et en lymphocytes B mémoire. Les plasmocytes vont alors produire et

sécréter des anticorps spécifiques de I'antigéne permettant de lutter contre le danger.
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Figure 7 : Laréponse immune physiologique.
La réponse immune innée est la premiére ligne de défense, elle met en jeu la réaction

des neutrophiles et des macrophages. Lorsque cette réponse est insuffisante, la|

réponse immune acquise et les lymphocytes entrent en jeu.

e Laréponse inflammatoire

Dans les premieres heures suivant la Iésion, I'inflammation va se propager via
la circulation sanguine, ou les protéines inflammatoires dites APP (acute phase
proteins) vont étre recrutées et jouer un réle dans la régulation de I'inflammation*’. Ces
protéines de la phase aigiie sont principalement produites par les hépatocytes, on
retrouve notamment la CRP (C-reactive protein), la SAA (serum amyloid A) et
'haptoglobine. La CRP est 'APP la plus anciennement connue et la plus utilisée en
clinique pour suivre l'état inflammatoire des patients. De plus, des cytokines
principalement sécrétées par les cellules immunes (monocytes, macrophages, cellules

de la microglie) vont jouer un réle anti ou pro-inflammatoire formant un réseau
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interconnecté*®, Elles agissent en activant des récepteurs spécifiques et vont avoir des
actions autocrines régulant leur propre sécrétion mais également paracrines sur
d’autres cellules et endocrines via la circulation systémique. On retrouve : les
interleukines, les interférons et les chimiokines qui vont jouer un réle de chimio
attraction des cellules immunes vers le site inflammatoire*®. Parmi les cytokines pro-
inflammatoires on retrouve notamment le TNF-a qui, selon la voie activée va
promouvoir la survie ou la mort de cellules notamment via I'activation de la voie NF-kB
(nuclear factor kappa B)°°. En ce qui concerne les interleukines, certaines vont étre
pro-inflammatoires comme I'lL-1 et I'lL-6 qui vont respectivement activer la voie NF-
kB et MAPK pour 'lL-18 et la voie JAK-STAT pour I'lL-6. Elles sont retrouvées aussi
bien au niveau systémique qu’au niveau central, I'hippocampe possédant des
récepteurs pour ces cytokines®%2, En paralléle, au niveau anti-inflammatoire, on
retrouve une cytokine majeure, I'lL-10. Elle joue un réle d’inhibition des voies stimulées
par les cytokines pro-inflammatoires telles qu'NF-kB et les MAPK®3. Elle inhibe
également la synthese du TNF-a et permet la production d’'un antagoniste endogéne
de I'lL-1B.

2. La réponse inflammatoire au cours de la chirurgie
orthopédique

Au cours de la chirurgie orthopédique, le site de chirurgie va étre caractérisé
par la formation d’'un hématome qui est I'acteur de la réponse inflammatoire locale
(Figure 8). Au cours de la fracture, un processus de réparation dynamique est mis en
place. Ce processus vise a la reformation d’'os en passant par quatre grandes étapes
concomitantes : la formation d’'un hématome, une phase inflammatoire, la formation

de tissus mous puis durs puis enfin une phase de remodelage®*.

La premiére étape consiste en la destruction des vaisseaux sanguins
avoisinants. Ceci méne a la formation d’'un hématome qui semble indispensable au
processus de réparation®. En effet, retirer 'hématome conduit a une mauvaise
réparation de la fracture®®5’. Un hématome est un amas de fibrine formé au niveau

du site lésé, il est constitué par coagulation sanguine afin de réparer la zone.
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L’hématome est principalement formé de globules rouges (95%), des plaquettes (5%)
et des leucocytes (<1%)%8. La dégranulation des plaquettes composant cet hématome
va conduire au recrutement de cellules immunes provenant de la moelle osseuse et
des tissus environnants par chimiotactisme. En effet, dans un premier temps, un signal
pro-inflammatoire va étre déclenché passivement par les cellules endommagées via
la libération de DAMPs au niveau du site de chirurgie®® telle que la molécule HMGB1
6061 | es premieres cellules recrutées au cours des 24 premieres heures suivant la
fracture sont les neutrophiles qui vont jouer le réle de premiére défense et permettre
de diminuer l'infection via leur capacité de phagocytose®?%3, Puis, aprés 48h, leur
recrutement diminue et, du fait de leur courte durée de vie, ces cellules sont
remplacées par la migration de monocytes provenant de la circulation qui se
différencient en macrophages de phénotype plutét pro-inflammatoires en réponse au
microenvironnement de I'hématome®. HMGB1 active des PRR comme les TLR
notamment retrouvés sur les macrophages. Ceci aboutit alors a I'activation du facteur
nucléaire NF-kB responsable de la régulation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-6, le TNF-a et I'IlL-1B par les macrophages®. Ces
macrophages jouent un rble essentiel dans le processus de réparation. En effet, leur
absence empéche une bonne réparation®. Les macrophages vont conduire a la
production de cytokines telles que le TNF-a, I'lL-1p, I'lL-6,I'IL-8,I'IL-12 et le TGF- mais
aussi des facteurs de croissance comme le platelet-derived growth factor (PDGF), et
l'insulin-like growth factor-1 (IGF-1) et enfin des chimiokines conduisant au
recrutement de plus en plus de cellules immunes telles que les lymphocytes T(pour
revue voir 7). Lorsque ce phénoméne inflammatoire local et systémique persiste et
n‘est pas résolu, il va étre responsable d’'une neuroinflammation transitant par

I'altération de la barriere hémato-encéphalique (BHE).
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Figure 8 : Réponse inflammatoire systémique post-chirurgie.

Au décours de la chirurgie, la I1ésion du tissu entraine la libération d’alarmines, les
DAMPs, qui vont reconnaitre des récepteurs PRR situés a la surface des
macrophages et induire la transcription du NF-kB lui-méme responsable de la
libération systémique de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-1p,
I'IL-6.

43



B. Le trouble cognitif post-opératoire : une neuroinflammation

exacerbée

Le phénomene de réponse inflammatoire est bénéfigue en condition
physiologique. Cependant, si I'inflammation est mal maitrisée elle peut conduire a des
altérations*®. En effet, la neuroinflammation dans certains cas sera bénéfique pour
permettre de restaurer I'homéostasie centrale, la prolifération et maturation des
précurseurs neuronaux, la régénération des axones et leur remyelinisation®®,
Cependant, une neuroinflammation chronique conduira a des altérations cérébrales et
a diverses pathologies neurologiques telles que la sclérose en plaque®® et
comportementales telles que des démences profondes associées a la maladie
d’Alzheimer’®© notamment via [Iactivation des cellules de la microglie. La
neuroinflammation nécessite une altération de la barriere hémato-encéphalique,
I'activation de cellules centrales de la microglie et des astrocytes et linfiltration de

cellules provenant de la circulation (Figure 9).

1. La neuroinflammation : une rupture de la barriere hémato-
encéphalique

Le cerveau est un organe privilégié protégé des événements périphériques par
la barriere hémato-encéphalique (BHE) qui permet le passage de certaines molécules
de la circulation sanguine périphérique vers le systeme nerveux central. En condition
physiologique, la BHE est constituée de cellules endothéliales qui vont border les
vaisseaux sanguins et qui sont soutenues par la présence de péricytes et d’astrocytes
et reliées entre elles via des jonctions serrées formées de protéines
transmembranaires (claudines, occludines, zonula occludens)’. La BHE permet de
limiter le passage de molécules non désirées et des toxines grace a des transporteurs
spécifiques. La présence d’une inflammation systémique a été mise en lien avec une

fievre, symptdbme d’'une inflammation centrale’>. Au cours de [inflammation
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périphérique non contrdlée suite a une lésion, une rupture de la BHE a lieu. Les
mécanismes associés restent encore peu établis et une des hypothéses majeures est
'augmentation de I'expression des métalloprotéases’®. La rupture de la BHE conduit
a une plus grande permeéabilité aux cytokines pro-inflammatoires et cellulesimmunes

menant a une inflammation hippocampique’* et donc a un déclin cognitif’®.

2. La neuroinflammation : une activation des cellules centrales

Lorsque les cytokines arrivent au niveau central, on parle de voie humorale’®.
Les cytokines ne passent pas la BHE de maniére passive, elles empruntent des
transporteurs saturables. Cependant, certaines zones de cette BHE sont plus
perméables, du fait de I'absence de jonctions serrées, facilitant leur passage. C’est
notamment le cas au niveau des organes circumventriculaires et du plexus choroide.
Lorsque la BHE est altérée, le passage de ces cytokines est donc augmenté. En
condition basale, I'environnement des neurones est composé de nombreux types
cellulaires chargés de maintenir le systeme de connexions neuronales et la plasticité
synaptique’’. On retrouve dans cet environnement les astrocytes et les cellules de la

microglie.

e Les cellules de la microglie

Les cellules de la microglie sont les cellules immunes principales du cerveau
gui jouent un réle dans 'homéostasie cérébrale. La microglie participe a la régulation
de la neurogénése, la formation et la disparition de synapse et le remodelage des
circuits neuronaux, la sécrétion de facteurs solubles, mais également comme tout
macrophage un role de phagocytose. Les cellules de la microlgie possedent a leur
surface de nombreux récepteurs de cytokins, chimiokines et neurotransmetteurs leur
permettant d’intéragir en permanence avec leur environnement’®. Lorsque la microglie
est exposée a un signal de danger comme une infection, une lésion tissulaire ou une
inflammation, elle va répondre en modifiant son profil génique, protéomique,
métabolomique, épigénétique, morphologique et ses fonctions’®. Cette activation

transite notamment par i) un changement de morphologie (avec le passage a une
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structure sphéroide avec moins d’embranchements) et par ii) 'augmentation du
marqueur d’activation IBA1 (ionized calcium-binding adaptator molecule 1) et iii) la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1B, I'lL-6 et le TNF-a, des
radicaux libres et de la prostaglandine pouvant altérer la production des neurones et
leur survie®®81, Au cours de la chirurgie, I'inflammation causée localement et au niveau
systémique entraine une activation des cellules de la microglie responsable de la
diminution de la neurogénése, de la voie du BDNF et de la plasticité neuronale®.

e Les astrocytes

Lorsque I'homéostasie cérébrale est perturbée et qu’une inflammation est
percue, d’autres cellules du SNC, les astrocytes, vont pouvoir s’activer et s’associer
a la microglie. Ces cellules représentent la population de cellules non neuronales
majoritaire au niveau du SNC ou ils vont jouer un réle crucial dans le maintien de
’homéostasie en participant a la constitution de la barriere hémato-encéphalique et en
étant reliés aux neurones au niveau de leurs synapses. Ainsi, ils vont participer a la
régulation des neuromédiateurs et de l'influx calcique®. De plus, I'activation des
astrocytes va jouer un rble dans la réponse immune cérébrale via une modification des
propriétés de ces cellules vers un profil pro-inflammatoire accompagné d’'une sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires®. C’est le phénoméne d’astrogliose réactive
retrouvé en condition pathologique et lors de troubles du systeme nerveux central tels
que la maladie d’Alzheimer®®. Cette astrogliose est caractérisée par i) une
augmentation du marqueur GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), ii) I'expression de
genes spécifiques des astrocytes réactifs et par iii) une hypertrophie des astrocytes
présentant une augmentation de leur volume cellulaire et de leurs prolongements
retrouvée dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer®%8” post-
mortem. Il semblerait que cette activation des astrocytes entre en jeu secondairement
quand linflammation centrale causée par les cellules de la microglie conduit a la
sécrétion de facteurs tels que le TNF-08. Les astrocytes sécrétent alors a leur tour
des médiateurs pro-inflammatoires responsables de la dégradation des neurones et
de la BHE. En effet, l'inflammation centrale est a I'origine d’'une sécrétion de VEGF-A
par les astrocytes conduisant a I'altération de la BHE par la diminution de I'expression

des protéines des jonctions serrées telles que la claudine 5 et I'occludine®. De plus,
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in vitro la co-culture d’IPSC dérivées en astrocytes d’une part et dérivées en un modele
de BHE (BMEC like cells pour brain microvascular endothelial cells) de I'autre, met en
évidence leur activation par une inflammation induite par le TNF-a. Cette activation
des astrocytes va alors conduire a une altération de la BHE dépendante de la protéine
STAT3 via 'augmentation de la SERPINA3 (Serpin Family A Member 3), un inhibiteur
de peptidase dont I'expression est induite au cours de I'inflammation. Ces résultats ont
été confirmés ex vivo et in vivo ou le traitement par SERPINA3 a suffi a induire une
rupture de la BHE®. Ces cellules vont également participer, via un rble anti-
inflammatoire, a un retour a la normale grace a un changement de phénotype et une
expression de facteurs impliqués dans 'homéostasie cérébrale tels que le GDNF
(growth derived neuronal factor) ou des protéoglycanes impliqués dans la réparation®?.
Dans le cadre du TCPO, une astrogliose a été décelée dans un modele de laparotomie
chez la souris agée alors que les déclins cognitifs associés sont reversés par un

traitement immunomodulateur inhibant la neuroinflammation®?2.

3. La neuroinflammation : une infiltration de cellules de la
périphérie vers le SNC

La voie cellulaire correspond a l'infiltration de macrophages dans le systeme
nerveux central. En effet, I'entrée de cytokines va conduire a I'activation des cellules
de la microglie. Ces cellules actives vont alors sécréter d’autres médiateurs pro-
inflammatoires parmi lesquels des chimiokines telles que MCP-1 responsable de
I'attraction des macrophages dérivé de la moelle osseuse (BMDM) circulants au niveau
central®3. Ces macrophages, exprimant un profil pro-inflammatoire, vont participer a la
sécrétion de cytokines au niveau central et ainsi exacerber I'état de neuroinflammation.
L’implication de ces BMDM dans le TCPO a été confirmée in vivo dans un modéle
murin de fracture dans lequel les animaux ont recu un traitement au clodronate, qui
élimine spécifiguement, par apoptose, les macrophages, avant la fracture. Dans cette
étude, les animaux traités au clodronate et fracturés présentent une réduction de
linflammation systémique et de I'hippocampe ainsi qu’une amélioration de la mémoire

hippocampo-dépendante au test de conditionnement par la peur®*.
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Figure 9 : Réponse inflammatoire centrale post-chirurgie.

L’inflammation systémique va conduire a une altération de la barriere hémato-
encéphalique permettant I'entrée de cellules et de molécules pro-inflammatoires
dans le systeme nerveux central. Cette neuroinflammation va entrainer une
activation des cellules de la microglie et des astrocytes, qui vont entretenir cet état
inflammatoire par leur auto-activation et la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires.
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C. Larésolution : un retour a la normale

En paralléle de cette phase inflammatoire se déroule la phase de résolution
qui permet un retour & un état non inflammatoire basal plus ou moins rapide et de
maniére passive (Figure 10). Cette phase est notamment caractérisée par la
diminution des signaux pro-inflammatoires et chimio-attractants. Elle est induite par le
systeme parasympathique via le nerf vague et sa voie cholinergiqgue anti-
inflammatoire®:°8. En effet, au cours d’un traumatisme, le nerf vague capte les signaux
inflammatoires via ses afférences et induit la production d’acétylcholine.
L’acétylcholine, par la signalisation de ses voies efférentes, se fixe au niveau des
monocytes circulants et des macrophages sur le récepteur a7nAcéthylcholine
Receptor inhibant ainsi le circuit NF-kB et la production de cytokines pro-
inflammatoires®”. De plus, le nerf vague est responsable de la régulation de la
production de molécules dites de pro-résolution (SPM), les résolvines, marésines et
protectines®. Ces molécules d’origine lipidiques, dérivées des acides gras oméga-3
dont I'acide eicosapentaénoique et I'acide docosahexaénoique, vont participer a la
diminution des effecteurs de l'inflammation. En effet, les SPM entrent en compétition
avec les dérivés pro-inflammatoires de l'acide arachidonique. L'utilisation de ces
molécules a été envisagée chez I'animal comme une piste de thérapie pour des
maladies neurodégénératives et des troubles neurologiques associés a une
neuroinflammation®®. Chez 'homme des études plus poussées quant a la dose, la

durée et le mode d’administration restent nécessaires pour envisager leur utilisation.
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Figure 10 : Résolution de I'inflammation.

En paralléle de la phase inflammatoire, la résolution se déroule par la voie de

'acétylcholine conduisant a la diminution de la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires au profit de médiateurs anti-inflammatoires tels que les SPM.
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D. Un traitement pour le TCPO ?

Les thérapies proposées pour le TCPO vont dépendre de chaque patient et des
symptdmes associés ; cependant aucun traitement spécifique du TCPO n’est proposé
a ce jour. Ces thérapies symptomatiques vont passer par l'utilisation de sédatifs,
d’anxiolytiques ou d’antidépresseurs associés a une réhabilitation cognitive et
physique. Face au constat d’'un manque de thérapeutiques pour lutter contre le
développement du TCPO, trois stratégies thérapeutiques principales ont été
envisageées afin d’agir sur i) 'inhibition de I'inflammation ii) la protection des neurones
et iii) la recherche de nouvelles cibles. De plus, d’autres stratégies ciblant des voies
indépendantes ont été envisagées et certaines molécules font actuellement I'objet de

recherches cliniques plus ou moins avancées.

1. Les anti-inflammatoires

Lesinhibiteurs de cyclooxygénases (COX) tels que le celecoxib et le parecoxib sont
des anti-inflammatoires non stéroidiens qui vont empécher la conversion d’acide

arachidonique en prostaglandines impliquées dans la réponse pro-inflammatoire.

Ainsi, chez I'animal, il a été montré une augmentation de I'expression des COX
Il associée a une augmentation de celle des prostaglandines et de I'inflammation au
niveau de I'hippocampe au cours d’'une ablation partielle du foie. Le parecoxib permet
la réduction de cette neuroinflammation en inhibant la voie de la COX 1119, De plus,
chez 'lhomme, ces molécules sont utilisées dans le traitement des douleurs post-
opératoires mais leurs effets sur la cognition restent peu étudiés. En 2016 et 2018,
Zhu et all9%1%2 ont mis en évidence une diminution des troubles cognitifs post-
opératoires et de l'inflammation systémique une semaine aprés la chirurgie chez les
patients agés ayant subi une arthroplastie et au préalable traités par inhibiteurs des
COX 1l : Parecoxib et Celecoxib.
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o La minocycline est un antibiotique de la famille des tétracyclines. Elle est
usuellement utilisée dans le traitement de I'acné. Cette molécule posséde des actions
anti-inflammatoires par inhibition de la microglie.

En effet, chez I'animal, la minocycline permet d’inhiber la neuroinflammation et
l'altération cognitive induite par une anesthésie prolongée de 4 heures au
sévofluranel®. De plus, la minocycline permet de réduire 'apparition de trouble cognitif
post-opératoire en passant par une réduction de la neuroinlfammation et de I'activation
des cellules de la microglie!®®. Un essai clinigue de phase 3 est en cours de
recrutement des patients pour évaluer l'efficacité de la minocycline dans le trouble
cognitif post-opératoire et le délirium chez des patients de plus de 65 ans ayant subi
une chirurgie majeure (NCT02928692).

La dexaméthasone est un glucocorticoide de synthese. Cette molécule possede un
effet anti-inflammatoire, immunosuppresseur et est également utilisée en thérapie

adjuvante des cancers pour lutter contre les effets indésirables des chimiothérapies.

Chez I'animal, I'utilisation de la dexaméthasone a montré une amélioration des
capacités cognitives aprés une anesthésie au sévoflurane de 4 heures'®. Cependant,
chez 'homme, la molécule n’a pas démontré son efficacité. En effet, 'étude d’une
prophylaxie aux corticoides durant une chirurgie cardiaque chez 'homme n’a pas
montré de réduction du trouble cognitif post-opératoire 1 mois et 12 mois apres
I'interventioni®. Par contre, en 2016, un essai clinique de phase 3 étudiant I'effet de
l'injection préventive de dexaméthasone apres I'anesthésie sur le développement du
TCPO chez des patients de plus de 60 ans a mis en évidence un réle des corticoides

dans la diminution des troubles aprés la chirurgiet?”.

Les agents cholinergiques ont pour role d’augmenter I'acétylcholine et ainsi activer
le systéme parasympathique. Pour rappel, la voie cholinergique est impliqguée dans la

résolution du processus inflammatoire.

Chez l'animal, l'utilisation d’'un agoniste des récepteurs a l'acétylcholine a
permis la résolution de la neuroinflammation et des troubles cognitifs associés a une

chirurgie!®®. Chez 'homme, une étude préliminaire a petite échelle utilisant du
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donépezil, un parasympathomimétique a action anticholinestérasique réversible,
montre une amélioration de la mémoire mais pas d’effet sur 'ensemble de la cognition
aprés une chirurgie cardiaquel®. Un essai de phase 3 est en cours de recrutement
portant sur l'efficacité du donépezil au cours de chirurgie orthopédique chez des
patients ageés de plus de 60 ans (NCT02927522).

Les statines sont des hypolipémiants agissant comme des inhibiteurs de
I'nydroxyméthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) réductase permettant d’inhiber la

production d’acide mévalonique, lui-méme précurseur transformé en cholestérol.

Il a été montré que la réduction de la production d’acide mévalonique permet
une amélioration de la neuroinflammation. En effet, pour agir, la HMG-CoA réductase
utilise du NADPH, or ce NADPH est responsable de la formation de ROS (especes
réactives de I'oxygéne) qui vont conduire a une inflammation. Ainsi en inhibant le
NADPH on réduit I'inflammation. De plus, il semblerait que les statines jouent un réle
de protection au niveau cognitif!l®, Cependant le réle de ces molécules sur les
démences et les troubles cognitifs post-opératoires reste peu étudié et les résultats
divergent. En effet, en 2005, une premiere étude clinique portant sur l'utilisation
préventive de statines au cours de chirurgie cardiaque n’a pas mis en évidence d’effet
protecteur sur le développement de troubles cognitifs post-opératoirest'l. En 2016,
une nouvelle étude, réalisée sur un faible effectif et une courte durée et portant sur
l'utilisation de statines, met en évidence une amélioration des capacités cognitives

aprés une chirurgie cardiaque!*?. A ce jour, il n'y a pas de nouvelles études en cours.

La N-acétyl-cystéine est un analogue de l'acide aminé cystéine, elle stimule la
production de glutathion qui a lui-méme un effet antioxydant. Cette molécule est
principalement utilisée comme antidote de I'intoxication au paracétamol ou dans les

toux persistantes ou bronchites.

La N-acétyl-cystéine permet de réduire l'inflammation et la mort neuronale aprés
une blessure au niveau de la moelle épiniere!!3. De plus, elle permet de restaurer les
altérations cognitives observées chez le rat et la souris dans un modéle de Iésion
cérébrale!!*. En 2016, Skvarc et al'l, ont réalisé un essai clinigue montrant que cette

molécule permet une réduction des troubles cognitifs au cours de chirurgies non
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cardiaque chez les patients agés. L’évaluation des performances cognitives 7 jours, 3
mois et 12 mois aprés la chirurgie ainsi que la mesure plasmatique de l'inflammation
montre que le traitement péri-opératoire améliore ces parametres chez les patients
traités. A ce jour, c’est le seul essai clinique réalisé concernant l'utilisation de la N-

acétyl-cystéine dans le trouble cognitif post-opératoire.

2. Protection neuronale

La prégabaline est un dérivé du GABA jouant un r6le inhibiteur du systeme nerveux
central. Elle est utilisée dans le traitement des douleurs neuropathiques et de

I'épilepsie ou elle joue un réle anticonvulsivant et permet d’atténuer I'anxiété.

L’utilisation de prégabaline au cours d’'une chirurgie abdominale chez le rat a
été évaluée. Cette étude montre que le traitement péri-opératoire permet de moduler
la neuroinflammation en réduisant les concentrations hippocampique d’'IL-13 et TNF-
o permettant de rétablir des fonctions cognitives normales au test de reconnaissance
d’objet. Cependant, lorsque le traitement est administré quelques jours (entre 4 et 7
jours) aprés la chirurgie, aucun bénéfice n’est noté!'>. Chez 'homme, cette molécule
est plutdét connue pour altérer les capacités neuronales provoquant des états de
confusion et des troubles de I'attention a des doses élevées!!®. La prégabaline se
fixerait aux canaux calciques voltage dépendants conduisant a une diminution de la
libération de neurotransmetteurs''’. Or ces canaux voltages dépendants jouent un role
majeur dans la plasticité synaptique. Des études de modele murins KO pour des sous-
unités permettant leur fonctionnement mettent en évidence une altération de la
mémoire a court et long terme lorsqu’ils ne sont pas fonctionnels!!®. De ce fait, il N’y a
ce jour pas d’étude clinique sur l'utilisation de la prégabaline dans le traitement du
TCPO.

La dexmedetomidine est un agoniste des récepteurs adrénergiques alpha 2 au
niveau des neurones pré-synaptiques du cceur et du SNC ou elle inhibe le systéeme

nerveux sympathique en bloquant I'action de I'adrénaline.
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Cette molécule est utilisée en anesthésie comme sédatif en diminuant la
vigilance, la nociception, le tonus musculaire et en diminuant la fréquence cardiaque.
L’utilisation de la dexmedetomidine dans un modéle de splénectomie chez la souris
permet de préserver les fonctions cognitives et de réduire [linflammation
hippocampique et la mort cellulaire®®. De plus, I'induction du TCPO par administration
d’'un agoniste d’alarmine (agoniste de HMGB1) associé a I'inhibition pharmacologique
du nerf vague ou de la résolution (inhibition du récepteur de I'acétylcholine) met en
évidence que la dexmedetomidine agit a la fois par le nerf vague et par une
augmentation de la résolution®®. Chez 'homme, elle permet une amélioration des
fonctions cognitives aprés une chirurgie'’®. En effet, l'utilisation préventive de
dexmedetomidine permet de réduire le trouble cognitif post-opératoire notamment en
diminuant I'état inflammatoire des patients'?%1?1 Plusieurs études cliniques sont en
cours quant a 'efficacité de la dexmedetomidine dans le traitement du TCPO chez les
personnes agées. Une étude concerne l'efficacité de I'apport de dexmedetomidine au
cours de I'anesthésie 24h aprés la chirurgie sur lI'incidence de TCPO (NCT02275182).
Les résultats publiés mettent en évidence une diminution du délirium et une
amélioration des performances cognitives au score MMSE chez les patients ayant recu
en pré-opératoire de la dexmedetomidine comparé a ceux ayant recu du propofol'??,
Une seconde étude a comparé ses effets a ceux du sufentanil, analgésique connu
(NCT02923128). Les résultats n‘ont pas mis en évidence d’amélioration des
performances avec le traitement a la dexmedetomidine a 7 jours et 30 jours post-
opératoires. L'incidence du TCPO reste la méme dans les deux groupes, cependant,
les patients relatent une amélioration de leur qualité de vie et de la douleur avec la
dexmedetomidine'?3. Une autre étude encore en cours vise a démontrer sa capacité a
meédier des effets retardés jusqu’a 12 mois (NCT03480061).

L’amantadine est un antirétroviral habituellement utilisé dans le traitement de la
grippe. Cependant il posséde également une action antagoniste sur les récepteurs au
glutamate NMDA, augmentant la libération de dopamine et inhibant sa recapture, ainsi

elle est également utilisée dans le traitement de la maladie de Parkinson.

De plus, elle a montré un réle dans l'inhibition de I'inflammation et de I'activation
des cellules de la microglie ainsi qu’une réduction des troubles cognitifs survenant

apres une chirurgie'?*. Un essai clinique est en cours afin de déterminer I'efficacité de
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'amantadine dans I'incidence du trouble cognitif post-opératoire chez les patients agées
au cours de chirurgie (NCT03527134).

L’augmentation des réserves cognitives préopératoires pourrait améliorer les

fonctions cognitives.

Chez l'animal, I'enrichissement cognitif du milieu de vie par des activités
cognitives et physiques permet I'amélioration des performances. Cette stimulation des
capacités cognitives préopératoires permet ainsi de diminuer le TCPO'?%, Un essai
clinique est en cours pour évaluer I'efficacité d’'un entrainement cognitif préopératoire
dans le développement d’un déclin cognitif (NCT02747784).

3. Thérapies visant des cibles variées

La lidocaine inhibe linflux nerveux en bloquant les canaux sodiques dans un état
ouvert inactif. Cette molécule est un anesthésique local utilisé dans le traitement de la

douleur neuropathique et inflammatoire.

L’étude de l'utilisation de la lidocaine, dans le trouble cognitif post-opératoire
chez le rat, a montré une diminution de I'inflammation associée a une amélioration des
fonctions cognitives au cours de la chirurgie!?®. Chez 'homme, les résultats d’'une
étude montrent un effet protecteur de la lidocaine sur le trouble cognitif post-opératoire
avec une amélioration des performances cognitives passant par une réduction de
I'inflammation systémique au cours de chirurgies non cardiaques!?’. De plus, une
étude de phase 2 est en cours de réalisation chez des patients opérés d'une
craniotomie. Cette étude teste l'efficacité de la lidocaine sur le développement du
TCPO (NCT00975910).

La kétamine est un psychotrope qui agit comme antagoniste en bloguant le glutamate
(neuromédiateur excitateur) au niveau des récepteurs NMDA, utilisée en anesthésie

générale, traitement du trouble dépressif et antalgique (douleurs neuropathiques).
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La kétamine permet une réduction de la neuroinflammation et de 'activation de la
microglie retrouvées au cours de traumatismes tels que de I‘électro-
convulsivothérapie. Elle permet également une amélioration des altérations cognitives
retrouvées en condition aversive'?®. De plus, I'étude des effets peropératoires de la
kétamine chez ’lhomme montre des résultats encourageants mais mitigés. En effet,
une étude comparant I'efficacité de la kétamine donnée au cours de la chirurgie avec
celle d’'un analgésique connu n’a pas montré d’amélioration des capacités cognitives
des patients sous kétamine au cours de chirurgies a coeur ouvert?®, En 2009, Hudetz
et al*3° ont mis en évidence une diminution des troubles cognitifs post-opératoires et
de l'inflammation (CRP), une semaine apres l'intervention, chez les patients ayant recu
de la kétamine au décours d’une chirurgie cardiaque. Un essai clinique de phase 3 est
en cours pour étudier I'efficacité de la kétamine au cours de chirurgie orthopédique au
niveau des phases précoces (7j aprés la chirurgie) et jusqu'a trois mois aprés
l'intervention (NCT02892916).

4. Vers de nouvelles stratégies

La majorité des études visant a réduire la survenue du TCPO portent sur des
repositionnements de thérapies déja existantes. Cependant, d’autres méthodes ont
été envisagées en jouant directement sur les acteurs du processus inflammatoire

impliqué dans I'étiologie du trouble cognitif post-opératoire.

Les inhibiteurs de cytokines pro-inflammatoires sont utilisés dans le traitement de
pathologies inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide. Mais, il
n’y a a ce jour, aucune donnée chez ’homme dans le cadre des TCPO. En effet, aucun
essai clinique n’a été mené sur l'inhibition des cytokines pro-inflammatoires au décours

de la chirurgie pour lutter contre le trouble cognitif post-opératoire.

Cependant, chez I'animal, l'inhibition du récepteur de I'lL-1B3, cytokine pro-

inflammatoire largement décrite dans la physiopathologie du TCPO, permet de
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diminuer l'inflammation liée a la chirurgie et les altérations cognitives associées’. De
méme, Il'utilisation d’etanercept, anticorps anti-TNF-a compétitif pour la liaison a son
récepteur, utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide, permet d’inhiber
I'inflammation et de diminuer le déclin cognitif dans un modéle murin de TCPO®, Enfin,
le toclizumab, anticorps ciblant le récepteur a I'lL-6 également utilisé dans le traitement
de la polyarthrite rhumatoide, réduit les altérations de la mémoire observées au cours

de la chirurgie ainsi que I'inflammation chez la souris*3?,

La supplémentation en acides gras oméga 3, résolvines, marésines et lipoxines sont
des dérivés lipidiques des acides gras omégas 3 impliqués dans la résolution de
'inflammation. Ainsi leur utilisation permettrait de promouvoir cette étape de la réaction
inflammatoire et ainsi de limiter le développement du déclin cognitif au décours

d’interventions chirurgicales.

Les Résolvines :

Dans le cadre de la maladie de Parkinson, une diminution de la résolvine RvD1 a été
retrouvée chez des modeéles transgéniques de rats développant la maladie de
Parkinson. Cette baisse était associée a une neuroinflammation et a des déficits
moteurs. L’apport exogéne de RvD1 permet de prévenir ces effets’®?. De méme,
I'étude de l'effet du traitement par la résolvine E1 combinée a une lipoxine dans un
modeéle murin de maladie d’Alzheimer met en évidence une diminution des médiateurs
pro-inflammatoires et de 'activation des cellules de la glie'33. Enfin, dans un contexte
de TCPO induit dans un modele murin par une chirurgie orthopédique, les résolvines
vont agir en inhibant l'inflammation systémique et la neuroinflammation permettant
ainsi la restauration des fonctions cognitives®1%. De méme, I'administration
préopératoire de la résolvine RvD1 a des rats permet de réduire le TCPO et la
neuroinflammation associée!3®. A ce jour, une seule étude clinique visant a étudier les
effets d’'une alimentation enrichie en oméga 3 sur le développement de TCPO a été

réalisee (NCT00757913) mais les résultats n’ont pas été communiqués.

Les Marésines :
La Marésine MaR1 permet in vitro de limiter la réponse inflammatoire exercée par des
taux de peptide amyloide B élevés dans le milieu de culture de lignée de microglie

humaine, peptide qui s’accumule dans le cerveau au cours de la maladie

58



d’Alzheimer!®®. In vivo, dans un modéle murin d’ischémie et reperfusion, I'injection
intracérébroventriculaire de la MaR1 permet de diminuer la réponse inflammatoire et

le volume de la Iésion protégeant ainsi le cerveau de la Iésion®’.

Les Protectines :

L’utilisation in vitro de neuroprotectin D1 (NPD1) sur des neurones murins issus de
modeles de maladie de Parkinson semble améliorer leur survie en réduisant leur
apoptose!®. In vivo, 'administration de NPD1 juste aprés une lésion, permet de
diminuer la taille de la Iésion et d’améliorer les fonctions cognitives dans un modéle de

Iésion cérébrale traumatique murint3%:140,

La réponse inflammatoire

e Laréponse inflammatoire est un phénoméne nécessaire a la réparation et a
un retour a une homéostasie normale grace a I'’enchevétrement de la phase
inflammatoire et de la résolution.

e Dans le contexte du TCPO, ce processus est dérégulé et le non-contréle de
la phase inflammatoire conduit a son exacerbation.

e Au niveau périphérique, une inflammation locale non contrélée sera
responsable de Pactivation de cellules immunes et de la libération de
médiateurs dans la circulation générale

e Au niveau central, 'activation des cellules immunes majoritaires du cerveau,
cellules de la microglie et des cellules responsable du maintien de
’homéostasie centrale, les astrocytes vont conduire a une
neuroinflammation responsable du déclin cognitif par la dégradation des
neurones.

e A ce jour, aucune thérapie propre n’est utilisée en clinique et la lutte contre
le TCPO se fait par un traitement symptomatique post-opératoire adapté 3

chaque patient.
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Partie Il :

L’obésité : une inflammation sous-jacente

A. L’obésité : définition et généralités

L'obésité affecte des millions d’individus dans le monde*. Elle peut étre la
résultante d’'une mauvaise hygiene de vie associant alimentation et sédentarité, dans
la majorité des cas, ou d’une anomalie génétique. De nos jours, cette pathologie
représente un probléme de santé publique majeur avec une augmentation constante
de sa prévalence qui a triplé entre 1975 et 2016 (Figure 11) et qui concerne aujourd’hui

prés de 13% de la population mondiale(11% des hommes et 15% des femmes)141:142,

Men living with obesity, ~1980
Key

W 5-99%
W o-199%
W 20-299%
. 230%
Key
<5%

B s00%
B 0199%
W 20299%
M :z0%

Figure 11 : Evolution de I'incidence de I’'obésité au cours du
temps(1980-aujourd’hui). World Obesity Federation
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1. Définitions et Généralités

L’obésité est définie par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme
« une accumulation anormale et excessive de masse grasse conduisant a un risque
pour la santé »43. En effet, au cours de I'obésité, le tissu adipeux va subir un

remodelage.

Le tissu adipeux représente 20 a 25% du poids du corps d’un individu. On
retrouve deux types de tissus adipeux, le tissu adipeux blanc, qui nous intéresse ici,
qui joue un réle de stockage et de source d’énergie et le tissu adipeux brun qui joue
un réle dans la régulation thermique via la thermogénese. Le tissu adipeux blanc est
lui-méme divisé en deux grands types : i) le tissu adipeux viscéral ou profond qui a une
localisation centrale autour des organes ii) le tissu adipeux sous-cutané qui est situé

sous la peau.

Le tissu adipeux blanc possede deux composantes majoritaires :

Les adipocytes qui représentent 90% des cellules sont des cellules mononucléées
contenant une vacuole lipidique représentant la quasi-totalité de la cellule. Ces
adipocytes vont permettre le stockage des lipides. De plus, les adipocytes conféerent
au tissu adipeux une composante endocrine par la sécrétion d’adipokines. Ces
sécrétions adipocytaires comprennent des molécules pro et anti-inflammatoires
(cytokines, chimiokines) ainsi que des hormones telles que la leptine et 'adiponectine

permettant de réguler 'lhoméostasie métabolique.

La fraction stroma-vasculaire qui assure la fonction support des adipocytes
rassemble plusieurs types cellulaires. On retrouve : des cellules endothéliales, des
progéniteurs pré-adipocytaires, des fibroblastes et des cellules immunes.

Les cellules endothéliales et fibroblastes constituent la matrice de ce tissu, les cellules
immunes résidentes qui représentent 30 a 40%, participent grandement a son
immuno-réactivité. Parmi ces cellules immunes, on retrouve des macrophages
résidents du tissu adipeux, qui vont pouvoir se difféerencier a partir des pré-adipocytes
et qui vont avoir un profil de sécrétion anti-inflammatoire avec la sécrétion d’IL-10,

d’arginase-1 et I'expression de CD206%*4. On retrouve également des lymphocytes T
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régulateurs caractérisés par une réponse Th2. Ces cellules immunes vont avoir un role
de clairance, de maintien de I'angiogenése et de remodelage de la matrice. Enfin, les
précurseurs adipocytaires vont se différencier au cours de l'adipogenése avec
limplication de génes tels que FAS (fatty acyl synthase), PPARy (Peroxisome
proliferator activated receptor) et CEPBa (Enhancer binding proteins)4°.

Au cours du développement de l'obésité, le tissu adipeux va subir une
hyperplasie (augmentation du nombre) et une hypertrophie (augmentation de la
taille) des adipocytes qui se gorgent de lipides. Lorsque les capacités d’expansion des
adipocytes sont atteintes, il survient une redistribution des dépbts lipidiques et
notamment une localisation ectopique des lipides (au niveau du foie ou du muscle)
et des dépbts anormaux de tissu adipeux (au niveau péricardique, péri-rénal ou de la
bosse du bison qui correspondent & des formations lipidiqgues au niveau du cou et de
la nugque). Cependant, il a été démontré que le nombre d’adipocytes est fixe a I'age
adulte aussi bien chez le sujet normo-pondéré que chez le sujet obese. En effet,
seulement 10% des adipocytes subissent un renouvellement chaqgue annéel“®.
L’'impact majeur de I'obésité sur le tissu adipeux passe donc par I’hypertrophie des
adipocytes qui va conduire a une augmentation de leurs sécrétions mais également
au recrutement de nouvelles cellules immunes et & une modification des sécrétions

vers un profil pro-inflammatoire!4” (Figure 12).

Tissu adipeux individu Tissu adipeux individu
normo-pondéré obése

Q adipocyte macrophages "anti-inflammatoires”  # macrophages "pro-inflammatoires”

lymphocytes Th2 @ lymphocytes Th1 ® lymphocytes B neutrophiles
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Figure 12 : Les modifications du tissu adipeux induites par I’obésité.

En conditions normales, le tissu adipeux est constitué de cellules adipocytaires,
progéniteurs, cellules immunes et vaisseaux sanguins. Au cours de I'obésité on
assiste a une hypertrophie et une hyperplasie des adipocytes et un recrutement de

cellules pro-inflammatoires couplé a leur nécrose.

Afin d’évaluer I'obésité en clinique, deux méthodes de mesures sont utilisées
en routine :
La mesure de l'indice de masse corporelle (IMC) qui correspond au poidsde la
personne (en kilogrammes) divisé par le carré de sa taille (en metres)

Le rapport du tour de taille/hanche (RTH) qui permet de mieux apprécier I'adiposité.

L’obésité est stratifiée en obésité de grade | (modérée) chez des individus présentant
un IMC compris entre 30,0 et 34,9 kg/m?, de grade Il (sévere) chez ceux qui ont un
IMC entre 35,0 et 39,9 kg/m? et de grade Ill (morbide) lorsque I'MC est supérieur a
40,0 kg/m2. Cependant, la mesure de I'lMC ne prend pas seulement en compte la
masse adipeuse mais intégre également la masse maigre et I'eau. Certaines
personnes peuvent donc présenter un IMC élevé sans excés de dépdts adipeux ce qui
peut biaiser la mesure de I'obésité dans une cohorte. Ainsi, la mesure du RTH est a
prendre en compte car elle permet d’apprécier 'accumulation de graisse. Dans ce
contexte, un individu dont le rapport taille-hanche est supérieur a 0,85 pour les femmes
et supérieur a 1 pour les hommes sera considéré obese!*®. De plus, il est a noter que
les femmes présentent majoritairement une obésité dite « gynoide » avec
accumulation de tissu adipeux sous-cutané et les hommes une obésité dite

« androide » avec une accumulation de tissu adipeux viscéral'49,
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2. Etiologies de I'obésité

Les causes du développement de I'obésité sont multifactorielles puisqu’elles
peuvent étre a la fois dues a des facteurs environnementaux, physiologiques et
psychologiques®®.

La principale cause d’obésité est liée a l'alimentation et a une dérégulation de la
balance énergétique. C’est a dire des apports énergétiques (alimentations et boissons)
plus importants que les dépenses de l'organisme et ainsi une dérégulation de
’homéostasie énergétique. En effet, dans nos sociétés actuelles, on assiste a une
augmentation de la « Junk Food » riche en graisses et en sucre et une diminution des
activités physiques associée a un mode de vie sédentaire®152,

Néanmoins, dans certains cas, I'obésité peut étre génétique. Elle peut alors étre due,
dans une faible proportion des cas, a des altérations monogéniques. En effet, des
études génomiques montrent que le risque de développer une obésité est associé a
la présence de genes (BCDIN3D, BDNF, ETV5, FTO, GNPDA2, KCTD15, MC4R,
MTCH2, NEGR1, SEC16B, SH2B1, TMEM18) reliés a I'lMC, le poids et la taille®3.
Dans d’autres cas, elle est dite a composante héréditaire avec une susceptibilité
génétique a développer une obésité si les membres de la famille sont obéses®>.

De plus, le stress, la prise de médicaments ou le manque de sommeil peuvent favoriser
le développement de I'obésité.

Enfin, une modification du microbiote avec I'obésité a été mise en évidence. Le tube
digestif est colonisé par le microbiote, constitué de bactéries, champignons et levures.
Ce microbiote joue un réle décisif dans la digestion, la production de vitamines, la
métabolisation et la protection contre les pathogénes®®. La mise en évidence de
'importance du microbiote dans le développement de I'obésité a été faite par la mise
en régime riche en gras de souris axéniques ou germ-free (ne possédant pas de micro-
organismes dans le tube digestif). Suite a la mise en régime, ces animaux n’ont pas
développé d’augmentation de I'adiposité contrairement a des souris axénigues chez
lesquelles le microbiote intestinal avait été ré-implanté'®®. De plus, I'étude de la
composition du microbiote de souris obéses ob/ob (modéle génétique d’obésité par
mutation de la leptine) met en évidence une grande variabilité de sa composition avec

'obésité, avec notamment une augmentation de certaines populations bactériennes,
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les Firmicutes, au profit d’autres, les Bacteroidetes'®”:1%8, De méme, chez 'homme,
une différence de population bactérienne du microbiote a été mise en évidence et
associée a des désordres métaboliques tels que l'insulino-résistance et I'inflammation
de bas bruit. Cette modification du microbiote favorise donc un environnement propice

au développement de I'obésité et des pathologies associées!®®,

3. Pathologies associées

L’obésité est un facteur de risques de développer certaines comorbidités de par
les modifications physiologiques induites (Figure 13). Du fait de 'augmentation du
volume total du corps, cette pathologie induit une augmentation de la consommation
en oxygene et du volume sanguin et conduit ainsi au développement de maladies
cardiovasculaires telles que [l'athérosclérose ou la thrombose par défaut de
coagulation1®%161 De plus, I'obésité est souvent liée au développement d’'un syndrome
métabolique'®2163, On parle de syndrome métabolique lorsqu’au moins 3 des facteurs
suivant sont retrouves : une obésité, une hypertension, une hypercholestérolémie, une
hyperglycémie, une hyper insulinémie. L’augmentation de la glycémie et de la
résistance a l'insuline'®*165, Ainsi, en lien avec cette insulino-résistance, I'obésité est
associée au augmentent le risque de développement d’un diabéte de type 2166.167,
L’augmentation du poids des individus induit des altérations au niveau musculaire et
articulaire responsable notamment d’arthrose et d’altérations osseuses conduisant a
des chirurgies de type remplacement de I'articulation du genou ou de la hanche.
Certains cancers (endométre, cesophage, rein) ont été montrés comme plus
représentés chez la population obése, faisant de I'obésité un facteur de risque de leur
installation68.

Enfin, 'obésité est liée au développement de certains troubles neurologiques. On
retrouve notamment une augmentation du risque de développer des troubles de

I'hnumeur tels que dépression et anxiété surtout chez les femmes?6°.
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Figure 13 : Comorbidités associées a I’obésité.
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B. L’obésité : un état d’inflammation chronique de bas bruit

1. La mise en évidence d’une inflammation systémique

Le stockage excessif et anormal de masse grasse retrouveé au cours de I'obésité
conduit & une inflammation chronique dite de bas bruit liée a la fonction endocrine
exercée par le tissu adipeux. En 1993, Hotamisligil et al® ont montré une augmentation
de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a dans le tissu adipeux blanc de femmes obéses
comparé au tissu adipeux blanc de femmes normo- pondérées, ainsi qu’une
augmentation des sécrétions pro-inflammatoires de TNF-a issues d’explants de leurs
tissus adipeux (Figure 14). Il a été montré que lors de I'obésité, le tissu adipeux blanc
viscéral est plus inflammatoire que le tissu adipeux sous cutané qui joue plutét un réle
de protection'’®. En effet, chez l'individu en situtation d’obésité une augmentation de
'inflammation, mise en évidence par la mesure plasmatique de la CRP (protéine C

réactive), de I'lL-6 et du TNF-a est corrélée avec I'adiposité viscérale des sujets!’1:163,
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Figure 14 : Inflammation du tissu adipeux de I'individu en situation d’obésité.

Expression ARNm de TNF-a dans le tissu adipeux blanc de femmes obéses et

minces. Sécrétion de TNF-a par des explants de tissus adipeux de femmes obéses

et minces.

Hotamisligil, G. S., Shargill, N. S. & Spiegelman, B. M. Adipose expression of tumor
necrosis factor-alpha: direct role in obesity-linked insulin resistance. Science 259,
87-91 (1993).
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Les changements de sécrétions adipocytaires vont aussi impacter leurs
sécrétions hormonales. En effet, au cours de I'obésité une diminution de la sécrétion
d’adiponectine, responsable de la régulation du métabolisme glucidique et lipidique,
ainsi qu’'une augmentation de la sécrétion de leptinel’?1’® responsable d’'une

dérégulation de la signalisation liée au tissu adipeux.

2. Les cellules immunes impliguées

Au sein du tissu adipeux un remodelage des cellules immunes telles que les
macrophages résidents du tissu adipeux va avoir lieu. En effet, des modifications
transcriptionnelles et métaboliques des macrophages résidents vont conduire a
I'expression d’un profil pro-inflammatoire chargé de l'internalisation et la lipolyse des
lipides’4175, De plus, I'hypertrophie adipocytaire associée a I'obésité va conduire a
une hypoxie au coeur du tissu qui ne recevra plus les apports en oxygéene nécessaires
et sera donc responsable de la sécrétion d’HIF-1a (hypoxia inductible factor 1a)'’®.
Les signaux autocrines, paracrines et endocrines associés vont conduire a l'infiltration
de monocytes infiltrants qui une fois dans le tissu adipeux vont se différencier en macrophages
pro-inflammatoires en réponse a l'environnement!’’. En effet, la production de
chimiokines tel que CCL2 (ou MCP-1) par les adipocytes hypertrophiques va conduire au
recrutment des monocytes circulants portant le recepteur CCR2178, Ces macrophages, dans
le tissu adipeux, vont se structurer sous forme de « crown-like structure » entourant les
adipocytes nécrotiques, eux aussi responsables de la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et I'lL-6'°. Ces macrophages vont alors
phagocytes les lipides et permettent I'élimination des adipocytes nécrotiques®-144,
Ainsi, les macrophages sont les principales cellules immunes retrouvées au niveau du
tissu adipeux d’un individu en situation d’obésité avec un ratio pro-inflammatoire
supérieur au pro-résolutif'®l. En paralléle, au cours de I'obésité, on assiste a une
infiltration de lymphocytes TCD8 et TCD4 dans le tissu 82, Les Lymphocytes TCD8
sont connus pour jouer un rdle essentiel dans l'inflammation au sein de ce tissu. lls
sont recrutés précocement au cours de l'obésité et participent, par la suite, au
recrutement des macrophages et a leur activation vers un phénotype pro-

inflammatoires'®. Les lymphocytes TCD4 sont eux divisés en Th2 ayant plutét un réle
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anti-inflammatoire et en Th1 qui vont, par leur profil pro-inflammatoire, participer a son
exacerbation. Ainsi, au cours de I'obésité, on assiste a une augmentation des LT Th1
alors que les Th2 restent constants'84. Enfin, les lymphocytes B sont également
retrouvés en plus grande quantité au sein du tissu adipeux de I'individu en obésité et
ce de maniére précoce, apres quelques semaines de régime gras. Ces lymphocytes
B vont participer a l'activation des LTs et a leur action pro-inflammatoire'®s. Cette

augmentation de l'inflammation locale va conduire a une inflammation systémique.

Le role du tissu adipeux dans linstallation de cette inflammation chronique de
bas bruit est confirmé par la réversion de cette inflammation lorsque le poids des patients
diminue. En effet, que ce soit par des approches nutritionnelles, d’exercice physique
ou de chirurgie bariatriqgue, une perte de poids est associée a une réduction de la
masse de tissu adipeux et de marqueurs de I'inflammation tels que la CRP, le TNF-a

et I'lL-6 ou encore la leptine (revue par Forsythe et al 185).

e L’obésité est un probléme de santé publique majeur en constante
augmentation.

e Le tissu adipeux blanc est un acteur majeur de I’obésité au cours de laquelle
il va subir un remodelage fonctionnel et cellulaire conduisant a un état
inflammatoire chronique de bas bruit.

e L’obésité a des répercussions au niveau systémique et représente un facteur

de risque de maladies métaboliques et cardiovasculaires, du développement

/ L’obésité \

Qe certains cancers et d’altération des fonctions cognitives. /
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Partie IV :
L’obésité : un facteur de risque pour le trouble cognitif

post-opératoire ?

A. L’obésité : acteur de la neuroinflammation

L’obésité est associée a certains troubles neurologiques tels que la maladie
d’Alzheimer ou les démences®>'®’. La question du rble de l'inflammation bas bruit
associée a I'obésité dans le développement de ces troubles cognitifs se pose (Figure
15).

Chez 'homme, I'obésité, en particulier viscérale, est associée a des altérations
du volume cérébral'® et la diminution de ce volume est principalement due a une perte
de densité au niveau de la substance grise'®. De méme, un volume de I'hippocampe
réduit a été mis en évidence chez les patients présentant une obésité et diabétique de
type 2. Cette diminution de volume de I'hippocampe est alors associée a des troubles
des fonctions mnésiques sans altération des autres capacités cognitives. L’étude de
l'effet du syndrome métaboligue associé a une obésité a I'adolescence signe
également une corrélation entre le trouble métabolique et la diminution du volume de

I'hippocampe associée a un trouble cognitif'®0,
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1. Les aires cérébrales impactées par la neuroinflammation chez

I'individu en situation d’obésité

La premiere zone cérébrale identifiete comme exprimant une réponse
inflammatoire au cours de I'obésité est 'lhypothalamus. Il s’agit de la zone cérébrale
chargée du contréle de la consommation alimentaire et de la dépense énergétique via
la leptine et linsuline!®'. La consommation anormale et excessive de graisses et
notamment d’acides gras saturés conduit a une résistance a linsuline et a une
inflammation systémique générant une réponse inflammatoire centrale au niveau de
I'hypothalamus?®?. De ce fait, des signaux de dangers sont percus par les cellules
hypothalamiques via des PRR tels que le TLR4 activant les voies de NF-kB et JNK, qui
jouent un réle dans la neuroinflammation induite par les lipides®3. De plus, une
augmentation des marqueurs de I'inflammation tels que I'lL-6 et le TNF-a au niveau
central est observée plus précocement qu’au niveau d’organes clés du métabolisme
tels que le foie et le tissu adipeux. Ce phénomene d’inflammation hypothalamique
précoce semble cependant transitoire avec une mise en place de phénomeénes anti-

inflammatoires apres plusieurs semaines de régime riche en lipide'®*.

Cependant, I'hypothalamus n’est pas la seule région cérébrale affectée par

l'obésité et la consommation excessive de lipides. En effet, 'hippocampe, région

chargée de la cognition et de la mémoire (cf. Partie 1), est également affectée par la
neuroinflammation liée a l'obésité. Le modeéle de souris db/db (souris rendues
hyperphagiques par mutation du récepteur de la leptine) présente une augmentation
de l'inflammation et notamment de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et IL-
6 au niveau de I'hippocampe®. Cette neuroinflammation passe notamment par une
altération de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique constatée par la
diminution de I'expression des protéines des jonctions serrées et 'augmentation de la
perméabilité par la mesure du sodium fluorescent retrouvé au niveau de I'hippocampe
19 De facon intéressante, cette inflammation centrale est reversée par la pratique d’un
exercice physique et/ou par une perte de poids des animaux montrant le rdle potentiel

de I'obésité et de la réduction du tissu adipeux dans les phénoménes observés!?’.
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2. Les mécanismes clés de la neuroinflammation chez I'individu en

situation d’obésité

Tout comme dans un contexte de TCPO, des cellules centrales jouent un réle
majeur dans cette neuroinflammation. |l s’agit dans un premier temps des cellules de
la microglie et des astrocytes puis, dans un second temps, des macrophages dérivés

des monocytes de la moelle osseuse.

L’étude de I'effet d’'un régime riche en gras chez la souris met en évidence qu’il
est associé a un phénoméne de gliose avec une prolifération des cellules de la
microglie et des astrocytes responsables d’altérations neuronales et d’'une baisse des
performances cognitives'®®. En effet, I'inflammation produite par la consommation
d’acides gras saturés conduit a I'activation de la microglie, elle méme responsable de
la neuroinflammation!®®. Les cellules de la microglie possédent des récepteurs
reconnaissant les signaux de dangers, les TLRs et notamment le TLR4, leur
permettant d’activer les cascades de signalisation du NF-kB. En réponse a un régime
riche en acides gras saturés, I'activation de la microglie et de la voie du NF-kB conduisant

a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ont ainsi été mis en évidence in vitro?°°,

De plus, lorsque I'exposition au régime riche en lipides persiste, on observe une
migration des macrophages dérivés de la moelle osseuse vers 'hypothalamus qui
est dépendante de I'activation de la microglie?®t. En effet, ces monocytes dérivés de
la moelle osseuse, en traversant la barriere hémato-encéphalique, vont se différencier
au niveau central en macrophages venant suppléer la microglie. Aprés une semaine de
régime HFD, on note une augmentation de I'expression de génes de l'inflammation et
de protéines dans I'hypothalamus telles que le TNF-a, I'lL1-B, et I'IlL-6 ainsi que la
chimiokine MCP-1 impliquée dans la voie MCP1-CCR2 et la migration des monocytes
dans le cerveau. Ainsi, il a été montré que cette migration de monocytes dérives de la

moelle osseuse passe par I'axe fractalkine (CX3CL1) et son récepteur (CX3CL1R).
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B. L’obésité : Vers le développement d’altérations cognitives

Le phénoméne de neuroinflammation liée a l'obésité est, par la suite,
responsable d’altérations des capacités cognitives, que ce soit dans un contexte de
pathologie déjaexistante comme les démences telles que la maladie d’Alzheimer, ou

dans un contexte sans terrain de pathologie neurologique préexistant.

1. Liens entre obésité et altérations cognitives chez I’'animal

Au niveau des modeles animaux, I'étude de pathologies neurologiques
préexistantes telles que la maladie d’Alzheimer, signe un rdle de I'obésité dans
'exacerbation des atteintes observées. En effet, I'utilisation d’'un modéle murin de
maladie d’Alzheimer a mis en évidence que I'association d’'un adge avancé et d’'une
obésité induit une altération exacerbée de la BHE, une augmentation de la

neuroinflammation et du stress oxydant?°3,

Cependant, I'obésité joue également un rble chez des animaux sans troubles
neurologiques préexistants. En effet, les premiers modéles étudiés ont été des
modeles de rats mis en régime riches en sucres ou lipides altérant les fonctions
meétaboliques. Ces modeles de rats dont I'obésité a été induite par un régime riche en
saccharose, ont montré une altération des fonctions cognitives au cours du test aversif
de la Piscine de Morris avec notamment des capacités d’apprentissage et de rappel
de la mémoire a long terme altérées . De plus, I'analyse des fonctions cognitives de
rats mis en régime riche en lipides saturés et en saccharose montre des altérations
des voies de la neurogénese (BDNF) et de la plasticité neuronale ainsi qu’une
diminution du poids de 'hippocampe?®. L’étude de I'effet d’un régime riche en lipides
chez la souris sur les capacités mnésiques, testées par le test de localisation d’objet,
montre une incidence sur ces derniéres?°6, Ainsi, il semblerait qu’un régime altéré qu'’il

soit riche en lipides ou riche en sucre, comme les régimes alimentaires des sociétés

73



modernes (western diet), conduise a des altérations cognitives chez la souris via
I'activation des cellules de la microglie et la neuroinflammation??’. Ces effets sont
toutefois réversibles suite a un exercice physique. Ceci montre que les désordres
alimentaires sont bien responsables de I'altération des fonctions cognitives et que la
perte de poids permet de restaurer les fonctions cognitives chez des souris obeses en
passant par une amélioration de la sensibilité a linsuline et ainsi de la
neuroplasticité?°8, De facon trés intéressante, lorsque la voie de I'inflammation du tissu
adipeux viscéral est inhibée dans un modele de déficience génique des acteurs de
l'inflammasome (souris KO-NLRP3), on observe une absence de perte des capacités
cognitives d’animaux mis en régime riche en lipides2®. Tout ceci signe un réle capital
de I'inflammation chronique de bas bruit du tissu adipeux dans le développement des

altérations de la cognition.

2. Lien entre obésité et altérations cognitives chez ’lhomme

En parallele de ces études chez I'animal, 'analyse des capacités cognitives
chez les patients présentant une obésité a également été réalisée. L'étude de la
corrélation entre obésité et l'inflammation systémique a permis de conclure que
'obésité représentait un facteur de risque de développement de démences!®’. De
méme, le suivi de cohortessur 27 ans permet de montrer que I'obésité a I'age adulte
est un facteur de risque de développer une démence au cours du vieillissement, avec
une augmentation de prés de 70%5 Le lien entre obésité et maladies
neurodégénératives a notamment été établi dans la démence majoritairement
représentée dans la population, la maladie d’Alzheimer. En effet, un surpoids a I'age
de 70 ans est lié au développement de la maladie d’Alzheimer dans la décennie
suivante®. Les tests de rappel de mots et desfonctions exécutives ou les tests de

substitution de symboles numériques mettent en

évidence un lien entre obésité et altération des performances cognitives chez des
patients ne présentant aucune pathologie neurologique connue?!°. De plus, le role de

'obésité dans ces altérations cognitives est confirmé par leur réversibilité au cours
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d’'une perte de poids. En effet, I'étude des fonctions cognitives montre une amélioration
de la mémoire et des fonctions exécutives 12 et 36 mois apres la réalisation d’'une
chirurgie bariatriqgue s’accompagnant donc d’'une importante perte de poids?'1?12, Ces
données confirment bien un réle basal de I'obésité et de la neuroinflammation induite

dans le développement d’altérations cognitives.
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Figure 15 : Obésité, inflammation et cerveau.

L’inflammation systémique produite au cours de [I'obésité conduit a une
neuroinflammation liée a l'altération de la barriere hémato-encéphalique. Cette
neuroinflammation a lieu dans un premier temps via I'activation des cellules de la
microglie et des astrocytes puis dans un second temps via les monocytes dérivés
de la moelle osseuse (BMDM). Le résultat de ces mécanismes conduit a une

altération des fonctions cérébrales et ainsi des troubles cognitifs.
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C. L’obésité : potentialisation du trouble cognitif post-opératoire

L’'obésité et le trouble cognitif post-opératoire présentent donc un facteur
commun, I'inflammation. Que ce soit 'inflammation chronique de bas bruit retrouvée
en contexte d’obésité ou l'inflammation aigue survenant apres la chirurgie, dans les
deux cas, si cette inflammation systémique est mal controlée, elle peut aboutir a une
inflammation centrale et a un déclin cognitif. De ce fait, 'étude d’un lien potentiel entre
obésité et TCPO semble pertinente. Cependant, malgré cet intérét en clinique, ce lien

reste a ce jour peu étudié.

1. Quels sont les risques associés a la chirurgie du patient en

Situtation d’obésité ?

Le patient souffrant dobésité présente un risque de complications
peropératoires plus important que le patient normo-pondéré. En effet, les comorbidités
associées a 'obésité doivent étre prises en comptes en fonction du type de chirurgie.
On retrouve notamment :

Un risque respiratoire lié a une capacité pulmonaire diminuée due a une pression
abdominale augmentée?®3,

Un risque cardiovasculaire avec des risque d’arythmie?'* et de thrombose?%.

Un risque métabolique en lien avec le type d’obésité, les obésités viscérales
présentent un risque plus élevé? de méme pour les patients présentant du diabéte?’.
Un risque lié a l'anesthésie et I'analgésie, certaines molécules ayant une durée

d’action prolongée ou des effets indésirables au niveau respiratoire.

?

76



2. Quelles sont les preuves d’un lien potentiel entre TCPO et

obésitée ?

Les premiéres études menées chez ’lhomme ont mis en évidence un lien entre
le syndrome métabolique et la survenue de troubles cognitifs survenant 1 mois apres
une chirurgie cardiaque?*® ou une chirurgie non cardiaque?'®. Sur I'animal, peu d’études
ont été réalisées mais elles vont également dans le sens d’une altération des capacités
cognitives plus intense lorsque les animaux développent un syndrome métabolique.
En effet, la réalisation d’'une chirurgie tibiale chez des rats présentant un syndrome
meétabolique, entraine une altération de la résolution de I'inflammation associée a une
détérioration des capacités cognitives?2%:22%, Le réle du syndrome métabolique a été
confirmé par la réalisation d’'un exercice physique répété en préopératoire permettant
de restaurer des fonctions métaboliqgues normales. La pratique de I'exercice a permis
une amélioration des troubles cognitifs apres la chirurgie chez des rats qui présentaient
un syndrome métabolique. Cette restauration des fonctions cognitives est en lien avec

une diminution de la neuroinflammation222,

De ce fait, la compréhension des facteurs du syndrome métabolique responsables de
I'exacerbation du trouble cognitif et donc de I'obésité s’est posée. En 2016, Feinkohl et
al??3 ont publié une méta-analyse portant sur I'étude de l'incidence du TCPO chez les
personnes agées souffrant d’obésité. Cependant, le résultat de cette étude, qui ne
rassemble que 6 publications, n’a pas mis en évidence de réelle augmentation du
TCPO dans cette population par rapport a des patients agés normo-pondérés. Les
auteurs insistent alors sur le manque de données comparables et d’expérimentations
animales menées. En effet, ces études, trop hétérogenes en termes de stratification
des patients et mesures meétaboliques et cognitives, manquent de puissance. Ainsi, en
2019, une étude sur un modele de souris en régime riche en lipides a mis en évidence
une exacerbation des altérations cognitives chez les animaux obéses aprésune
chirurgie comparée a des groupes animaux de poids normal??*4. De méme, I'étude du
réle de la microglie dans le TCPO montre une augmentation de son activation chez les
souris en régime gras associée a un déclin cognitif tous deux réversibles suite a

l'inhibition de l'activation de la microglie par un inhibiteur du récepteur de CSF1
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(macrophage colony-stimulating factor receptor) qui est nécessaire a la survie et a la
prolifération des cellules de la microglie, le PLX5622 82, Des études plus poussées sur
des modéles animaux permettant de mieux appréhender le role de I'obésité et les
mécanismes associés dans le développement du trouble cognitif post-opératoire sont

donc nécessaires.

/ Le TCPO chez I’individu en situation d’obésité \

e Un déclin cognitif et I'incidence de maladies neurodégénératives sont
associés a I'obésité

e Plusieurs facteurs sont en prendre en compte au cours de la chirurgie de
individu souffrant d’obésité touchant les sphéres respiratoires,

métaboliques et cardiovasculaires

e Plusieurs évidences semblent tendre vers une exacerbation du TCPO chez

les patients en situation d’obésité mais a ce jour le manque de donnée ne

Qermettent pas de conclure et de comprendre les mécanismes impliquéy
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Objectifs du doctorat

Le cerveau est un acteur central de I'organisme permettant l'interaction avec
'environnement grace notamment a la mémoire. La mémoire peut étre altérée de
maniére physiologique ou au cours de pathologies telles que le trouble cognitif post-
opératoire (TCPO). Le TCPO, entrainant une morbi-mortalité augmentée, reste mal
caractérisé. Majoritairement réversible, il peut persister et basculer dans des
démences profondes irréversibles de type maladie d’Alzheimer. Aucune thérapie
curative ou préventive n'est a ce jour validée et utilisée, rendant nécessaire la
recherche de stratégies permettant de cibler les populations a risque. L’hypothése
d’apparition du TCPO pointe l'inflammation comme facteur clé : linflammation
systémique mal contrélée conduit a une neuroinflammation et a des altérations
centrales. De ce fait, une inflammation préexistante comme celle retrouvée au cours
de l'obésité présenterait un risque de développer un TCPO. De plus, I'obésité est
associée a des altérations centrales : volume du cerveau réduit, neuroinflammation et
déclin cognitif. Face au constat de ce potentiel lien entre TCPO et obésité passant par
des phénomenes inflammatoires non contrélés, mon travail a consisté a la mise en
évidence de ce lien chez 'homme, chez Il’animal, mais également a la
compréhension des acteurs mis en jeu et notamment le r6le du tissu adipeux

blanc.

1. Evaluer I’apparition du TCPO dans une cohorte humaine

Pour cela, nous avons mis en place une cohorte prospective afin de suivre les
patients au cours de chirurgies cardiaques ou orthopédiques et d’évaluer la survenue
du TCPO chez les patients atteints d’obésité (Figure 1). Cette étude a été menée au
CHU de Toulouse (OCDOTA-NCT04907565) avec l'aide du Dr. Frangois Labaste et
de deux stagiaires de master 2 internes en anesthésie réanimation, Vincent Pey et
Raphaélle Billerach et a débuté en octobre 2021 suite a la validation par le Comité de
Protection des Personnes. Les patients ont été inclus suite a I'obtention de leur
consentement en tenant compte de I'age, supérieur a 60 ans, de leur état cognitif,

score MMSE > 20/30, et 'absence de pathologie neurologique. Les patients inclus
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normo-pondérés et souffrant d’obésité ont été évalués par le personnel hospitalier en
pré et post-opératoire afin d’'identifier 'apparition d’'une dysfonction cognitive post-
opératoire. Ainsi, 'évaluation de la survenue d’un délirium a été faite via le test CAM
(Confusion Assessment Method) qui est réalisé quotidiennement pendant les 5 jours
suivant la chirurgie. De plus, le test MMSE (Mini Mental State Examination) a été
réalisé pour I'évaluation des dysfonctions cognitives a I'entrée du patient dans le
service, puis 5 jours apres la chirurgie. Enfin, les patients opérés en chirurgie
orthopédique quittant le service seulement deux a trois jours apres la chirurgie, un
autre score a été utilisé : le TICS (Telephone Interview for Cognitive Status) qui permet

I'évaluation des dysfonctions cognitives par téléphone.

2. Evaluer ’apparition du TCPO dans un modéle murin

En paralléle, une cohorte murine associant un modele d’obésité induit par régime riche
en lipide (HighFat Diet 60%) a un modéle de TCPO induit par fracture fermée du tibia,
tous deux développés dans I'équipe, ont été choisis et mis en place chez la souris.
L’étude du comportement, et notamment des capacités mnésiques, a ainsi été réalisé
pour suivre la mémoire hippocampo-dépendante des animaux. Afin de mettre en place
les tests cognitifs les plus appropriés et valider I'apparition du TCPO, nous avons mis
en place une collaboration avec le Dr.Lionel Dahan et le Dr.Cédrick Florian, chercheurs
en cognition animale au Centre de Biologie Intégrative de Toulouse qui nous ont formé
a leur réalisation. Ainsi, trois tests de comportement ont été utilisés: le
conditionnement par la peur, linteraction sociale, la localisation d’objet (Figure 2).
L’étude comportementale a été complétée par la mesure au niveau cellulaire de
I'expression d’un marqueur de neurones, NeuN, et les mesures moléculaires des
acteurs clés de la plasticité synaptique et de la neurogénese tels que BDNF et PSA-
Ncam. L’objectif étant de corréler les performances cognitives des animaux a ces

marqueurs (Figure 3).

3. Evaluer le réle du processus inflammatoire

Le contrble du processus inflammatoire est un événement clé dans la genése
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du TCPO (Figure 4). Afin de valider le réle décisif de ce processus dans notre modele
de souris obeses fracturées, un traitement préventif au kétoproféne, anti-inflammatoire
non stéroidien, a été réalisé chez les animaux. De plus, la mesure de la réponse
inflammatoire au niveau central et périphérigue a permis de comparer ['état
inflammatoire post-opératoire des souris obéses et normo pondérées et de
comprendre les mécanismes conduisant a l'altération des fonctions cognitives. Au
niveau central, I'état d’activation des cellules de la microglie et des astrocytes, ainsi
que lintégrité de la BHE, a permis d’étudier la réponse suivant I'état nutritionnel des
animaux. Au niveau périphérique, la réponse inflammatoire au site de chirurgie et au

niveau plasmatique a été étudiée.

4. Evaluer le role du tissu adipeux blanc et déterminer les

moyens de prévenir les effets observes

Parmi les acteurs de I'obésité pouvant jouer un réle dans le TCPO, nos études
ont porté sur le réle du tissu adipeux blanc de l'individu en situation d’obésité. Pour
cela trois tissus adipeux blancs ont été étudiés au niveau macroscopique et
microscopique : le tissu adipeux viscéral, le tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral, le
tissu adipeux sous-cutané controlatéral (Figure 5). L’étude des populations cellulaires
immunes de la fraction stroma vasculaire et de I'expression génique de cytokines
inflammatoires met en évidence un réle local de la chirurgie avec I'implication du tissu
adipeux le plus proche du site de chirurgie. Afin de confirmer le role fondamental de
ce dépodt adipeux dans le développement du TCPO de la souris obese, une ablation
chirurgicale a été pratiquée en amont de la fracture et I'étude du comportement a été
réalisée chez ces animaux (Figure 5). Enfin, 'étude d’'une stratégie interventionnelle
nutritionnelle (restriction calorique) permettant de prévenir 'obésité a été réalisée et
les fonctions cognitives ont été suivies. Pour cela, apres 2 mois de mise en régime
gras et le développement d’'une obésité, les animaux ont été mis en régime normal

pendant 1 mois (Figure 6).
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Abstract:

Postoperative Cognitive Dysfunction (POCD) is characterized by a deficit in attention,
concentration, executive functions, perception, learning, and memory arising just after
surgery. Usually reversible after few weeks or months, it can persist and lead to major
central dysfunction associated with dementia. POCD has an impact on patient health,
quality of life, but also on healthcare cost. Thus, an unmet need to understand the
mechanisms involved in POCD development is rising to develop preventive or curative
therapeutics. Aging and invasive surgeries are known risk factors of POCD
development. Indeed, surgery induces major variations in systemic inflammation
pathways. Thus, pre-existing inflammatory pathologies could represent a high-risk
factor enhancing POCD inflammation and cognitive damages. In the last decades,
obesity has been linked with alterations of brain structures and functions. Moreover,
obesity-associated chronic low-grade inflammation is involved in brain dysfunction
occurring in POCD after surgery. To definitively validate the obesity-POCD
relationship, we designed a prospective human cohort of patients followed during
cardiac or orthopaedic surgeries (ODCOTA, NTC04907565). Moreover, we developed
a diet-induced murine model of obesity induced by a high fat diet coupled with a
cognitive damage model induced by tibial fracture surgery. Both cohorts exhibited
obesity-related cognitive surgery-induced altered course at the functional level. In
obese mice, major role of the inflammatory process was confirmed as the use of an
anti-inflammatory drug prevented POCD development in obese mice. Mechanistically,
exacerbated central inflammatory cells activation, the increase of blood brain barrier
permeability and the uncontrolled systemic inflammatory increase could explain these
damages. Furthermore, subcutaneous adipose tissue localized close to the site of
surgery plays a key role in this alteration. Interestingly, its ablation in obese mice
prevented the occurrence of altered cognitive functions. Moreover, obese mice
adiposity reduction through diet control based on caloric restriction also prevented
POCD occurrence. This result clearly indicates the crucial role of adipose tissue in
obesity-associated POCD set-up and development. Then, understanding adipose
tissue role in POCD uncontrolled inflammation could accentuate health
recommendations and therapeutic strategies to reduce hospital negative care course.
Indeed, innovative preventive/curative strategies regarding obese patients’
inflammatory state could prevent POCD occurrence.

Keywords: obesity - surgery - adipose tissue - memory - hippocampus - inflammation

85



Introduction:

Obesity constantly impacts our societies and progressively becomes one of the major
public health concerns not only by the directly-associated metabolic disorders? but
also because of a rise in various comorbidities and complications such as
cardiovascular diseases?, cancer* and brain alterations®. Recent studies demonstrated
that obesity could be associated with cognitive impairments in both rodent® and
humans’® associated with a reduction in brain volume. Of note, a particularly
deleterious impact of obesity has been remarked on the hippocampus, the so-called
brain structure supporting cognition and memory®°. Among the underlining proposed
mechanisms, changes in cellular and endocrine functions observed with excessive
adipose tissue development lead to a systemic low-grade inflammation't'? and
potentially acts as a key player of obesity-associated blood brain barrier alteration34,
microglial cells activation!®, and neuroinflammation® related with cognitive pathways
alterations”18,

Surgery is associated with neurocognitive disorders (NCD) including delirium and
postoperative disorders (POCD)'°. If the surgery-induced delirium is a short-term
alteration of conscience that can be rapidly reversed (from hours to few days), POCD
could be a persistent trouble exhibiting alteration of learning, memory, attention, and
executive functions potentially leading to dementia such as Alzheimer disease?.
Poorly characterized and only diagnosed by the comparison of pre- and post-surgery
cognitive performances, POCD has been linked with advanced age?%?? , invasiveness
of surgery?® and low preoperative cognitive reserve?+2526, POCD-identified main
causes reside in an uncontrolled inflammation after surgery?’22° |eading to blood
brain barrier alteration and microglia overactivation®®3! and consequently neuronal
alteration3233, Taken together, all these observations suggest that obesity-related low-
grade inflammation could represent a new risk factor of POCD potentially mediated by
adipose tissue modifications. Thus, better deciphering and targeting the role of adipose
tissue in obese-associated POCD may represent an innovative and original preventive
and/or therapeutic strategy.

Herein, we demonstrated for the first time that obesity is directly associated with the
development of POCD in human, potentially linked to the inflammatory status of
adipose tissue. Furthermore, in obese mice submitted to surgery, inflammation triggers

specific functional declines associated with neuron altered activation and transmission
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of information. These damages are mediated by an obesity-induced increase of blood
brain barrier permeability and an uncontrolled activation of glial cells. Interestingly, our
results strongly suggest that subcutaneous adipose tissue localized close to the site of
surgery is crucial for the onset of POCD in obese mice. In this context, reversing
obesity features by a nutritional approach considerably reduced the incidence of POCD

in mice, paving the road for a preventive strategy potentially transposable to humans.
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Results

Obesity is associated with surgery-induced cognitive alterations in
human.

Metadata analysis of the relationship between obesity (BMI>30kg/m?) and POCD did
not provide a clear link between obesity and surgery-induced dysfunction3*. This could
be attributed to the lack of homogeneity in patients’ criteria of inclusion and study
design. To determine whether obesity is responsible for postoperative cognitive
disorder, we designed a human cohort of obese individuals submitted to cardiac or
orthopaedic surgery. Obesity was characterized by a BMI>30kg/m? and patients with
preoperative cognitive pathologies or MMSE altered scores (<20/30) were excluded
(see Material and Methods). Cognitive functions of lean and obese individuals were
pre- and post-operatively assessed by cognitive tests and biological sampling (Figure
1A). Cognitive assessment was performed by delirium measure with the Confusion
Assessment Method (CAM) and Mini Mental State Examination (MMSE) which can be
performed on phone and is then called TICS (Telephone Interview for Cognitive
Status). A total of 103 patients were included, 69 patients in cardiac surgery and 34
patients in orthopaedic surgery with a total of 55 lean and 48 obese patients. Obese
patients did present increased BMI (lean mean BMI=23 vs obese mean BMI=33
p=0,0002) and obese-associated metabolic alterations such as hypertension
(p<0,0001) and diabetes (p<0,009), but the cohort was homogenised in terms of age,
sex, and surgery type (Figure 1B-C). Our principal criteria of judgment was the
occurrence of postoperative delirium and/or postoperative decrease in cognitive
function at MMSE/TICS score. Compared to lean patients, obese patients exhibited a
decreased performance (p<0,0007). It appears that this decline is not due to delirium
as no difference was found between lean and obese groups(p<0.96) (Figure 1D).
Moreover, when considered separately, both cardiovascular and orthopaedic cohorts
showed postoperative cognitive decline associated with obesity with a negative
percentage of evolution of cognitive scores (cardiovascular surgery p<0.02,
orthopaedic surgery p<0.03) (Figure 1E-F). This result cannot be attributed to
preoperative cognitive differences as preoperative MMSE and TICS are not different
(suppl S1A-B).
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Figure 1. Obesity is associated with surgery-induced cognitive alteration in human.

(A) Experimental design for ODCOTA study. 103 patients were included in cardiac and orthopaedic
surgeries and divided into lean and obese groups. Cognitive performances were measured before and
after surgeries, blood and adipose tissue were collected.

(B) Patient characteristics table.

(C) Patient repartition according to surgery groups.

(D) %POCD Principal criteria of judgment measured by the occurrence of delirium and/or decrease in
MMSE/TICS.

(E) Percentage of decrease in MMSE score in cardiovascular cohort.

(F) Percentage of decrease in TICS score in orthopaedic cohort.

Data are mean + SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ****P<0,0001 analyzed using (B-F) for
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descriptive statistics results were expressed as median and 95% CI. The study population was then
divided into 2 groups based on patients BMI with lean and obese groups. Patient characteristics were
compared using non-parametric tests (Mann-Whitney U test for continuous variables and chi2 test exact
test for categorical variables).

High fat diet-induced obesity promotes surgery-mediated cognitive
dysfunction in mice.

After 12 weeks of high fat diet (HFD), mice exhibited all the hallmarks of obesity (suppl
S2A-C). As expected, those phenotypic changes were associated with obesity-induced
adipose tissue morphologic and genomic alterations in white adipose tissues®® (suppl
S2D-G) and an increase of inflammatory profile3¢ (suppl S2H-I). Increased plasma IL-
6 was also found in obese animals confirming the low-grade inflammation of obese
mice (suppl S2J). Moreover, obese mice showed glucose intolerance (suppl S2K-L),
increased glycaemia and insulinemia (suppl S2M-N), increased lipids such as free
fatty acid, free glycerol, and triglyceride (suppl S20-Q). Obese and lean animals were
submitted to tibial fracture as described by Minville et al*’. Then, different hippocampal-
associated memory tests such as the trace fear conditioning test (TFC), the social
interaction test (SI) and the object location test (OL) were performed to evaluate
cognitive capacities. When achieved before the learning phase, tibial surgery induced
hippocampus-dependent memory alterations specifically in obese mice (Figure 2A-D).
When performed after the learning phase, surgery promoted alteration of consolidation
in both Normal Diet (ND) and HFD groups with a more pronounced effect in obese
mice on recall phase (Figure 2E-F). Those hippocampal memory alterations are not
driven by pain, locomotor alterations or anxiety exacerbation since these parameters

are not particularly altered in obese mice (suppl S3A-E).
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Figure 2. High fat diet-induced obesity promotes surgery-mediated cognitive dysfunction in
mice.

(A-D) Experimental design for the fear conditioning, social interaction, and object location test. 24h after
surgery tests were performed to evaluate the learning phase. Cognitive capacities expressed by (B) the
percentage of freezing time (n=5) (C) the percentage of interaction compared to the first trial (n=10) (D)
the percentage of time spent at the displaced object as a preference index (n=10).

(E-F) Experimental design for the fear conditioning test to evaluate the recall phase with surgery
performed just after learning. Cognitive capacities expressed by (F) the percentage of freezing time
(n=20).

NDns (Normal Diet no surgery) black border, NDs (Normal Diet Surgery) black border and pattern,
HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern.
Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0,0001 analyzed using 2-way ANOVA
(B, F), 1-way ANOVA (C) T-test compared to 50% (D).
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Obesity promotes surgery-induced cognitive dysfunction associated
with hippocampus plasticity alterations.

To definitively validate that obesity is tightly associated with hippocampal
modifications, neuronal activation and synaptic remodeling were measured after
surgery. After tibial fracture, only obese mice exhibited a significant decrease in NeuN
(a post-mitotic mature neuronal marker)3® protein expression (Figure 3A-D). This
decrease can be attributed to either neuronal cell death or a loss of antigen reactivity3°
but flow cytometry cells quantification seems to highlight cellular number decrease
(Figure 3E). Together with neuron loss, the neuronal activation was evaluated with
long term potentiation markers. Long term potentiation (LTP) is the central mechanism
leading to synaptic transmission between pre and postsynaptic neurons. LTP relies on
postsynaptic gene expression responsible for memory stockage and recall*°. HFD-fed
mice exhibited gene expression alteration of some of these markers such as creb, arc,
bdnf and cfos after surgery; meanwhile there was no alteration in ND-fed mice (Figure
3F). Protein level of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a neuronal activation
marker involved in synapse modeling, synaptic transmission, memory, and
neurogenesis failure is strongly decreased in HFD-fed 12- and 24-hours post-surgery
whereas ND-fed animals presented an expected increase of this marker (Figure 3G-
H). Finally, surgery also induced PSA-Ncam dependent synaptic remodeling
dysfunction in HFD-fed mice. PSA-Ncam is a learning and synapse remodeling marker
expressed in early life and lost with aging except in brain areas with neurogenesis
functions such as the dentate gyrus localized in the hippocampus*l. Gene expressions
of Ncam and its polysialylation markers are altered in the HFD surgery group (Figure
3H). Histological PSA-Ncam quantification in the dentate gyrus also confirmed this
surgery-induced decrease in obese mice meanwhile in the ND surgery group, an
increase in PSA-Ncam seems to reflect a correct synapse remodeling and information
transmission (Figure 3l). This result is confirmed by flow cytometry experiment (Figure
3J). Itis interesting to note that without fracture, HFD-fed mice did not display alteration

of all these parameters (suppl S4A-N).

All together, these results clearly indicated that obese mice developed decreased
hippocampal dependent memory resilience associated with cognitive decline after

tibial fracture.
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Figure 3. Obesity promotes surgery-induced cognitive dysfunction associated with
hippocampus plasticity alterations.

(A-E) NeuN hippocampal expression in surgery groups of each control diet. Protein expression at 12h
(A) and 24h (B) (n=5). Immunofluorescence staining of NeuN positive cells (C) (n=5) and flow cytometry
gating (D) (n=5) at 1h,6h, 24h.

(E) mRNA levels of long-term potentiation genes in surgery groups of each control diet at 12h (n=5).
(F-G) BDNF hippocampal expression in surgery groups of each control diet. Protein expression at 12h
(F) and 24h (G) (n=5).

(H) PSA-Ncam pathway in surgery groups of each control diet. (H) mRNA levels of PSA-Ncam
remodeling genes in surgery groups of each control diet at 12h (n=5). Immunofluorescence staining (l)
(n=5) and flow cytometry gating (J) (n=5) at 1h,6h, 24h.

NDs (Normal Diet Surgery) black border and pattern, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and
pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001 analyzed using 2-way ANOVA
multiple comparison test (B, F),1-way ANOVA (C), T-test compared to 50% (D), T tests (G-N).
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Obesity is associated with a surgery-induced unbalanced
inflammatory reaction.

Tibial fracture-induced POCD set up is driven by an unbalanced acute inflammatory
process beginning at the injury site and then spreading to the central nervous system
through systemic ways. The critical role of inflammation in obese-related POCD
development was confirmed by anti-inflammatory ketoprofen perioperative treatment
(Figure 4A and suppl S5A-B). Ketoprofen had already been used in POCD of aged
rats*?. Indeed, ketoprofen treatment decreased systemic levels of the pro-inflammatory
cytokine IL-6 and increase the anti-inflammatory cytokine CXCL-10 (suppl S5A-B) and
restores cognitive performances after surgery in obese animals in the object location
test (Figure 4A). Interestingly, ketoprofen treatment did not affect obese mice
phenotype as their body weight and adipose tissue weight were not impacted by the
treatment (suppl S5C-F). Moreover, obese ketoprofen-treated mice displayed NeuN
and BDNF increase after surgery confirming cognitive performances results (suppl
S5G-K). Inflammation implication was also reduced at the site of surgery as obese
ketoprofen-treated mice exhibited a decreased gene inflammatory response with TNF-
a reduction and IL-10 increase (suppl S5L). All together these data confirmed the

importance of uncontrolled inflammatory response in obese mice.

In order to investigate the inflammatory responses occurring after surgery in obese
animals, inflammation was assessed at central and peripheral levels. Glial cells such
as microglia and astrocytes are involved in this response. Microglial cells play a key
role in neuroinflammation as the brain's first line of defense*3. Their role in both POCD
and obesity are largely described. Astrocyte activation known as astrogliosis, is a
secondary pathway used when central inflammation is too high and believed to occur
after microglial cells priming into pro-inflammatory profile** 45, As previously described
in literature, HFD alone and surgery in ND mice both induced the activation of
microglial cells. Unexpectedly, our result demonstrated that HFD and surgery induced
a weaker response of microglia cells (Figure 4B and suppl S6A-B). Histological and
flow cytometry quantification of respectively IBA1 (suppl S6C-E) and CD45low/CD11b
(suppl S6G-H) positive cells indicated that this decrease was not due to lower cell
number. Thus, the resulting hypothesis is that obese mice’s microglial cells being

already strongly activated cannot be further implicated in the central response.
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Moreover, cytometry analysis pointed out that this decrease in microglia activation is
associated with the CD206 anti-inflammatory surface marker decreased expression
(Figure 4C). This result could reinforce the idea that ND-fed mice present microglia
activation with a stronger resolutive response to surgery. Interestingly, GFAP, an
astrocyte activation marker, is increased suggesting that astrogliosis could be involved
in HFD surgery group response (Figure 4D). All these data demonstrated a
dysregulated response of activation to surgery at the central level. Blood brain barrier
(BBB) disruption is known to facilitate central inflammation. Thus, to go further in
neuroinflammation characterization, BBB permeability analysis with Evans blue
leakage into the brain and tight junction protein expression that ensure the BBB
enclosure were performed. Obesity is associated with surgery-induced Evans blue
increases in mice brain (Figure 4E). Moreover, occludin and zonula occludens 1 (ZO1)
but not claudin 5 expression were decreased in HFD-fed mice after surgery (Figure
4F and suppl S6J-K). Both results indicated a specific BBB alteration in the HFD

surgery group.

At the periphery, the inflammation was measured at the plasma level and at the site of
surgery. To do so, plasmatic cytokines levels were measured. Pro-inflammatory
cytokines such as IL-6 and IL-1[3, were increased in the HFD group between 1 hour
and 6 hours after tibial fracture compared to the ND group. Meanwhile, IL-10, an anti-
inflammatory cytokine decrease was found in the HFD surgery group (Figure 4G-I). At
the site of surgery, ND and HFD mice hematomas were collected. Hematomas are
mostly composed of red blood cells and a small proportion of immune cells*¢. To
decipher differences in ND and HFD-fed mice the percentage of immune cells of their
hematomas was analyzed by flow cytometry. Both hematomas were composed of the
same proportions of CD45 positive immune cells (Figure 4J). However, whereas no
guantitative difference was found, qualitative evaluation of those cells was performed.
Flow cytometry measurement of cytokines in CD45+ cells pointed out that HFD
hematoma's inflammatory profile is increased compared to ND (Figure 4K). Moreover,
the gene expression of inflammatory markers was also increased in HFD hematoma’s
mice (Figure 4L). To better understand immune cells involvement, the pro-
inflammatory macrophage marker CD86 was used and showed an increase in HFD-
fed mice (Figure 4M). This hematoma inflammatory profile was specific to obese
adipose tissue expansion and not only induced by HFD as obese db/db mice also
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presented increased inflammatory site of surgery (suppl 6L) meanwhile short term
HFD without obesity did not (suppl S6M).

Thus, these data suggest an uncontrolled local and systemic pro-inflammatory

response in obese surgery group leading to central altered response.
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Figure 4. Obesity is associated with a surgery-induced unbalanced inflammatory reaction.

(A) Ketoprofen treatment effect on cognitive function measured by the percentage of time spent at the
displaced object as a preference index (n=>5).

(B-C) Microglial cells activity measured in surgery groups of each control diet (B) activation marker IBA1
expression and (C) flow cytometry gating on microglia (CD45low/CD11b) 72 hours post-surgery (n=5).
(D) Astrocytes activity measured in surgery groups of each control diet with the activation marker GFAP
expression 72 hours post-surgery (n=5)

(E-F) Blood brain barrier alteration measured by (E) Evans Blue permeability test (n=10) and (F) tight
junction proteins expression (n=5) 24h post-surgery.

(G-I) Plasma cytokine levels CXCL10, IL1B, IL6 1h (G), 6h (H), 24h () post-surgery (n=5).

(J-M) Hematoma collected at the site of surgery (J) immune cells quantification by flow cytometry (n=5),
(K) cytokine levels measured by flow cytometry gating CD45 cells (n=8), (L) mRNA inflammatory genes
(n=10) and (M) macrophages priming by flow cytometry gating macrophages (CD45/F4/80/CD11b)
(n=5) 24h post-surgery.

NDs (Normal Diet Surgery) black border and pattern, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and
pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, analyzed using T-test compared to 50% (A), T
tests (B-M).

Subcutaneous adipose tissue specifically triggers POCD-induced
uncontrolled response in obese mice.

To determine which obesity associated-surgery mechanisms are involved in POCD
response, the major obese-altered parameters were studied. Metabolic homeostasis
disruption is not involved in obesity’s role as none of the metabolic parameters
(glycaemia, insulinemia, free fatty acid, free glycerol, triglycerides) were affected after
surgery (suppl S7A-E). Thus, obesity may play a role through white adipose tissue
composition and response to surgery as adipose tissue obesity-induced modifications
are widely known. Interestingly, surgery did not impact the body as well as adipose
tissue weights (Figure 5A-D), or adipocyte diameter distribution (Figure 5E-G).
Cellular and gene analysis showed that surgery only impacts the nearest
subcutaneous adipose tissue (ipsilateral). Indeed, subcutaneous ipsilateral AT
(SCipAT) demonstrated altered responses to tibial fracture. To further investigate
adipose tissue implication, immune cells (CD45 positive) of the stromal vascular
fraction, which play a critical role in adipose tissue-induced inflammation, were
guantified. Only the SCipAT was impacted by surgery between 3 hours and 72 hours
post-fracture. Surgery induced neutrophils increase and lymphocytes and
macrophages decrease in SCipAT. Meanwhile, surgery did not impact visceral and
contralateral subcutaneous AT (Figure 5H). Moreover, isolated adipocyte gene
expression showed a decreased of adipogenesis in SCIpAT pointing out its specific

alteration with surgery (Figure 5I). Nevertheless, it is important to note that ND and
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HFD mice both presented SCipAT response. But due to pre-existing AT modifications
occurring with HFD, obese SCipAT could respond differently than normal diet mice and
therefore drive POCD incidence increase.

To validate the specific subcutaneous ipsilateral AT involvement in obese POCD
occurrence, obese mice were subjected to subcutaneous ipsilateral AT surgical total
ablation. After 12 weeks of HFD, subcutaneous ipsilateral (abli) or contralateral (ablc)
AT were surgically removed. After ensuring that ablation did not affect mice’s weight
or other adipose weight (suppl S8A-C) animals were submitted to tibial fracture and
memory function was tested with the SI and OL tests. Remarkably, the specific
absence of subcutaneous ipsilateral AT in obese animals alleviated POCD
development meanwhile in the absence of subcutaneous contralateral AT POCD
remains at the same level as HFD animals. Indeed, in the Sl as previously described
obese and contralateral ablated AT mice presented POCD meanwhile ipsilateral
ablated AT mice presented unaltered cognitive functions shown by interaction time
decrease (Figure 5J). In the same way subcutaneous ipsilateral ablation prevented
loss of cognitive performances in the OL test as shown by the increase in time spent
at the displaced object (Figure 5K). Moreover, the same result was observed when
cognitive function was assessed by FC test with surgery performed after learning
phase (suppl S8D). This cognitive amelioration is associated with an absence of NeuN
and BDNF decrease after surgery (Figure 5L-M and suppl S8E-G). Interestingly,
meanwhile subcutaneous ipsilateral AT ablation decreased the local inflammatory
response at the site of surgery (Figure 5N), the systemic and central inflammatory
response was not impacted (suppl S8H-N). This result suggests that the interaction
between AT and the site of surgery is not the only mechanism involved in POCD

occurrence and that other mediators than those measured could be involved.

Obese adipose tissue could play a role through its endocrine secretions known as
chronic low-grade inflammation and surgery could increase or modify adipose tissue
response locally leading to the uncontrolled inflammatory response and cognitive
decline.
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Figure 5. Subcutaneous adipose tissue specifically triggers POCD-induced uncontrolled
response in obese mice.

(A-D) phenotypic measure of (A) weight and (B) visceral, (C) subcutaneous ipsilateral and (D)
subcutaneous contralateral adipose tissue 72 hours post-surgery (n=15-17).

(E-G) histological measure of adipocyte diameter distribution (E) visceral, (F) subcutaneous ipsilateral
and (G) subcutaneous contralateral adipose tissue 24 hours post-surgery (n=5).

(H) heatmap representing immune cells in the stromal vascular fraction of visceral, subcutaneous



ipsilateral and contralateral adipose tissue at 3h, 12h, 24h and 72h post-surgery (n=>5).

(I' mRNA adipogenesis and adipose tissue genes measured in subcutaneous ipsilateral adipose tissue
24 hours post-surgery (n=5).

(J-N) Obese mice with ipsilateral (abli) or contralateral (ablc) subcutaneous adipose tissue ablation.
Cognitive functions measured by (J) the percentage of interaction compared to the first trial in the social
interaction test (n=5-10) (K) the percentage of time spent at the displaced object as a preference index
in the object location test (n=5-10). Hippocampal protein expression of (L) NeuN and (M) BDNF
measured in surgery groups of each control diet (n=5). (N) Hematoma collected at the site of surgery
MRNA inflammatory genes (n=5).

NDns (Normal Diet no surgery) black border, NDs (Normal Diet Surgery) black border and pattern,
HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern.
HFDablc ns (High Fat Diet ablation contralateral no surgery) dark blue border, HFDablc s (High Fat Diet
ablation contralateral surgery) dark blue border and pattern, HFDabli ns (High Fat Diet ablation
ipsilateral no surgery) blue border, HFDabli s (High Fat Diet ablation ipsilateral surgery) blue border and
pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, *P<0.01, **P<0.001, ****P<0,0001 analyzed using T test (A-l), 1-
way ANOVA (J), T-test compared to 50% (K), T tests (L-N).

Weight loss induced by nutritional approach reverses obese-induced
POCD.

To ensure obesity reversion, animals were submitted to caloric restriction (CR). CR is
known to have beneficial effects on weight, adiposity, metabolic parameters, and
cognition*”48, After 8 weeks of HFD, obese mice were fed with a normal diet for 4
weeks. Four weeks of caloric restriction induced body and adipose tissue weights
significant reduction (suppl S9A-D). This reduction in adipose tissue weight was
associated with a change in obese adipose tissue gene expression characteristics.
Indeed, caloric restriction induced a decrease in leptin and F4/80 expression (suppl
S9E-F). Investigation of cognition in hypocaloric-diet mice showed improvement of
functions at both Sl and OL after surgery (Figure 6A-B). Indeed, meanwhile obese
surgery groups presented altered memory, obese animals submitted to 4 weeks of
caloric restriction presented increased interaction time at the Sl and stronger interest
for the displaced object at the OL test. This restoration of cognitive functions after
surgery is associated with NeuN and BDNF recovery (Figure 6C-D and suppl S9G-I)
and a slight decrease of inflammation at the site of surgery with IL-10 increase (Figure
6E) but central inflammation did not seem involved as no difference was observed
between groups (suppl 9J-L). Moreover, as previously described, only the
subcutaneous ipsilateral adipose tissue seems impacted by the surgery regardless of
diet (suppl S9M-N).
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These data point to a potential translatable preventive strategy for obese-induced

POCD reversion through diet regulation.
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Figure 6. Weight loss induced by nutritional approach reverses obese-induced POCD.

(A-E) Obese mice subjected to one-month caloric restriction. Cognitive functions measured by (A) the
percentage of interaction compared to the first trial in the social interaction test (n=5) (B) the percentage
of time spent at the displaced object as a preference index in the object location test (n=5). Hippocampal
protein expression of (C) NeuN and (D) BDNF measured in surgery groups of each control diet (n=5).
(E) Hematoma collected at the site of surgery mRNA inflammatory genes (n=10).

HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern,
CRns (Caloric Restriction no surgery) orange border, CRs (Caloric Restriction surgery) orange border
and pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ***P<0,0001 analyzed using 1-way ANOVA
(A), T-test compared to 50% (B), T tests (C-E).
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Discussion

This study clearly shows for the first time that obesity is a risk factor for POCD
development in both human and murine models and that obese adipose tissue has

systemic and local major involvements in those damages.

Our human cohort pointed out a loss of cognitive capacities after surgery in obese
patients in both cardiovascular and orthopaedic surgeries, which are major surgeries.
Moreover, this decrease of cognition seems not to be due to postoperative delirium as
lean and obese patient's CAM evaluation was not different. It is a first step in
deciphering obese patients POCD, more inclusion could allow us to better understand
the biologic mechanisms involved. We hypothesize that obese patients with POCD will

present a stronger inflammation than those without.

Our HFD-fed mice model confirmed previous studies3?°0 regarding diet-induced
obesity role in POCD exacerbation. Our various cognitive tests showed a specific
obese mice alteration of hippocampal memory associated with evidence of cellular and
molecular alterations. Indeed, we confirmed the association between POCD and
neuronal activity and synaptic plasticity decrease since markers such as NeuN, BDNF
and PSA-Ncam were all specifically altered in obese surgery animal’s hippocampus.
More studies investigating impact of surgery on neurogenesis could be performed such
as doublecortin (DCX) stain. DCX is a marker of immature dividing neurons and reflects
neurogenesis capacities in the hippocampus area named the dentate gyrus where
PSA-Ncam decrease in obese surgery group was found. We also gave evidence that
no confounding factors such as pain, locomotion or anxiety were involved in obese

animals’ response to surgery.

To determine the part of the inflammatory process in obese-induced surgery POCD,
we first used a pharmacological approach with anti-inflammatory perioperative
treatment with ketoprofen. Ketoprofen avoided obesity-induced POCD occurrence,
thus the actors involved in our fracture-induced mouse model and in its inflammatory
response were studied. To do so, microglia and astrocytes response, plasmatic
inflammation, and inflammatory response at the site of surgery were quantified. The

question of which brain glial cells play a role in mediating the impact of surgery on
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memory loss remains unclear. Indeed, meanwhile in normal diet surgery group
microglia overactivation is present, in obese animals it seems that despite basal
microglia activation, surgery did not increase this response. Moreover, in obese
animals we found an astrocyte response to surgery which suggests that obese
microglia pro-inflammatory priming induced astrocyte response due to surgery-induced
increased inflammation. This hypothesis is reinforced by the BBB alteration associated
with obesity after surgery and the stronger systemic pro-inflammatory cytokines
increase compared to normal diet surgery group. Tibial fracture is a well-known model
of POCD and allows us to study surgery impact at the local level thanks to the
hematoma’s formation just after the fracture. The analyze of immune cells and
inflammatory cytokine production level seems to indicate that although the same
number of immune cells are involved in hematomas, obese hematomas exhibited a
stronger inflammatory profile. Our findings suggest that hippocampal function may
return to normal in healthy lean mice due to rapid and controlled inflammatory response

and that this response is uncontrolled in obesity.

Obesity is associated with a metabolic homeostatic breakdown, so our first
investigation was to measure the impact of surgery on metabolic parameters such as
glycaemia, insulinemia and fatty acids. Meanwhile several studies had presented the
effect of diabetes and metabolic syndrome in humans®°? and rodents®® cohorts, we
found no homeostatic alteration in our model leading us to investigate obese adipose
tissue involvement. Interestingly our results showed that adipose tissue localization to
the site of surgery is likely to play a major role. Indeed, even though surgery did not
impact adipose tissue weight or adipocyte distribution, immune cells and adipogenic
markers were altered in subcutaneous adipose tissue localized on the fractured side.
Meanwhile visceral adipose tissue is believed to be the most important actor of obesity-
associated dysregulations and inflammation; our work shows that local regulation is
involved in surgery response. Subcutaneous ipsilateral adipose tissue specific surgery
ablation in HFD-fed mice confirmed its role as ablated animals did not present cognitive
decline after fracture and had a less inflamed site of surgery. Another aspect of our
work highlighted the crucial role of subcutaneous ipsilateral adipose tissue. Thus, we
hypothesize its secretions are key molecules to mediate its impact on inflammation.
Further studies of proteomic and lipidic actors secreted by adipose tissue after surgery

are needed to understand this role and propose preventive or curative strategies.
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This work needs to be generalized to other mouse models of surgery such as
laparotomy, another model of POCD. In this model, we could assume that surgery
would impact the visceral adipose tissue, as it would be the closest from the site of
surgery, and thus, that visceral adipose tissue would be involved in POCD. lIts role
could also be confirmed with an ablation experiment. Moreover, in humans there is
evidence of post-surgery cognitive improvement after bariatric surgeries. Bariatric
surgery leads to adiposity reduction, their beneficial effect of cognition reinforces
adipose tissue implication®*°°, On the same idea, other mouse models of obesity will
be needed to confirm adipose tissue implication and decipher the role of diet in our
observations. To do so, preliminary studies on db/db animals seemed to show
increased site of surgery inflammation meanwhile high fat high sugar diet without
obesity did not. Further investigations of their impact are needed to conclude. However,
obesity reversion through caloric restriction did point out a reversion of POCD with
weight and adipose tissue loss giving promising transposable strategies.

In conclusion, more studies are needed to further decipher the role of adipose tissue
obesity-induced changes in POCD occurrence. This study provides interesting new
findings about adipose tissue promising targets through pharmacological and

nutritional approaches.
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Material & Methods

Human cohort

ODCOTA was conducted as a prospective, monocentric, longitudinal study in the
cardiovascular and orthopaedic surgery departments of the Toulouse University
Hospital. This work was approved by the local research ethics committee (Comité
d’éthique pour la recherche du CHU de Toulouse no.NTC04907565) in 2021. Patients
were included between October 2021 and February 2023 and were followed at 6
months after the surgery.

Patients with BMI between 18.5 and 25 kg/m? were included in the lean group and

patients with BMI>30 kg/m? in obese group. All patients were 60 years or older and

undergoing planned surgery. The exclusion criteria included urgent surgeries, patients
with MMSE<20 or pre-operative cognitive disorders.

POCD was assessed as cognitive decline in one or both cognitive tests CAM and
MMSE/TICS. The presence of POD was verified daily. Trained research personnel,
including nurses, assessed POCD.

The Confusion Assessment Method (CAM) adapted for the Intensive Care Unit (CAM-
ICU) was used when the patient was admitted in our ICU. The main criteria were
researched: sudden onset, inattention, disorganized thoughts, alteration in level of
consciousness, and associated criteria (disorientation, memory loss, abnormal
perception, psychomotor disorders, and sleep—wake disorder). If any of these
indicators were present, the patient was scored as delirious. Patients were assessed
on the first seven days after surgery. The duration of delirium was calculated as the
number of days between the initial positive delirium assessment and the final positive
delirium assessment.

Cognitive function was assessed one day before surgery (baseline) by medical trained
personnel. We choose the MMSE (Mini Mental State Examination) in cardiac surgery
and TICS (Telephone Interview for Cognitive Status) in orthopaedic surgery as
measure of cognitive function because it is commonly used in geriatric patients and
was used for POCD diagnostic. After surgery, MMSE and TICS were performed at day
7. Patients were classified with POCD on discharge when they had a decline in
percentage evolution:

%decline = (MMSEpostop-MMSEpreop)/MMSEpreop
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Finally, we attempted to identify the risk factors of POCD in the population with
biological samples analysis. To do so, blood was collected on the day of surgery and
the day after surgery. Subcutaneous adipose tissue was also collected at the site of

surgery.

Animals

All experimental procedures were performed in accordance with institutional guidelines
for animal studies and were approved by an ethics committee. C57BI6/J WT mice aged
8 weeks were obtained from Janvier Laboratory (St-Berthevin, France). Mice groups
were randomly constituted. Mice were housed conventionally in a constant
temperature (20-22 °C) and humidity (50—-60%) animal room, with a 12 h—12 h light—
dark cycle and free access to food and water. Animals were fed standard rodent chow

(normal diet) or a HFD with 60% of calories from fat (Research Diet) for 12 weeks.

Tibial surgery

Unilateral closed tibial fracture was performed under 2%-sevoflurane (Abbott,
Suresnes France) anesthesia and Buprenorphine 100ug/kg analgesia as previously
described. Briefly, a closed fracture of the right hind paw was produced using a
specially designed fracture apparatus (blunt guillotine). Before fracture, an
intramedullary pinning was performed under sterile conditions; a hole was made above
the tibial tuberosity percutaneously using a 27-gauge needle (BD® Microlance — 27G
34 L 19 mm). Then the needle was directed into the medullary canal. By rotating the
needle, the canal was reamed to 5 mm up to the ankle joint. The end of the needle was
cut as short as possible so that the skin could roll over and cover it. No suture was
used. Then, the mouse was placed with the leg on the anvil so that the blunt guillotine
lined up with the proximal third of the tibia. The 300 g weight was dropped from a height
of 10 cm fracturing the tibia shaft. Closed fracture was confirmed post-mortem by

examining whether the nail is intra medullary or not and the bone fractured.

Ketoprofen treatment
ND and HFD animals were injected intraperitoneally with NaCl or 50 mg/kg Ketoprofen

1h prior to the tibial fracture and 24 hours after the fracture.
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Adipose tissue ablation

Obese animals' subcutaneous adipose tissue was surgically removed to study adipose
tissue specific roles. In one group of animals right subcutaneous adipose tissue
(HFDabli) was ablated while in the other group, left adipose tissue (HFDablc) was
removed. Briefly, animals were anesthetized with 2%-sevoflurane (Abbott, Suresnes
France). Then the right paw was shaved to ensure a clean surgery zone.

Adipose tissue was ablated, and Buprenorphine 100ug/kg analgesia was performed.
Animals were followed and weighed every day for two weeks. A loss of weight of more

than 20% was used as a critical endpoint.

Caloric Restriction

C57BI6/J WT mice aged 8 weeks were obtained from Janvier Laboratory (St-Berthevin,
France) were fed a HFD with 60% of calories from fat (Research Diet) for 8 weeks.
During the last 4 weeks animals were fed a standard rodent chow (normal diet) to

induce caloric restriction.

Oral glucose tolerance test

Mice were fasted overnight before the test. Briefly, glycaemia was measured with
glucometer ((Glucocheck, Roche, France) before and after oral administration of a 60%
glucose solution (3g glucose per kg of weight). Results were expressed with the area

under the curve measurement.

Plasmatic metabolic parameters

Blood was collected in heparin coated tubes and centrifuge at 10000 rpm 10 minutes
4°C, plasma phase was collected and stored at -80°C until use. Metabolic parameters
were measured with ELISA kit for insulin (Alpco -Eurobio Scientifics 80-INSMU-E10)

and colorimetric kits for free glycerol and free fatty acids (Sigma F6428).

Behavioral studies

Fear conditioning
Fear conditioning allows “freezing” measures. Absence of every movement except
respiration. The extent of initial learning (training) and memory of this learning

(contextual testing) was recorded in a FC chamber (Noldus EthoVision). Training
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consisted of two trials of tone and foot-shock pairings.

Evaluation on recall phase: Mice were placed in the FC chamber and allowed to
explore for 150 seconds. Mice were then exposed to an auditory cue (75-80 Db, 7
kHz, conditional stimulus) for 30 seconds, followed 2 seconds later by a 2-second foot
shock (0.75 mAmp; unconditional stimulus). The tone and foot-shock pairing were
repeated with an intertrial interval of 60 seconds, and the mice were removed from the
chamber after 30 more seconds. After 1h mice were fractured. Contextual test was
performed 3 days after the training protocol. At this time, the mice were placed back
into the same FC but without any tone or shock for 4 minutes. Freezing was manually
monitored. All apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol
between each animal.

Evaluation on learning phase: Mice were fractured on day one. The mice were placed
in the FC chamber and allowed to explore for 150 seconds. Mice were then exposed
to an auditory cue (75-80 Db, 7 kHz, conditional stimulus) for 30 seconds, followed 2
seconds later by a 2-second foot shock (0.75 mAmp; unconditional stimulus). The tone
and foot-shock pairing were repeated with an intertrial interval of 60 seconds, and the
mice were removed from the chamber after 30 more seconds. Contextual test was
performed on the next day. At this time, the mice were placed back into the same FC
but without any tone or shock for 4 minutes. Freezing was manually monitored. All
apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol between each

animal.

Social memory
Social test allows “social interaction” measure. Interaction between the tested animal
and the stimulus mouse. Each mouse was placed for 10 min habituation in a large
chamber (25x35 cm) with an empty cylindrical small cage placed in the center (8 cm
diameter). Then a stimulus mouse, also C57BI6/J from the same sex, but never
encountered before, was introduced in the small cage for six successive trials of 5 min
(interval of 10 min without mice between every trial). On the seventh trial, a novel
stimulus mouse was introduced to measure mice social learning. The next day, mice
were placed in the chamber again, with the first stimulus mouse to recall social
memory. The direct interactions were scored manually by the experimenter. All
apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol between each

animal.
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Object location

Object location test allows “ability to discriminate between a novel and a familiar spatial
location” measure. Location is performed in an open field with a visual cue (striped
pattern). Each mouse was placed for 10 minutes habituation without objects. Then
during acquisition, two identical objects were placed in the middle of the open field.
The mice were allowed to explore for 10 min during which the time spent exploring the
two objects was recorded. The next day, the test phase was performed. Sample
objects were exposed, and one of the two objects was moved to a novel location. The
position (left or right) of the displaced object was chosen according to mice preference
during acquisition pseudo randomly to reduce bias toward a particular position. Mice
were allowed to explore the objects during 10 min. The direct interactions were scored
manually by the experimenter. This test also allowed anxiety and locomotion.

measures. All apparatuses and testing chambers were cleaned with 70% ethanol

between each animal.

Von Frey Experiment
Mechanical allodynia was assessed on animals’ right hind paws. Each mouse was
placed in the Von Frey chamber for 30 minutes of habituation. Three filaments were
used: 0.16, 0.6 and 1.2g. The filament was applied on the plantar zone with enough
force to cause the filament to bend and remain in contact for a total of 3 seconds. Each
filament was tested 5 times with at least 5 minutes between each stimulation. If no
withdrawal response was observed the next highest filament was tested. Withdrawal
response is characterized by triphasic paw retraction or paw licking. Animals were
tested before surgery and at 1h, 6h, 24h, 3 days and 7 days post-surgery, each animal
was its own control. All apparatuses and testing chambers were cleaned with 70%

ethanol between each animal.

Kinetic Weight Bearing
The Kinetic Weight Bearing (KWB) system is based on footprints tracking in
spontaneously moving animals.
Parameters such as Maximum Force (mN), Mass Velocity (N/s), speed, cadence, and
step patterns, are processed during animals walking in a corridor with sensors. Each
mouse was placed in the KWB apparatus 5 successive times before surgery and at 3

days post-surgery, each animal was its own control. All apparatuses and testing
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chambers were cleaned with 70% ethanol between each animal.

Tissue collection
Animals were euthanized with intracardiac PBS perfusion under general anesthesia
with 2%-sevoflurane (Abbott, Suresnes France). Biological samples of blood, brain or
hippocampus, site of surgery hematoma, and white adipose tissue (visceral and
subcutaneous) were collected for analysis.

Gene expression analysis
Total RNA (1 pg) was isolated from site of surgery hematoma, adipocytes, adipose
tissue stromal vascular fraction, hippocampus. Tissues were lysed in Qiazol (Qiagen)
and RNA were extracted using GeneJdet RNA Purification kit (KO732, Fermentas,
Thermo Scientific). RNA was reverse transcribed using random hexamers, dNTP,
buffer and Superscript Il reverse transcriptase (MultiScribe, Applied Biosystems)
performed by Thermocycler T3000® (Applied Biosystems®). Real time PCR was
performed as previously described with both sense and antisense oligonucleotides in
a final volume of 10 ul in a 384-well plate using the SYBR green universal PCR master
mix (Eurogentec) on Via7 (Applied Biosystems®). Analysis of Hprt/GAPDH/36B4

mRNA was performed to normalize gene expression (Eurogentec®).

m36B4 AGTCGGAGGAATCAGATGACGAT GGCTGACTTGGTTGCTTTGG
MTNF-a TGGGACAGTGACCTGGACTGT TTCGGAAAGCCCATTTGAGT
miL-6 GCCCACCAAGAACGATAGTCA CAAGAAGGCAACTGGATGGAA
miIL-18 CAACCAACAAGTGATATTCTCGATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA
mIL-10 AGAAGCTGAAGACCCTCAGGA TTCACCTGCTCCACTGCC
mF4/80 TGCAACCAGACGGCTTGTG GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT
MFAS ATCCTGGAACGAGAACACGATCT AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT
mCEPBa CGCAAGAGCCGAGATAAAGC CGGTCATTGTCACTGGTCAACT
mPPARY 1, CCGAAGAACCATCCGATTGA TTTGTGGATCCGGCAGTTAAG
mLeptin GGGCTTCACCCCATTCTGA TGGCTATCTGCAGCACATTTTG

mAdiponectin

TGGAATGACAGGAGCTGAAGG

TATAAGCGGCTTCTCCAGGCT

MHPRT TGGCCATCTGCCTAGTAAAGC GGACGCAGCAACTGACATTTC
mB2-microglobulin CACTGACCGGCCTGTATGC GGGTGGCGTGAGTATACTTGAATT
mFizz TGCTGGGATGACTGCTACTG CTGGGTTCTCCACCTCA
mYm1l ACTTTGATGGCCTCAACCTG AATGATTCGTGCTCCTGTGG
mArg GGCAGTTGGAAGCATCTCTG GTCAGTGTGAGCATCCACCC
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mSynaptophysinR

CGAGGAGGAGTAGTCACCAAC

AGTGCCCTCAACATCGAAGTC

mPSD95 ACGGATGAAGATGGCGATAG TGCACTCTTGATGTATCAGC
MCREB CCTGTTATCAGCACTCAGCCC TCTCGCCCATCCATGAGG
mZzif268 TTACCCGCCATATCCGCATC TGGGAGAAAAGGTCGCTGTC
mArc AAGTGCCGAGCTGAGATGC CGACCTGTGCAACCCTTTC
mBdnf TCATACTTCGTTTGCATGAAGG ACACTTGGGTAGGCCAAGTT
mcfos GAGCTGAAGGCAGAACCCTTT GAGCCACTGGGCCTAGATGA
mNcam GTACTCGGTACGACTGGCG TGGAGGAGGGCTATGACTG
mGne ACCTGATTGACGACTATCGAAAC CGCTTCATCTTCCCCTCTAACAA
mSt8sia2 TGGTCACTAGGTCTGTCTGAG CAGCTTTGTCATAAGGTGCAAC
mSt8siad ATGCGCTCAATTAGAAAACGGT CTCCGATGAGTTGCGTCTCTT

Western blot analysis

Hippocampus were lysate in RIPA lysis buffer and complete inhibitor cocktail from

Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA) and phosphatase inhibitor cocktail from

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Protein dosage was performed with Lowry

technique (ThermoScientific; 10677904). Lysates were boiled in Laemmli buffer and

fractionated in SDS-PAGE 4-12% acrylamide gel. Proteins were then transferred onto

a nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with 5% BSA TBST-Tween

0.1% and incubated with primary antibodies at 4°C overnight. Membranes were

incubated with rabbit peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 hour at room

temperature. Immunoreactive proteins were detected using the Clarity Western ECL

Substrate (BioRad) and quantified using Image Lab software (BioRad). Data were

normalized using GAPDH control.

Protein Primary antibody | Secondary antibody

NEUN Abcam; 177487 SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

BDNF Abcam; 108319 SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

CLAUDIN 5 Abcam; 131259 SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1I9G (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

OCCLUDIN Abcam; 31721 SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

ZONULA OCCLUDENS 1 Cell signaling; SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

111




5406S
IBA1 Abcam; 178846 | SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate ; A6154
GFAP Abcam; 4674 SIGMA-Aldrich, Anti Chicken IgG (whole
molecule)-peroxydase conjugate; A9046
GAPDH Cell Signaling; SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit IgG (whole
2118 molecule)-peroxydase conjugate ; A6154

Blood Brain Barrier permeability analysis

BBB disruption was investigated by Evans blue (Sigma-Aldrich, E2129) extravasation
methods. 2% Evans blue was prepared in PBS and filtered to remove particles.
Animals were anesthetized during all procedures. Briefly, 4mL/kg of diluted EB was
intraorbital injected and allowed to circulate for 1h. Mice were perfused with 15mL PBS
and the brains were isolated immediately. For quantitative measurement, brains were
homogenized in 500 uL of formamide (Sigma-Aldrich). Samples were incubated at 55
°C for 24h to extract the Evans blue from the brain tissue. Then samples were
centrifuged, supernatants containing formamide collected, and absorbance of the
supernatants was measured at 610 nm using Varioskan. Results were expressed as

the amount of Evans blue (ng) per tissue amount (mg).

Histology analysis

Brain and adipose tissue were collected for histological studies. Animals were
anesthetized and euthanized using PBS intracardiac perfusion. Brain and adipose
tissue were collected and put in 10% formalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
HT501128).

Brains were let 72h at 4°C and transferred into 30% sucrose solution for one week,
brains were frozen using isopentane at -80°C and stored until section. Cryostat was
used to obtain 30um sections. Primary antibodies were used at 1:500 overnight at 4°C
and secondary antibodies at 1:1000 for one hour at RT. Slides were mounted with

Fluoroshield with DAPI mounting medium.

Protein Primary antibody Secondary antibody
NEUN Abcam; 177487 Invitrogen; AF647 anti-rb 21244
BDNF Abcam; 108319 Invitrogen; AF647 anti-rb 21244
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PSA-NCAM Life Tech;14-9118-80 Invitrogen; AF647 anti-m 21238
IBAl Abcam; 178846 Invitrogen; AF647 anti-rb 21244
GFAP Abcam; 4674 Invitrogen; AF488 anti-ck11039

Adipose tissue was let 48h at 4°C and transferred into ethanol 70%. Samples were
dehydrated following croissant alcohol bath (30% 50% 75% 100%) and histoclear and
then embedded in paraffin. Vibroslice was used to obtain 7um sections. Adipose tissue
slides were used for hematoxylin (Sigma; 51275) stain. Slides were mounted with Eukit

medium.

Acquisitions were performed on a Nanozoomer scanner (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu City, Japan). Image quantification was performed using ImageJ freeware
(National Institutes of Health, USA).

Flow cytometry analysis

Fluorescent-activated cell sorting (FACS) analyses were performed after PBS
perfusion. Forebrains, site of surgery hematomas and white adipose tissue were
collected.

Fresh forebrains were rapidly dissected and manually homogenized. The
homogenates were passed through a 70 um cell strainer (BD Biosciences) and
centrifuged supernatants were removed and discarded. The pellet was resuspended
for Percoll gradient separation, myelin and top phase were discarded.

Site of surgery hematoma were incubated with Liberase and BSA solution for 20
minutes at 37°C and manually homogenized. The homogenates were passed through
a 70 um cell strainer (BD Biosciences) and centrifuged supernatants were removed
and discarded.

White adipose tissue was incubated with collagenase A and BSA for 45 minutes at
37°C and filtered through 150 um. Adipocytes were collected at the top phase and
stromal vascular fraction at the bottom.

After washing with PBS, cells were exposed to dead cell stains. Then samples were
blocked in anti-mouse CD16/CD32 (1/100, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and
incubated with antibody mix diluted in PBS.
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Fluorescent cells were immediately identified using a flow cytometer (BD LSR

Fortessa) and analyzed using Kaluza software.

Antibody Isotype

Live Dead Yellow L34959 | Thermofischer

Live Dead Blue L34961 Thermofischer

Viobility 450 130-130-403 Miltenyi

Cd45 BV421 103134 Biolegend 400157 Biolegend
Cd11lb PE 130-113-806 Miltenyi 130-113-462 Miltenyi
Cd86 PE 130-123-724 Miltenyi 130-113-462 Miltenyi
IL6 PE 504503 Biolegend 130-113-462 Miltenyi
GFAP PE 130-118-351 Miltenyi 130-113-462 Miltenyi
Cd3 PECy7 560591 Biolegend 130-113-452 Miltenyi
Cd206 PECy7 141719 Biolegend 130-113-452 Miltenyi
Cd45 PECy7 552848 BD 130-113-452 Miltenyi
ACSA2 PECy7 130-116- | Miltenyi 130-113-452 Miltenyi
246

F4/80 APC 123116 Biolegend 130-122-931 Miltenyi
TNF APC 17732182 Invitrogen 130-122-931 Miltenyi
PSA NCAM APC 130-120- | Miltenyi 130-122-931 Miltenyi
437

Cd4 FITC 553046 BD 130-113-449 Miltenyi
Neun FITC 130-119-492 Miltenyi 130-113-449 Miltenyi
Cd8 APCCy7 561967 BD 130-113-447 Miltenyi
Cdllb APCCy7 130-113- | Miltenyi 130-113-447 Miltenyi
803

Cd19 AF700 557958 BD 560543 BD

NK PerCpCy5.5 551114 BD 130-113-453 Miltenyi
Cd45 PerCpCy5.5 130- | Miltenyi 130-113-453 Miltenyi
110-663

GR1 BV510 127633 Biolegend 560789 Biolegend
F4/80 PETexasRed 130- | Miltenyi 130-113-451 Miltenyi
123-913

CD3 BUV737 612803 BD 612762 BD
IL10BV605 505031 Biolegend 101237 Biolegend
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Plasmatic cytokines levels

Plasma cytokines concentrations were determined by Simple Plex™ Assay
(ProteinSimple, CA, USA) on the Ella™ instrument, according to the manufacturer's
instructions. A panel of four cytokines was used, CXCL10, IL-1B, IL-6 and TNFa on a
prekitted cartridge. Ella™ was calibrated using the in-cartridge factory standard curve.
All samples were measured after a 1:2 dilution. The cartridge was inserted in the Ella™
device for a run of 70 minutes. The concentrations were expressed in pg/mL. All the

samples were assayed in triplicate.

Statistical analysis

Data are presented as a mean + SEM. For comparisons of the two independent
variables (diet(ND/HFD) and surgery (no fracture/ fracture)), we performed two-way
ANOVA followed by four pairwise student t tests with a Bonferroni correction
(Bonferroni corrected alpha = 0.05/4 = 0.0125. For social interaction trials were
compared using 1-way ANOVA. For object location groups were compared with T-test
compared to 50%. For comparison of two groups T-test were used. P values less than
0.05 (* or #), 0.01 (** or ##) or 0.001 (*** or ###) or (**** or ####) were statistically
significant. # is used for comparison to control diet. Analysis was performed on

GraphPad software.
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Supplemental

A B

Total Lean Obese Pvalue Total Lean Obese P value
n=6% n=35 n=34 n=34 n=20 n=14
Freoperative 27(3) 27(3) 27(3) 0,5 Preoperative 28(5) 25(5) 25(5) 0,95
MMSE score (sd) TICS score(sd)
Postoperative 26(4) 26(5) 26(3) 0,11 Postoperative 31(g) 33 (6) 25(8) 0,049
MMSE score [sd) TICS score(sd)

Supplemental 1. MMSE and TICS score before and after surgery.

(A) MMSE mean score in cardiovascular surgery before and after surgery
(B) TICS mean score in orthopaedic surgery before and after surgery
Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, analyzed using Mann-Whitney U test.
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Supplemental 2. Obesity phenotypic and molecular characterization.

(A-P) Normal diet and High fat diet animals model validation. (A) animal and (B) visceral or (C)
subcutaneous adipose tissue weight (h=15-17). Hematoxylin staining for adipocytes diameter measure
in (D) visceral and (E) subcutaneous adipose tissue (n=5). mRNA adipogenesis and adipose tissue
genes measure in (F) visceral and (G) subcutaneous adipose tissue (n=5-6). MRNA inflammatory genes
measure in (H) visceral and (I) subcutaneous adipose tissue (n=5-6). (J) Plasma cytokine levels
CXCL10, IL1B, IL6 (n=5). Metabolic parameters measure: oral glucose tolerance test (K) glycaemia level
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response and (L) area under the curve (n=12), (L) basal glycaemia measure (n=5), (M) insulinemia
measure (n=15), (N) free fatty acid level, (O) free glycerol level, (P) triglyceride level (n=20).

ND (Normal Diet) black border, HFD (High Fat Diet) red border.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, analyzed using T tests (A-P).
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Supplemental 3. Obesity promotes surgery-induced specific cognitive dysfunction in an HFD-
fed mouse model of POCD.

(A-E) Behavioural measure of (A) pain with the mechanical nociceptive Von Frey test (n=7-8),
locomotion with (B) distanced moved, (C) velocity (n=10) and (D) KWB parameters measure (n=8) and
(E) anxiety with the time spent in the center of the object location arena (n=8).

NDns (Normal Diet no surgery) black border, NDs (Normal Diet surgery) black border and pattern,
HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern.
Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, analyzed using T tests (A-E).
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Supplemental 4. Obesity is associated with specific fracture-induced hippocampal plasticity

alteration.

(A-L) Hippocampal measure of central markers in control diet groups. Protein level of NeuN and BDNF
(A-C) 12h and (D-F) 24h post-surgery (n=5). NeuN positive cells in (G-H) histology nucleus blue (DAPI),
NeuN red (mature neurons) and () flow cytometry (n=5). mRNA level of (J) long term potentiation and
(K) PSA-Ncam remodeling gene (n=5). PSA-Ncam (L-M) histology intensity and (N) positive cells (n=5).
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NDns (Normal Diet no surgery) black border, HFDns (High Fat Diet no surgery) red border.
Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, analyzed using T tests (A-L).
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Supplemental 5. Ketoprofen treatment reverses POCD in obese animals.

(A-L) ND and HFD mice treated with NaCl or Ketoprofen 1h prior to the surgery and 24 h after the
surgery. Plasma cytokine levels CXCL10, IL1B, IL6 (A) 1 hour and (B) 6 hours after surgery (n=5). (C)
animals and (D) visceral or (E) subcutaneous ipsilateral and (F) contralateral adipose tissue weight
(n=10). (G-K) Hippocampal expression of NeuN (H) in control diet and (I) surgery compared to control
diet groups and BDNF (J) in control diet and (K) surgery compared to control diet groups 48 hours after
surgery (n=5). (L) Hematoma collected at the site of surgery mRNA inflammatory genes (n=9).

NDs NaCl (Normal Diet surgery with NaCl) black border and hatched pattern, NDs Ketoprofen (Normal
Diet surgery with Ketoprofen) black border and dots pattern, HFDs NaCl (High Fat Diet surgery with
NacCl) red border and hatched pattern, HFDs Ketoprofen (High Fat Diet surgery with Ketoprofen) red
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border and dots pattern.
Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, analyzed using T tests (A-L).
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Supplemental 6. Obesity is associated with specific fracture-induced inflammatory responses.
(A-1) Microglial cells and astrocytes measured by IBA1 and GFAP (A-B) basal protein level, (C-F)
immunofluorescence positive cells quantification 1h, 6h, 24 hours post-surgery: nucleus blue (DAPI),
IBAL red (microglia), GFAP green (astrocytes) (n=5), (G-1) microglia (cd45low/cd11b) and astrocyte
(acsa2) positive cells quantification 1h, 6h, 24 hours post-surgery (n=5).
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(J-K) Western blot of tight junction protein level (n=5).

(L-M) Hematoma collected at the site of surgery mRNA inflammatory genes in (L) db/db model of obesity
and (M) High fat diet 70% on a short-term period model of metabolic dysfunction without obesity 24
hours post-surgery (n=5).

NDns (Normal Diet no surgery) black border, NDs (Normal Diet surgery) black border and pattern,
HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern,
db/dbs (Db/Db surgery) green border and pattern, HFD70%s (High Fat Diet 70% surgery) brown border
and pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, analyzed using T tests (A-M).
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Supplemental 7. Obesity role is not due to metabolic or phenotypic changes.

(A-E) Plasma measure of metabolic parameters compared to control diet groups 3h, 12h and 24 hours
post-surgery: (A) glycaemia, (B) insulinemia, (C) free fatty acid, (D) free glycerol, (E) triglyceride (n=5).
(F) mRNA adipogenesis and adipose tissue genes are measured in subcutaneous ipsilateral adipose
tissue (n=5).

NDs (Normal Diet surgery) black border and pattern, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and
pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, ****P<0.0001 analyzed using T tests (A-K).
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Supplemental 8. Subcutaneous ipsilateral adipose tissue ablation reverses POCD in obese

animals.

(A-N) Obese mice subjected to either ipsilateral or contralateral subcutaneous adipose tissue ablation.
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(A) animals and (B) visceral or (C) subcutaneous contralateral adipose tissue weight (n=10).

(D) Cognitive dysfunction measured with the freezing time on fear conditioning test on recall phase

(n=10-19).

(E-J) Hippocampal expression of (F) NeuN and BDNF (G) in control diet 24 hours post-surgery and (1)

IBA1 and GFAP control diet and (J) compared to control diet groups 72 hours post-surgery.

(K-N) Plasma cytokine levels CXCL10, IL1f3, IL6 (K) basal (L) 1 hour and (M) 6 hours and (N) 24 hours
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after surgery (n=5).

HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern.
HFDablc ns (High Fat Diet ablation contralateral no surgery) dark blue border, HFDablc s (High Fat Diet
ablation contralateral surgery) dark blue border and pattern, HFDabli ns (High Fat Diet ablation
ipsilateral no surgery) blue border, HFDabli s (High Fat Diet ablation ipsilateral surgery) blue border and
pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, analyzed using T tests (A,C-E,N) and 2-way
ANOVA multiple comparison test (D).
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Supplemental 9. 4 weeks caloric restriction reverses POCD in obese animals.

(A-N) Obese mice subjected to 4 weeks of caloric restriction with normal diet after 8 weeks of high fat
diet. (A) animals weight before and after caloric restriction and (B) visceral or (C) subcutaneous
ipsilateral and (D) contralateral adipose tissue weight (n=10).

(E) mRNA inflammatory genes are measured in visceral, subcutaneous ipsilateral and contralateral
adipose tissue (n=5). (F) mRNA adipogenesis and adipose tissue genes are measured in visceral,
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subcutaneous ipsilateral and contralateral adipose tissue (n=5).

(G-1) Hippocampal expression of (G) NeuN and BDNF (H) in control diet 48 hours post-surgery and (l)
IBA1 and GFAP control diet and (J) compared to control diet groups 48 hours post-surgery.

(K) mRNA inflammatory genes are measured in visceral, subcutaneous ipsilateral and contralateral
adipose tissue in surgery compared to control diet groups (n=5).

(L) mRNA adipogenesis and adipose tissue genes are measured in visceral, subcutaneous ipsilateral
and contralateral adipose tissue in surgery compared to control diet groups (n=5).

HFDns (High Fat Diet no surgery) red border, HFDs (High Fat Diet surgery) red border and pattern,
CRns (Caloric Restriction no surgery) orange border, CRs (Caloric Restriction surgery) orange border
and pattern.

Data are mean +- SEM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, analyzed using T tests (A-N).
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Conclusions et Perspectives

Les données récentes de la littérature soulignent que les troubles cognitifs post-
opératoires (TCPO) représentent a I'’heure actuelle un probléme de santé publique
impactant la vie des patients et 'économie de la santé avec une altération de la qualité
de vie et une morbidité et une mortalité augmentées??°226, Des avancées récentes ont
permis la mise en évidence d’hypothéses étiologiques du TCPO dont la plus probable
semble étre l'inflammation produite au niveau du site de chirurgie qui, par sa
propagation au niveau central, conduit a une neuroinflammation incontrélée et a un
déclin cognitif. L’age avanceé et le type de chirurgie ayant déja été caractérisés comme
des facteurs de risques du TCPO, la recherche et I'identification de nouveaux facteurs
aggravants potentiels contre lesquels lutter a été envisagée. C’est ainsi que I'obésité,
dont l'incidence ne cesse d’augmenter, pourrait se positionner comme un facteur
potentiel aggravant du TCPO. En effet, 'obésité présente une inflammation chronique
de bas bruit pouvant agir selon deux axes sur la survenue des TCPO : un axe direct
avec une communication entre le tissu adipeux et le cerveau qui conditionnerait le
cerveau a une sensibilité plus accrue a un événement pro-inflammatoire et un axe
indirect qui ferait intervenir une potentialisation de I'inflammation présente au site de

fracture conduisant a une aggravation du TCPO.

L’obésité, nouveau facteur de risque du TCPO :

Face a un manque de données cliniques homogénes??3, la réalisation d’une
étude clinigue ((NCT04907565) « ODCOTA Impact of Obesity on Post-operative
Cognitive Dysfunction: Role of Adipose Tissue ») nous a permis de mettre en évidence
le lien entre I'obésité et le TCPO. Cette étude observationnelle, prospective, mono
centrigue menée au CHU de Toulouse dans le service de chirurgie orthopédique de
Purpan et le service de chirurgie cardiaqgue de Rangueil avait pour objectif le suivi des
patients en obésité et normo pondérés en pré et post-chirurgie. Les patients ont été

inclus sur la base de criteres définis tels qu'un age supérieur a 60 ans, afin
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d’augmenter les risques de survenue de TCPO, une absence de dysfonction cognitive
préopératoire avec un score MMSE > ou = a 20, un IMC < 25 pour les patients normo-
pondérés ou > 30 pour les patients souffrant d’obésité. Les patients en surpoids n’ont
donc pas été pris en compte. La mesure du pourcentage de perte aux scores cognitifs
met en évidence un déclin cognitif plus important chez les patients en situation
d’obésité suite a la chirurgie quelle qu’elle soit. De plus, au cours de cette étude des
prélevements de sang et de tissu adipeux ont été réalisés avec pour but d’étudier
ultérieurement le role de linflammation systémique et du tissu adipeux dans la
survenue du TCPO chez le patient souffrant d’obésité. Ainsi, notre hypothese est que
dans le sang des patients en situation d’obésité ayant présenté un TCPO, un profil pro-
inflammatoire plus important sera retrouvé en préopératoire. L’objectif étant d’identifier
un ou des marqueurs prédictifs qui pourraient étre associés a l'inflammation centrale
et au TCPO et seraient dosés en clinique avant une intervention afin de mettre en
place une surveillance renforcée de ces patients. Nous pourrions par exemple
envisager de doser directement dans le plasma des patients des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-q, I'lL-6 ou 'lL-1(3, des lipides pro-inflammatoires, ou
encore des lipides associés a la résolution de I'inflammation tels que les résolvines.
Pour aller plus loin, nous émettons I'’hypothése que les patients ayant présenté un
TCPO auront une inflammation plasmatique plus élevée un jour aprés la chirurgie. Si
les résultats confirment cette hypothése, il sera intéressant de mener un suivi trés étroit
de ces patients a haut risque afin de diminuer leur stress inflammatoire et de préserver
au mieux leurs facultés cognitives. Enfin, le préléevement de tissu adipeux sous-cutané
de la région chirurgicale réalisé au moment de I'opération permettra d’identifier un lien
potentiel de cause a effet entre ce tissu et des dysfonctions cognitives. Notre
hypothése est que les sécrétions de ce tissu adipeux vont agir sur la
neuroinflammation. Afin de démontrer ce lien, nous avons pour objectif de traiter des
cellules du SNC avec ces sécrétions. Pour cela, nous envisageons l'utilisation d’IPSC
de microglie traitée par les sécrétions issues de ces tissu adipeux. Cette étude
permettrait selon le profil génique d’activation des cellules et leur expression génique
en marqueurs inflammatoires, d’avoir une idée du réle des sécrétions du tissu adipeux
sur I'état neuroinflammatoire du patient en préopératoire pouvant imprégner le cerveau
d’un individu avant une chirurgie. Ces résultats permettront de pouvoir corréler un profil
pro-inflammatoire et 'apparition du TCPO. Ainsi I'objectif serait de détecter les patients

a risque de développer un TCPO et proposer des stratégies préventives
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pharmacologiques avec par exemples des inhibiteurs de cytokines (anticorps ou
antagonistes) ainsi que le renforcement des stratégies préventives hygiéno-
diététiques.

Chez la souris, le modéele de TCPO a été largement documenté au cours du
viellissement??’. Afin d’étudier les conséquences de l'obésité sur ce trouble, nous
avons induit une obésité via une approche nutritionnelle associée a un modeéle de
TCPO par fracture fermée couplée a un enclouage centromédullaire du tibia droit?28,
Ce modele de TCPO a été choisi pour se rapprocher le plus possible de la clinique
humaine ou la chirurgie orthopédique est largement pratiquée chez le sujet en situation
d’obésité en raison des troubles articulaires associés a I'obésité??°, Nous avons pu
montrer que la fracture induisait une altération des fonctions cognitives dépendantes
de I'hippocampe spécifiquement chez les souris obéses grace a trois tests: le
conditionnement par la peur, I'interaction sociale et la localisation d’objet. En effet, le
test de conditionnement par la peur qui permet de mesurer le rappel d’'un événement
douloureux grace a un contexte spécifique met en évidence une diminution de la
réponse associée a la peur chez les souris obéses fracturées quelle que soit la
cinétique a laquelle la chirurgie est réalisée. De méme, dans le test d’interaction
sociale qui met en jeu la mémoire sociale liée a la zone CA2 de I'hippocampe, les
souris obéses fracturées sont les seules a maintenir un niveau d’interaction avec la
souris présentatrice élevée. Enfin, le test de localisation d’objet qui met en jeu la
mémoire dépendante du contexte met en évidence un défaut de mémoire des souris
obéses aprés la chirurgie avec une absence de préférence pour I'objet déplacé.
L’ensemble de ces tests souligne un défaut cognitif spécifiquement chez les souris
obeses aprés une chirurgie. Ces altérations semblent spécifiques de la mémoire
hippocampo-dépendante et sont indépendantes de la locomotion, la douleur ou
'anxiété. En effet ces paramétres auraient pu représenter des facteurs confondants
biaisant la réponse chez la souris obése. Cependant, ils semblent étre altérés par la
chirurgie quel que ce soit le régime mais ne pas avoir d'impact plus important chez la
souris en régime gras. Ce résultat est a rapprocher d’une étude récente menée par
Zhao et al*?* ayant démontré un lien entre les TCPO et I'obésité chez des souris
présentant un age avanceé de 15 mois, qui est un facteur de risque supplémentaire et
déja identifié du TCPO. De plus, Feng et al®? ont utilisé un modéle d’obésité induite

par un régime gras dans leur étude et mettent eux aussi en évidence une altération
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des fonctions cognitives apres fracture du tibia augmentée grace au test de
conditionnement par la peur. Cependant, ces études utilisent I'obésité comme modéle
pouvant exacerber le TCPO sans étudier les mécanismes mis en jeu qui pourraient

étre impliqués dans cette exacerbation tels que I'implication des dépbts adipeux.

Au niveau de I'hippocampe, nos résultats montrent une perte de l'activation des
neurones associée a l'altération de la transmission synaptique chez les souris obeses
apres une chirurgie. Il est rapporté une diminution de NeuN, marqueur de neurone
mature?®°, chez les souris obéses fracturées. Cette diminution pourrait signifier une
baisse transitoire de I'expression de NeuN liée a I'altération de I'environnement central
sans perte cellulaire. En effet, une perte de capacité de I'antigéne pour lier I'anticorps
anti-NeuN sans mort des neurones a été retrouvée 6 heures apres une expérience
d’ischémie de l'artére cérébrale?3l. Il est aussi envisageable que la fracture et
'inflammation associée induisent une perte neuronale par apoptose, comme décrit par
Davoli et al*®?, ou la mesure de I'apoptose des neurones aprés une ischémie cérébrale
a été mise en évidence par la mesure histologique de la caspase-3 et des expériences
de TUNEL. Ainsi, des expériences de mesure de I'apoptose par la méthode TUNEL
permettraient de répondre a cette question de perte de NeuN et de conclure quand sa
diminution dans notre étude. En paralléle, une diminution du BDNF, neurotrophine
largement impliquée dans les phénomenes de mémoire, neurogenése et transmission
synaptique?®® a été mise en évidence chez nos souris obéses fracturées. Ce résultat
est renforcé par la diminution de I'expression de génes impliqués dans la mémoire a
long terme comme creb, zif 268, arc, bdnf et cfos. De méme, I'étude de PSA-NCAM
(forme polysialylée de la protein neural cell adhesion molecule), marqueur de
neuroplasticité également impliqué dans la neurogenese et le remodelage de la
transmission synaptique?** signe une diminution de cette voie chez les souris obéeses
fracturées. Afin de confirmer ces résultats et d’aller plus loin dans I'étude de la
neurogénese d’autres mesures pourraient étre faites. Ainsi, plusieurs marqueurs
pourraient étre envisagés : le marqueur doublecortin (DCX), protéine associée aux
microtubules exprimée par les précurseurs neuronaux immatures ou encore l'injection
d’analogue de thymidine qui se lie a I'ADN des cellules en division, le
bromodeoxyuridine (BrdU)?3° permettraient de quantifier les neurones en division avec

des co-marquages NeuN et donc refléter la neurogénése.
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Nous montrons donc qu’un modéle murin d’obésité peut représenter un facteur
de risque de développement de TCPO avec pour la premiere fois un objectif de
compréhension du role spécifique de I'obésité et I'étude des mécanismes cellulaires

et moléculaires mis en jeux.

Une réponse inflammatoire incontrélée :

Le r6le majeur de l'inflammation dans l'installation et la persistance du TCPO
est largement décrit dans la littérature et met en jeu 3 acteurs majoritaires : le systeme
nerveux central, la circulation systémique et le site de chirurgie?3. En ce qui concerne
le modeéle d’obésité, I'inflammation chronique de bas bruit associée aux modifications
du tissu adipeux blanc?®’ retrouvée au cours de I'obésité contribue a impacter la

réponse inflammatoire au niveau central et périphérique en absence de chirurgie?®,

Ainsi, 'association d’'une inflammation chronique de bas bruit liée a I'obésité et
de l'inflammation aigue induite par la chirurgie pourrait potentialiser ces effets. De ce
fait, la premiére étape a été de valider le réle de I'inflammation dans I'apparition du
TCPO chez la souris obése. Pour cela, les souris ND et HFD ont été traitées avec un
anti-inflammatoire non stéroidien, le kétoproféne, qui inhibe la cyclooxygénase 2 et
donc la synthése des prostaglandines. Le kétoproféne a déja montré son efficacité sur
la douleur et la fonction cognitive chez le rat 4gé ayant subi une laparotomie?3°. Dans
notre étude, le traitement préventif au kétoproféne a permis d’empécher I'apparition du
TCPO chez les souris obéses, mesuré par le test de localisation d’objet. Cet effet
comportemental est associé a une restauration de I'expression de NeuN et BDNF ainsi
qu’une moindre inflammation au niveau plasmatique et au niveau du site de chirurgie.

Ces résultats confirment le réle majeur de l'inflammation dans notre modele.

L’objectif a donc ensuite été d’étudier les 3 niveaux de réponse inflammatoire
en partant du SNC pour aller vers la périphérie avec dans un premier temps la

circulation sanguine pour finir avec le site de chirurgie.
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La premiéere étape a donc consisté en I'étude de la neuroinflammation au moyen
de dosages cytokiniques dans I'hippocampe. Cependant, nous ne sommes pour le
moment pas parvenus a mettre en évidence la présence d’'une neuroinflammation plus
importante chez les souris obeses par le biais de dosages ELISA. Ceci est
probablement d a des problemes techniques. En effet, nous pensons qu’une dilution
du signal due au volume de tampon utilisé pour la digestion d’hippocampe et que
l'utilisation d’'un tampon de digestion (type RIPA) non adaptés pourraient expliquer
'absence de résultat interprétable. Ainsi, lyser I'hippocampe dans du PBS froid ainsi
que l'utilisation de kits spécifiques de I'hippocampe semblerait plus appropriée. Une
fois ces biais techniques surmontés, ces études nous permettront de conclure quant a
limportance de [linflammation centrale suivant le régime et la chirurgie.
L’augmentation de l'inflammation centrale étant déja connue chez la souris normo
pondérale ayant subi une fracture entre 1h et 24h post-opératoire, le résultat attendu
est une augmentation d’autant plus importante de la neuroinflammation chez la souris
obése fracturée. Les neurones n’étant pas les seules cellules impliquées dans la
réponse centrale, des acteurs de la glie, microglie et astrocytes, impliqués dans la
neuroinflammation ont été investigués. De maniére étonnante, dans notre étude,
I'activation des cellules de la microglie en post-chirurgie, bien que retrouvée chez la
souris en régime normal est absente au cours de I'obésité. En effet, nous constatons
une diminution de I'activation des cellules microgliales caractérisée par I'expression de
IBA1 chez les souris obeses aprés la fracture. Cependant, aucune modification du
nombre de cellules de la microglie n’a été mise en évidence par cytométrie en flux.
Bien que contradictoire avec les attentes liees a la littérature, cette diminution
d’activation des cellules de la microglie chez la souris obése pourrait s’expliquer par
un état actif de base déja élevé qui ne permettrait pas une plus forte activation suite a
la chirurgie. L'étude du profil d’activation de la microglie a 'aide d’'un marqueur de
surface caractéristique du profil anti-inflammatoire, le CD206, semble montrer chez
des souris ND une augmentation de ce marqueur signant un profil plutdét anti-
inflammatoire pro-résolutif alors qu’il est diminué chez la souris obése fracturée. Ainsi,
ce phénomeéne, qui serait absent chez les souris obéeses, pourrait expliquer le maintien
d’'une inflammation délétére. Des investigations plus poussées sur cet état d’activation
semblent nécessaires pour bien comprendre en le réle, par exemple via I'utilisation
d’autres marqueurs anti-inflammatoires tels que CD163 ou I'étude des cytokines anti-

inflammatoires IL-10, IL-4 et IL-13 qui y sont associées?*?. De plus, nous pouvons
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envisager le fait que ce marqueur IBAL1 ne serait pas approprié dans notre contexte et
que d’autres marqueurs d’activation des cellules de la microglie tels que ICAM-1, F4/80
et CD11b seraient a étudier®*'. Associés aux cellules de la microglie, les astrocytes
jouent un réle majeur dans ’homéostasie centrale. Depuis quelques années, ils sont
décrits pour également pouvoir s’activer sous forme d’astrocytes réactifs au cours de
'astrogliose qui fait suite a l'activation des cellules de la microglie en cas
d’'inflammation centrale. Dans notre contexte, cette astrogliose semble avoir lieu chez
les souris obéses fracturées mais pas chez les souris en régime normal. Ces résultats
pourraient signifier une différence de réponse centrale selon le régime et I'état
d’activation de base des cellules de la glie. Afin de mieux appréhender I'importance
des cellules gliales, des approches d’inhibition de leur activation pourraient étre
envisagées in vivo, en utilisant par exemple les inhibiteurs du récepteur de CSF1 déja
validés dans la littérature®?. Cependant ces approches semblent difficilement
transposables a 'homme ou I'action directe sur le SNC impliquerait de bloquer tous
les phénomenes de réponse inflammatoire pourtant nécessaires au maintien de
’homéostasie. Associée a cette activation des cellules impliquées dans la
neuroinflammation, une altération de la perméabilit¢ de la barriere hémato-
encéphalique a éteé retrouvee, 24h apres la chirurgie. En effet, I'utilisation d’un colorant
se liant a I'albumine plasmatique, le bleu Evans, nous a permis de mettre en évidence
une augmentation de la perméabilité de la barriere spécifiguement chez les souris
obeses fracturées. Ce résultat est a mettre en lien avec la diminution des protéines
des jonctions serrées Occludine et Zonula Occludens 1 retrouvée spécifiquement chez
les souris obeses au décours de la chirurgie. Cette permissivité de la BHE pourrait
expliquer les effets retrouvés au niveau du systéme nerveux central avec
'augmentation de la réactivité des cellules de la microglie et des astrocytes en réponse
a des médiateurs systémiques. De plus, la rupture de la BHE faisant partie des
meécanismes impliqués dans la genese du TCPO, le fait de la retrouver spécifiquement

chez la souris obése fracturée renforce les résultats fonctionnels.

Ces réponses au niveau central peuvent s’expliquer par une réponse
inflammatoire différente entre souris ND et HFD au niveau périphérique. Ainsi, I'étude
de la réponse inflammatoire au niveau systémique a été menée par la mesure de
cytokines dans le plasma. Au niveau plasmatique la mesure de la réponse

inflammatoire 1 heure, 6 heures et 24 heures apres la chirurgie a été mesurée. Pour
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cela, les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-13 et une cytokine anti-inflammatoire
CXCL10 ont été dosées. Comme attendu, au cours de la chirurgie, les souris en régime
ND et HFD voient leur réponse pro-inflammatoire augmenter. Cependant,
laugmentation de I'lL-6 et I'lL-1p reste plus importante chez les souris obéses
fracturées, alors que la concentration en CXCL10 est augmentée chez les souris en
régime normal. Enfin, I'étude de la réponse inflammatoire locale, au site chirurgical,
s’est faite par le bais de I'analyse de 'hématome constitué immédiatement aprés la
fracture. L'étude de la composition en cellules immunes recrutées au sein de
'hématome semble étre identique. Cependant, au niveau du site de chirurgie des
souris obéses, il semblerait que le profil inflammatoire soit plus élevé comme montré
par la mesure des taux de cytokines intracellulaires dans les cellules CD45 et
I'expression génique de cytokines. De ce fait, une étude transcriptomique par RNA-
seq de ces hématomes a été mise en place et est en cours. Cette analyse permettra
de mettre en évidence les voies exprimées suivant le régime pouvant expliquer
I'altération de la réponse inflammatoire locale mais aussi les mécanismes potentiels

mis en jeu expliquant la réponse au niveau du SNC.

Le tissu adipeux blanc, au ceeur du TCPO chez I’'individu en

situation d’obésité ?

Compte tenu des conséquences de I'obésité sur la survenue plus importante
des TCPO, l'objectif a été, par la suite, de comprendre la relation physiopathologique
entre ces deux désordres. En effet, 'obésité peut jouer un rdle i) soit avant la chirurgie,
avec lI'imprégnation associée a l'inflammation chronique de bas bruit et les altérations
métaboliques associées a l'obésité ii) soit aprés la chirurgie en réponse a
linflammation aigue produite localement et en potentialisant cette réponse. Face a
'absence de rupture de 'lhoméostasie métabolique (mesure de glycémie, insulinémie,
acides gras libres, triglycérides) des souris obéses aprés une chirurgie, 'hypothése
d’un réle de I'inflammation chronique de bas bruit médiée par le tissu adipeux blanc, a

été privilégiée.
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Afin de mieux appréhender le réle de chaque tissu adipeux blanc dans la
survenue du TCPO, nous avons tout d’'abord observé I'impact de la chirurgie sur la
morphologie du tissu. L’intervention chirurgicale n’a pas entrainé de modification du
poids des tissus adipeux quel que soit leur localisation. De méme, aucun effet de la
fracture n’a été observé sur la distribution de la taille des adipocytes. Ces résultats,
bien que surprenant, montrent que le tissu adipeux n’est pas la cible des cytokines
pro-inflammatoires produites par la fracture du tibia dans la cinétique courte que nous
étudions. Nous aurions pu envisager qu’en cas d’exposition prolongée du tissu
adipeux a des taux non maitrisés de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-6 ou le
TNF-a, un phénoméne de lipolyse aurait pu étre remarqué et ainsi contribuer a la
diminution de la taille des adipocytes. Néanmoins, des analyses transcriptomiques,
cytologiques et histologiques réalisées au niveau des cellules de la fraction stroma
vasculaire et des adipocytes ont mis en évidence un effet de la chirurgie
spécifiquement au niveau du tissu adipeux sous-cutané le plus proche du site de
chirurgie. En effet, une augmentation du recrutement de cellules immunes telles que
les neutrophiles et une diminution des lymphocytes et des macrophages associés a
un profil inflammatoire augmenté ont été retrouvées spécifiguement au niveau du tissu
adipeux sous-cutané ipsilatéral. Il semblerait que ce tissu soit impacté, par sa
localisation proche de la fracture, quel que soit le régime et I'état d’'obésité. Cependant,
compte tenu de la masse importante que représente ce tissu chez I'individu souffrant
d’obésité, les modifications cellulaires et endocrines observées vont certainement

influencer le site de chirurgie et in fine le cerveau de maniere différente.

Afin de valider le réle déterminant de ce tissu adipeux, nous avons réalisé une
ablation chirurgicale totale de ce tissu chez des souris obeses. Apres 12 semaines de
régime HFD, une ablation des différents tissus adipeux sous-cutanés a été réalisée,
puis les animaux ont été laissés au repos durant 3 semaines afin de permettre la
cicatrisation et de s’assurer que l'inflammation liée a I'ablation ne représente pas un
biais confondant. Les performances cognitives suite a une fracture ont par la suite été
investiguées et nous ont permis de mettre en évidence que lI'absence du tissu adipeux
sous-cutané ipsilatéral chez une souris obése empéchait la survenue du TCPO. De
facon intéressante, ce résultat est spécifique du tissu adipeux proche du site de
fracture puisque I'ablation du tissu adipeux sous-cutané controlatéral ne permet pas

de restaurer les fonctions cognitives aprés la chirurgie. De méme, les paramétres
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centraux associés au TCPO tels que I'expression de BDNF et NeuN sont améliorés
par I'ablation du tissu adipeux ipsilatéral. Cependant, cet effet semble ne pas passer
par une modification du profil inflammatoire systémique caractérisé par les cytokines
IL6, IL-1B et CXCL10 puisque gqu’aucune différence dans les niveaux de ces cytokines
n’a été retrouvée entre des souris obéses, des souris obéses avec une ablation du
tissu adipeux sous-cutané controlatéral et des souris obéses avec une ablation de
l'ipsilatéral. Cependant, il faudrait investiguer d’autres médiateurs de I'inflammation qui
pourraient étre mis en jeux. Pour cela, I'étude par RNAseq de 'hématome nous
permettra de comprendre les voies impliquées chez des souris en régime normal ou
gras et I'effet de I'ablation du tissu adipeux sur le profil de 'hématome. En effet, des
cytokines ou lipides libérées par le tissu adipeux pourraient étre acteurs de ces
phénomenes, comme par exemple la voie de l'inflammasome largement étudiée dans
le tissu adipeux. Afin de confirmer le réle local du tissu adipeux, un modele de
xénogreffe pourrait étre envisagé en apportant du tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral
de souris obése a une souris en régime normal. Si cette greffe suffit a induire un TCPO
chez la souris normale aprés une fracture cela signifierait que seul ce tissu est
délétére. De plus, pour comprendre le rble du tissu adipeux post-chirurgie, il serait
intéressant d’étudier l'effet d’'une greffe de tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral
provenant d’une souris fracturée sur le comportement. Ainsi, si la greffe du tissu
adipeux d’une souris obése fracturée dans une souris en régime normal receveuse
suffit a induire un TCPO, cela mettra en évidence le réle crucial de ce tissu aprés une
chirurgie. Ce modele original confirmerait le réle indispensable et unique de ce tissu
adipeux sous-cutané ipsilatéral dans la réponse en s’affranchissant de la part jouée
par ’lhématome. Enfin, dans nos modeéles, une composante a prendre en compte est
I'exposition des différents organes et du cerveau en particulier, par les sécrétions pro-
inflammatoires du tissu adipeux sans chirurgie, En effet, 'obésité est associée a : i)
une inflammation systémique, que nous retrouvons par le dosage de cytokines au
niveau plasmatique dans notre modele murin, ii) une inflammation des tissus adipeux
mesurée par l'expression génique de cytokines pro-inflammatoires, et iii) une
activation des cellules de la microglie. Ainsi pour étudier les effets de I'exposition liée
a l'obésité, la greffe de tissu adipeux chez une souris normale rapidement fracturée
permettrait d’apporter la preuve de concept de son implication dans les phénoménes
cognitifs observés. En effet, si cette greffe suffit a un induire un TCPO, cela signifierait

que l'imprégnation joue elle aussi un réle majeur et que le réle du tissu adipeux passe
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par une action systémique et une action locale en synergie avec la fracture. De méme,
nous n’avons pas étudié I'impact d’'une ablation du tissu adipeux viscéral chez les
souris obeses. Cette ablation en réduisant I'inflammation systémique pourrait conduire
a une ameélioration du déclin cognitif et renforcerait I'idée de la double action

d’'imprégnation et de réaction locale au cours de I'obésité.

L’étude du réle du tissu adipeux sous-cutaneé ipsilatéral nous a amené a nous
intéresser aux mécanismes de réponse et d’action mis en jeu. Ainsi, ce tissu adipeux
blanc pourrait jouer un réle via ses secrétions ou via ses cellules qui sont toutes deux

modifiées au cours de I'obésité et pourraient I'étre d’autant plus par la chirurgie.

L’hypothése d’'une migration cellulaire depuis le tissu adipeux vers ’hématome
a dans un premier temps été posée et étudiée grace au modele de souris transgénique
dont toutes les cellules portent une protéine fluorescente photo-convertible dans leur
cytoplasme (KIKGR,kikume green-red)?*? (résultat non montré). Cette protéine, qui
émet dans le vert peut étre convertie en rouge apres stimulation a la lumiére UV.
L’objectif de ce modeéle était, grace a la photoconversion spécifique du tissu adipeux
sous-cutané ipsilatéral, de pouvoir suivre les cellules provenant de ce tissu adipeux.
En effet, la quantification du nombre de cellules rouges au niveau du site de chirurgie
et du cerveau serait un reflet des cellules provenant du tissu adipeux photoconverti.
Cependant, des biais technigues ne nous ont pas permis de valider ces expériences.
En effet, afin de limiter le biais inflammatoire engendré par une chirurgie permettant
'accés au tissu adipeux, nous avions choisi d’exposer le tissu adipeux aux UV par voie
transcutanée, et, bien que nous ayons retrouvé des cellules converties au niveau de
la fraction stroma vasculaire du tissu adipeux nous n’obtenons pas 100% de cellules
photoconverties. Ainsi nous n’avons pas mis en évidence de différence en termes de
pourcentage de cellules converties ayant migré, apres fracture, au niveau du site de
chirurgie ou du cerveau suivant le régime des animaux. Ces expériences pourraient
étre reproduites en greffant le tissu adipeux sous-cutané d’une souris KIKGR ou GFP
dans une souris WT et en suivant 'apparition de cellules fluorescentes. La présence
de cellules fluorescentes qui proviendraient donc de ce tissu greffé, au niveau du site
de chirurgie et du cerveau permettrait d’'une part de mesurer les quantités de cellules
gui migrent selon le régime de la souris et également par tri cellulaire de ces cellules

d’aller les étudier et les identifier. Cela permettrait de savoir si la fracture met en jeu
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des mouvements de cellules et si ces cellules sont de type inflammatoire ou
progéniteur. En effet, les travaux de Sastourné-Array et al’*® ont mis en évidence une
migration des cellules stromales adipeuses du tissu adipeux sous-cutané vers le
muscle apres une lésion et leur participation dans la régénération tissulaire. Ainsi, des
cellules du tissu adipeux pourraient migrer au site de chirurgie et perturber la
réparation et/ou la réponse inflammatoire. Cependant la difficulté serait ici de parvenir
a greffer un pan entier de tissu adipeux sous-cutané viable, capable de répondre a la

chirurgie.

Au cours de mon doctorat, nous nous sommes donc davantage focalisés sur le
réle endocrine du tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral qui est modifié au cours de
I'obésité et pourrait également étre impacté au cours de la chirurgie. En effet, le tissu
adipeux sécrete un grand nombre d’adipokines parmi lesquelles des cytokines, des
chimiokines et des hormones. Parmi les molécules secrétées, les cytokines et les
lipides impliqués dans la réponse inflammatoire et résolutive pourraient participer a
augmenter la réponse inflammatoire systémique. Afin de mesurer des différences
potentielles, ces cytokines devront étre dosées au sein du tissu adipeux, de son milieu
conditionné et dans le plasma afin de mettre en évidence une corrélation possible entre
ces compartiments de I'organisme. Une analyse protéomique compléte des sécrétions
de ce dépbt adipeux suite a la chirurgie permettrait de mettre en évidence les voies
moléculaires clés pouvant agir au niveau systémique et central. L’étude de l'effet des
sécrétions in vitro a d’abord été envisagée par le traitement d’explants d’hématome
par les sécrétions de tissu adipeux. Cependant, face a la composition de 'hématome
principalement formé de cellules sanguines et des difficultés a le préserver en culture,
nous nous sommes tournés vers I'étude de lI'effet des sécrétions de tissu adipeux sur
le SNC. Afin d’étudier I'effet des sécrétions du tissu adipeux sur le SNC de maniére
directe nous avons mis en place in vitro des expériences de traitement de lignée
murine de microglie, les BV2, par les sécrétions de tissu adipeux (résultats non
montrés). Les résultats mettent en évidence que le traitement des BV2 par les milieux
conditionnés de tissu adipeux de souris obeses augmente I'expression génique du
TNF-a et de INOS, tous deux caractéristiques d’un profil pro-inflammatoire. De plus,
de maniére similaire a I'effet retrouvé in vivo sur I'état d’activation de la microglie, les
sécrétions issues du tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral de souris normo pondérées

augmentent la réponse pro-inflammatoire, alors que celles issues de souris obéses
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fracturées la diminuent. Il serait intéressant de compléter ces études en mesurant I'état
d’activation de lignées astrocytaires afin de voir si dans un contexte d’obésité et de
chirurgie les astrocytes s’activent. En effet, comme déja discuté dans la partie in vivo,
lorsque les souris obeses sont fracturées, une augmentation du marqueur d’activation
des astrocytes GFAP est retrouvée. Le traitement de lignées astrocytaires permettrait

de vérifier ce résultat de maniére directe.

Un réle du tissu adipeux blanc généralisable a toute obésité

et toute chirurgie ?

Afin de généraliser les résultats obtenus chez la souris, d’autres modéles de

chirurgie et d’obésité pourraient étre envisagés.

Comme décrit précédemment, plus la chirurgie est lourde et invasive et plus le
TCPO développé sera important. Nous pouvons donc envisager de réaliser chez
'animal obése des chirurgies plus invasives, qui nhous permettraient de généraliser
notre étude a plusieurs modéles de chirurgie, comme par exemple une laparotomie
également utilisée comme modéle de TCPO?*. Ce modéle nous permettrait de jouer
sur l'intensité de la chirurgie étant donné que la laparotomie peut étre une simple
ouverture de la cavité abdominale, une ouverture associée a la palpation d’'une partie
du tube digestif, ou aller jusqu’a imbiber le tube digestif de LPS pour augmenter la
réponse inflammatoire. Il est & noter que cette chirurgie pourrait se rapprocher de la
chirurgie bariatriqgue réalisée chez 'homme, intervention lourde pratiquée en cas
d'obésité sévére. En réduisant les capacités d’absorption de I'estomac, cette
intervention permet une diminution du poids de lindividu, associée a un gain des
fonctions cardiaques, métaboliques et inflammatoires. Une des conséquences de cette
intervention est I'amélioration des fonctions cognitives des 12 semaines aprés
I'intervention?!1245, De plus, la chirurgie bariatrique est associée a une amélioration
des structures cérébrales mesurée par imagerie par résonance magnétique nucléaire
6 mois aprés la chirurgie?6. Cette amélioration cognitive associée a une diminution de
I'adiposité pose la question des mécanismes mis en jeu. Est-ce uniguement due a la

diminution de l'inflammation systémique ou est-ce due a la modification des sécrétions
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du tissu adipeux une fois redevenu semblable a celui d’'un patient normo-pondéré.
Pour répondre a ces questions, des protocoles de prélevement de tissu adipeux avant
et aprés ces chirurgies et I'étude de leurs sécrétions a corréler avec le statut cognitif
seraient intéressantes mais difficilement réalisables. De ce fait, I'étude de l'effet de
laparotomies chez des souris obéses permettrait d’investiguer ces dysfonctions et
d’étudier le réle des tissus adipeux blancs. On peut supposer que dans ce contexte de
laparotomie, le tissu adipeux le plus impacté serait le tissu adipeux viscéral, compte
tenu de sa localisation, et que comme dans notre modele de fracture son ablation

pourrait permettre la réversion du TCPO.

En paralléle du modéle d’obésité induit par régime riche en lipides, mimant la
majorité des troubles retrouvés chez 'homme, d’autres modéles d’obésité sont a
envisager. En effet, bien que les troubles alimentaires représentent la majorité des cas
d’obésité, une partie de la population obése présente une altération génétique. De
plus, la part jouée par les lipides alimentaires pouvant étre décisive dans les
phénomenes observés dans notre modele, le modéle de souris mutées pour le
récepteur de la leptine (db/db) nous permettrait de savoir si les phénomeénes observés
sont généralisables a tous les types d’obésité et indépendants de la qualité du régime
puisque la mutation du récepteur de la leptine, I’'hnormone de la satiété, est un modéle
de diabéte de type 2247. Une des conséquences de la mutation est 'absence de leptine
au niveau du systeme nerveux central et ainsi a une hyperphagie des animaux qui
mangent de maniére excessive et développent une obésité spontanée ainsi qu’'une
hyperglycémie et une résistance a l'insuline alors qu’ils sont en régime normal. Nous
avons réalisé des études préliminaires en utilisant ce modéle de souris db/db qui ont
mis en évidence une inflammation plus importante au niveau du site de chirurgie
(supplemental 4). Nous avons également pu observer des modifications des
populations de cellules immunes mises en jeu spécifiguement au niveau du tissu
adipeux sous-cutané ipsilatéral aprés une chirurgie (non montré). En effet, de maniéere
assez semblable aux résultats retrouvés dans le modéle de fracture, la chirurgie induit
une augmentation du pourcentage de neutrophiles dans ce dép6t adipeux, associée a
un moindre recrutement lymphocytaire. Cependant, au niveau comportemental,
I'évaluation de la mémoire réalisée au moyen du test de conditionnement par la peur
n’a pas permis de mettre en évidence un déclin cognitif. Ceci est probablement di au

modele lui-méme car les souris db/db présentent une immobilité de base rendant les
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tests comportementaux, et notamment la mesure du temps d'immobilité, difficiles.
Ainsi, nous avons observé chez ces animaux des niveaux de freezing sans chirurgie
déja tres bas rendant difficile toute interprétation (non montré). D’autres tests comme
la localisation d'objet ou le test d’interaction sociale permettraient de mieux
appréhender et étudier les dysfonctions cognitives post-opératoires chez ces individus

présentant une obésité non liée au régime alimentaire.

Dans notre étude, nous ne pouvons pas nous affranchir de la composante
métabolique associée a I'obésité et au régime HFD. Ainsi, I'utilisation de régime riche
en lipide sur une courte période permet d’induire une modification métabolique sans
obésité dans le modéle murin. De ce fait, l'utilisation d’'un modéle de souris
métaboliguement altérées par un régime riche en lipides (HFD 72%) durant 4
semaines nous a permis détudier les effets du syndrome métabolique
indépendamment des effets de I'obésité. En effet, méme si nos résultats semblent
exclure un role significatif du métabolisme sur le TCPO, le réle du diabéte et du
syndrome métabolique dans le développement du TCPO ont déja été mis en évidence
dans la littérature chez le rongeur?? et chez 'homme?#, L’étude du comportement
semble mettre en évidence une augmentation du TCPO dans ce modele bien que le
régime en lui-méme altére déja les performances cognitives (non montré). En effet, les
souris en régime HFD 72% présentent une diminution des performances cognitives
apres la fracture au test de conditionnement par la peur. L’étude des réponses au
niveau périphérique et notamment au niveau du site de chirurgie, par la mesure de
'expression génique de marqueurs de linflammation, ne met pas en évidence
d’augmentation du profil inflammatoire contrairement a ce qui est retrouvé chez les
souris HFD 60% au long cours et les souris db/db (supplemental 4). Ce résultat pourrait
suggérer que dans ce contexte de perturbation métabolique, d’autres paramétres que
le tissu adipeux sont mis en jeu pour expliquer le déclin cognitif et que I'effet ne passe
pas par une action locale en lien avec le tissu adipeux. Ainsi, étudier plus finement, a
'aide d’autres tests cognitifs, la part de I'obésité et des complications métaboliques
associées dans le TCPO nous permettrait de confirmer le role clé du tissu adipeux en

fonction de sa localisation par rapport au site de chirurgie.
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Perspectives thérapeutiques

En ce qui concerne les perspectives thérapeutiques, cette étude permettra de
renforcer les mesures de prévention hygiéno-diététique a plus long terme pour la lutte
contre I'obésité en faisant de ce trouble un facteur de risque supplémentaire et
confirmé de I'acte chirurgical. En effet, nous avons mis en évidence une réversion du
TCPO chez des animaux obéses suite a une approche nutritionnelle de restriction
calorique. Les animaux ayant été rendus obéses puis mis en régime normal pendant
1 mois ne présentent ni TCPO, ni altération des marqueurs centraux tels que NeuN et
BDNF apres une chirurgie. De méme, au niveau du site de chirurgie, il semblerait que
'inflammation soit de nouveau contrélée. Les bienfaits des approches nutritionnelles
telles que la restriction calorique, le jelne intermittent et le time restricting feeding
(TRF) (durée limitée a 8h d’apport alimentaire/jour) sont largement mis en évidence.
En effet, ces régimes ont des effets positifs sur la compaosition corporelle et la perte de
poids avec une diminution de la masse grasse?*%2%0, De plus, une amélioration des
fonctions cognitives et notamment de la mémoire a été retrouvée dans des cohortes
humaines corrélé avec une diminution de la CRP?%1, Chez la souris, la mise en régime
intermittent permet d’améliorer les fonctions cognitives et la neurogenése
hippocampique?>2. D’autre part, la mise en place d’une activité physique, qui a déja
montré ses bienfaits dans des modéles de syndrome métabolique, permettrait
également, en diminuant 'impact du tissu adipeux, de réduire le TCPO. Cependant, la
difficulté de ces approches demeure dans la compliance des patients. Il est donc

nécessaire de développer des stratégies médicamenteuses préventives ou curatives.

Ainsi, plusieurs pistes sont développées pour agir en périphérie. Nos résultats
tendent & mettre en évidence un réle majeur de I'inflammation et du tissu adipeux. Une
analyse protéomique et lipidomique (cytokines et lipides) des sécrétions de tissu
adipeux permettra d’envisager de nouvelles cibles afin de lutter contre les altérations
cognitives en préventif d’'une chirurgie du sujet obése et si une implication des
cytokines était vérifiee, l'utilisation d’anticorps anti-cytokiniques ou d’antagonistes
spécifiques de leurs récepteurs serait envisageable au décours de chirurgie d’urgence.
L’utilisation de telles molécules a déja montré ses bienfaits dans les études murines

visant a lutter contre le TCPO indépendamment de l'obésité. En effet, I'utilisation
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d’antagoniste du récepteur de I'lL-1B7° ou encore d’anticorps anti-TNF-a3 ou IL-6%3!
ont montré leur efficacité. De plus, I'étude des lipides pourrait conduire a I'utilisation de
traitements visant a rééquilibrer la balance inflammatoire. En effet, les lipides et
notamment les SPM (specialized pro-resolving mediators) dérivés des acides gras
omeéga-3 polyinsaturés jouent un rbéle majeur dans la phase de résolution de
I'inflammation?®3, La résolution de I'inflammation est une phase primordiale qui permet
larrét de tout phénoméne inflammatoire et le retour a 'homéostasie. De plus, la
modification du régime alimentaire de nos sociétés actuelles conduit a une diminution
de la consommation d’acides gras oméga-3 au profit des oméga-6, or un taux élevé
de ces derniers est corrélé avec le risque d’obésité?>*.Les médiateurs de la résolution
sont retrouvés en moindre quantité au cours de I'obésité que ce soit dans des explants
de tissu adipeux humains ou murins induit par régime gras ou par modéle
génétique>>2%%, De plus, de maniéere intéressante dans ces études, un apport exogéne
de résolvines RvD1 et RvD2 améliore I'état du tissu adipeux d’obése en diminuant ses
sécrétions de cytokines pro-inflammatoires et en augmentant la sécrétion
d’adiponectine. De ce fait, mesurer la résolution chez les patients souffrant d’obésité
fracturés permettrait de conclure quant a la nécessité d’un apport exogéne en omeéga-
3 afin de potentialiser la résolution et donc réduire I'apparition du TCPO. Les oméga-
3 ou acides gras polyinsaturés n-3 ont des effets bénéfiques sur la santé mentale et
leur apport exogéne permet d’augmenter la matiére grise et le volume de
I'hippocampe?®>” ainsi que d’améliorer la fonction cognitive?>®. De plus, dans un
contexte d’obésité, I'apport en oméga 3 permet de réduire la prise de poids et
I'adiposité chez la souris?®® ainsi que I'inflammation au niveau du tissu adipeux et au
niveau plasmatique chez 'homme?®°. Enfin, chez des modeles murins, les oméga-3
permettent de réduire la polarisation pro-inflammatoire des macrophages?6! et de la

microglie?62,

Parmi les molécules sécrétées par le tissu adipeux, une adipokine, I'apeline a
été étudiée dans I'équipe dans un contexte de chirurgie et de vieillissement. Il s’agit
d’un peptide qui a longtemps été étudié pour son réle dans le contrdle glycémique. Le
couple apeline et son récepteur APJ est exprimé de maniere ubiquitaire, et on le
retrouve notamment au niveau de zones cérébrales telles que I'hippocampe?63.264,
L’apeline possede des effets neuroprotecteurs. Son injection intracérébroventriculaire

améliore les fonctions cognitives et les Iésions tissulaires dans des modeles de Iésion
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cérébrale traumatique?®®. Les travaux réalisés dans I'équipe auxquels j'ai pu participer
(Labaste et al, en préparation) mettent en évidence un lien entre diminution des taux
plasmatiques d’apeline et apparition d’'un TCPO chez 'lhomme et la souris 4gés. De
plus, 'apport exogéne d’apeline en peropératoire chez la souris permet de prévenir
contre le développement d'un TCPO. Ces effets semblent transiter par une
amélioration de la production de résolvines qui sont augmentées chez les animaux
traités par l'apeline. Dans un contexte d’obésité, la production et la sécrétion
adipocytaire d’apeline est augmentée chez le rongeur et le patient en situation
d’obésité?%%. Ces taux d’apeline semblent bien corrélés avec I'expansion du tissu
adipeux associé a l'obésité car une perte de poids permet de diminuer
I'apelinémie?67268, Chez les souris normo pondérées, l'injection d’apeline permet de
diminuer la glycémie. Cependant, il semblerait que chez l'individu souffrant d’obésité
I'apeline endogene pourtant surproduite soit inefficace. Cette hypothése est renforcée
par 'amélioration du métabolisme apres un traitement a l'apeline chez la souris
obese?%°. Face a ce constat, un apport exogéne d’apeline pourrait étre envisagé dans

le modéle d’obésité et pourrait permettre d’empécher ou de limiter les TCPO.

Enfin, en proposant des cibles innovantes et originales, nos travaux
permettraient de participer a la lutte contre les altérations cognitives post-opératoires
gui pourraient, dans les années a venir, devenir un probleme majeur de Santé Publique
chez l'individu présentant une obésité. En effet, I'obésité s’étend de plus en plus dans
nos sociétés et aboutira prochainement a des individus possédant plusieurs facteurs
de risques de développement de TCPO comme un age avancé et une altération du
métabolisme. De plus, comme décrit dans la revue associée en annexe, le tissu
adipeux étant modifié au cours de I'age?’°. L’identification de médiateurs cellulaires ou
sécrétés par le tissu adipeux variant avec I'age et impliqués dans le TCPO, comme
montré dans notre étude, permettrait de réduire I'occurrence du TCPO. |l sera donc
nécessaire de proposer des axes stratégiques permettant de lutter contre ces
altérations cognitives pour améliorer la qualité de vie des patients et 'économie de la

santé.
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B Résumé

Le tissu adipeux est un organe central jouant de multiples réles, comme la protection thermique, le
stockage énergétique, la sécrétion d'hormones participant a I'homéostasie générale. Au cours du
vieillissement, le tissu adipeux blanc (TABI) subit un remodelage quantitatif et qualitatif. En effet, il
est a la fois le siege d'une redistribution géographique, de remodelages cellulaires et d'une
modification de ses capacités fonctionnelles. La relocalisation du TABI sous-cutané au profit du TABI
viscéral et I'augmentation du stockage ectopique de lipides (foie, pancréas, muscle) s'accompa-
gnent de la modification de son profil sécrétoire et de sa cellularité. A cela, s'ajoutent I'apparition
de cellules sénéscentes au sein du tissu adipeux et la perte des capacités de renouvellement des
cellules progénitrices. Ainsi, ces modifications du TABI entrainent une altération de I'homéostasie
générale et contribuent a l'insulino-résistance, a une dysfonction cardiovasculaire, a la perte de
mobilité, mais également aux dysfonctions cognitives en participant au phénomene d'inflamma-
tion systémique générale retrouvée au cours du vieillissement. Une meilleure compréhension des
effets de I'dge sur le TABI devrait permettre d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour
lutter contre la fragilité associée a I'age et améliorer la qualité de vie en ciblant cet organe central.

B Summary
Adipose tissue alterations during aging

White adipose tissue (WAT) plays a central role in human homeostasis by acting on energy
storage, adipokines secretion and inflammation. During aging, WAT is quantitatively and qua-
litatively altered and may participate to the onset of age-related pathologies. Indeed, progressive
loss of subcutaneous adipose tissue mass and its targeted localization in visceral adipose depot
associated with adipose tissue secretory and cellular profile alterations as well as ectopic lipids
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Modifications du tissu adipeux au cours du vieillissement

L
&
accumulation are often linked to age related diseases such as neurodegenerative alterations, loss ‘e
of mobility, diabetes, cardiovascular dysfunctions and so on. Moreover, adipose tissue is involved in Q.
the phenomenon of inflammaging leading to a systemic chronic low-grade inflammation that is E
common hallmark of all the pathologies of aging. Thus, understanding WAT modifications during g
aging displays promising options in order to improve quality of life and promote healthy aging. E
Introduction quantitatives et qualitatives dues 3 une modification du mode
Au cours des prochaines années, en France, la part de la popula- ~ de vie (alimentation plus riche/baisse de I'activité physique)
tion agée de plus de 60 ans atteindra plus de 20 % de la  associée ades perturbations hormonales. Ainsi, plusieurs études
population. Cette augmentation de la longévité s'accompagne ~ ONt pu observer qu'a partir de 65 ans s'opere une augmentation
d'une survenue plus importante de pathologies chroniques liées ~ du pourcentage de la masse grasse au dépend de la masse
3 I'age, comme les troubles cardiovasculaires, le diabete, les ~ Maigre [4]. Cette accumulation de masse grasse s'accompagne
maladies rénales ou neurodégénératives, ou encore une sur-  d'unerelocalisation du TABI d'un compartiment sous-cutané vers
venue plus importante des cas de cancers [1]. Afin d'expliquer ~ Une localisation plus profonde et viscérale et, dans certains cas,
cette occurrence plus importante, différents mécanismes celly-  d'un stockage ectopique des lipides dans différents tissus.
laires impliquant les régulations épigénétiques, biochimiques ~ Comme nous allons le décrire dans cette revue, le vieillissement
ou métaboliques ont été avancés. Plus récemment, de nom- altere également les capacités fonctionnelles des cellules qui
breuses études s'accordent sur le fait que le vieillissement des ~ composent le TABL. En effet, le TABI de la personne agéee
tissus est associé a une accumulation de cellules sénescentes ~ Présente :
correspondant & un arrét définitif du cycle cellulaire [2]. Cette  * une diminution de ses fonctions régénératrices due a une
accumulation semble étre causée par le fait que les cellules altération des capacités de différenciation de ses cellules
sénescentes deviennent progressivement résistantes a |'apop- souches ;
tose avec I'age [3]. En conséquence de cet état cellulaire, le  * une diminution de ses capacités de stockage lipidique ;
développement d'une inflammation chronique dite de bas bruit ~ * une modification des sécrétions endocrines de I'adipocyte et
s'installe avec I'age et participe a I'entretien de I'état de sénes- de la fraction stromale pouvant contribuer a une accélération
cence des cellules. des processus de vieillissement de l'organisme via, entre
Au niveau métabolique, le vieillissement se caractérise parune ~ autres, une inflammation chronique de bas bruit.
altération des réponses oxydatives, une sensibilité a linsuline  Ainsi, le TABI pourrait jouer un role central dans l'initiation, le
perturbée, et une mauvaise gestion des flux énergétiques. ~ Maintien ou I'amplification de certaines pathologies associées
Parmi les organes associés au maintien de I'homéostasie et ~ au vieillissement, et ainsi devenir une cible thérapeutique pro-
des dépenses énergétiques, on retrouve le tissu adipeux blanc ~ Metteuse dans la lutte contre les pathologies liées au
qui assume la grande majorité des capacités de stockage/res-  Vieillissement.
Eltutlon elnergetl(']ues de I'organisme. Ap cours de I'av;arxeg eN  Modifications anatomiques des tissus adipeux
age, les tissus adipeux blancs (TABI) subissent des modifications blancs
Nouvelles répartitions des tissus adipeux
. . Une étude menée dans les années 1990 a montré qu'une
Les points essentiels - . A <
relocalisation du TABI s'opere avec I'age [5]. En effet, a l'instar
+ Augmentation du vieillissement de la population et des troubles de ce qui a pu étre observé au cours de I'obésité, le vieillisse-
associés a l'age. ment s'accompagne d'une augmentation de la taille adipocy-
« Vieillissement associé a des altérations quantitatives et qualitatives du taire et du volume du tissu adipeux profond au détriment d'une
tissu adipeux. légére diminution du tissu adipeux localisé en position sous-
* Relocalisation du tissu adipeux blanc (TABI) lié a une modification du cutanée [5]. Cette redistribution des TABI semble trouver son
: L origine dans deux mécanismes différents. Premierement, il a pu
profil hormonal et des capacités de stockage. N i ) i .
L ) L étre démontré que le TABI sous-cutané perd progressivement
* Modifications intrinseques des fonctions de stockage et sécrétoires du o . N .
ses capacités de stockage avec I'avancée en dge. Ceci aura pour
R conséquence directe de rediriger les excés de substrats éner-
« Apparition de cellules sénéscentes dans I'environnement du TABI gétiques vers le TABI profond responsable de nombreux dés-
associé a une inflammation chronique de bas grade. ordres métaboliques. Parallelement a cela, une large part de la
redistribution des tissus adipeux est attribuée aux effets des
Médecine s
tome 15 > n°2 > mars 2021 es maladies -

Métaboliques



Mise au point

144

C. Tropis, M. Catenacci, P. Valet, C. Dray

hormones d'origine sexuelles. L'influence des hormones sexuel-
les sur la distribution du TABI est bien documentée et a permis
d'expliquer la différence de localisation chez les adultes jeunes
[6]. En effet, chez I'homme, le TABI est localisé au niveau
viscéral, on parle alors de répartition androide, alors que chez
la femme non ménopausée, il est majoritairement localisé au
niveau sous-cutané glutéo-fémoral (répartition gynoide).
Cependant, au cours du vieillissement, la baisse des taux des
estrogenes signant la ménopause va entrainer une relocalisa-
tion du TABI au niveau viscéral chez la femme [7]. Paralléle-
ment, les récepteurs o aux cestrogénes, présents
principalement dans les adipocytes du tissu adipeux sous-
cutané et associés a une augmentation de I'activité de la lipo-
protéine lipase et a I'accumulation de triacylglycérol [8] voient
leur expression décroitre avec le vieillissement. Ces études
démontrent également le réle du rapport testostérone/cestra-
diol dans la localisation du tissu adipeux avec l'age [9]. Chez
I'homme, on peut observer une diminution des taux de testos-
térone plasmatique qui va jouer un réle important dans la
localisation du TABI. Ainsi, une supplémentation en testostérone
chez des sujets masculins permet d'éviter la relocalisation du
tissu adipeux au niveau viscéral et est associée a un meilleur
stockage des lipides [10] grace a une augmentation des récep-
teurs o2-adrénergiques [11]. De ce fait, hommes et femmes
voient une redistribution de leur tissu adipeux au niveau central
au cours de l'age dépendant des variations des hormones
sexuelles [6].

Le tissu adipeux viscéral étant directement associé a la présence
de dysfonctions cardiovasculaires participant au syndrome
métabolique, cette relocalisation liée a I'dge constitue un fac-
teur de risque majeur chez la personne agée [12]. Ainsi, cette
redistribution pourrait participer au phénoméne de fragilité
décrite chez la personne agée.

Localisation ectopique des lipides

Comme nous I'avons vu précédemment, la redistribution du TABI
s'accompagne de la relocalisation des lipides du tissu adipeux
sous-cutané au niveau du TABI viscéral. Cependant, I'exces de
substrat énergétique peut aussi se localiser de facon ectopique
dans d'autres tissus, comme le foie, le muscle squelettique ou le
pancréas [13,14]. Comme cela a déja pu étre décrit au cours de
pathologies métaboliques associées a |'obésité, cette présence
anormale de lipides ectopiques conduit a une augmentation des
mécanismes inflammatoires induits par les phénomenes de
lipotoxicité. Au niveau mécanistique, cette lipotoxicité va
induire une augmentation des espéces réactives de I'oxygene
et, a terme, I'activation des voies nuclear factor-kappa B (NFkB)
ou de la protéine kinase C (PKC) induisant la plupart des dés-
ordres métaboliques [15]. La présence de ces lipides au niveau
hépatique est associée a une altération spécifique du métabo-
lisme du glucose participant a l'insulino-résistance réguliere-
ment observée chez la personne agée. Au niveau musculaire,

les dépdts ectopiques lipidiques se retrouvent localisés au
niveau inter- et intramusculaire. De facon intéressante, la pré-
sence de ces lipides dans les cellules musculaires est associée
a l'altération des capacités musculaires, avec une diminution de
la force et de la mobilité, mais aussi de la consommation du
glucose participant ainsi a l'insulinorésistance [16]. Enfin, une
accumulation de lipides au sein du pancréas a été observée et
participe a l'altération fonctionnelle de ce tissu au cours du
vieillissement [14]. Les altérations du TABI jouent donc un rdle
central au cours du vieillissement en impactant le métabolisme
global, mais également, et plus spécifiquement, en altérant le
fonctionnement d'autres organes (figure 7). Tous ces phéno-
ménes concourent a I'augmentation de l'occurrence des trou-
bles cardiovasculaires, tels que I'athérosclérose chez la personne
agée, mais également a des troubles musculo-squelettiques,
comme la sarcopénie.

Conséquences du vieillissement sur les capacités
intrinséques du tissu adipeux

Maoadification des fonctions de stockage adipocytaire au
cours du vieillissement

Les adipocytes sont les cellules majoritaires du tissu adipeux.
Elles ont pour réle principal le stockage de I'énergie au sein de
leur vacuole lipidique et sa restitution en cas de besoin. Ces
adipocytes sont issus du processus d'adipogenése au cours
duquel des progéniteurs, les pré-adipocytes, se différencient
en adipocytes matures. L'une des premieres fonctions du TABI
altérée au cours du vieillissement est la capacité de ces pro-
géniteurs a se différencier. En effet, la diminution de I'expression
du récepteur de prolifération des peroxysomes (PPAR[) et du
facteur de transcription adipogénique « CCAAT/enhancer binding
o » (C/EBPa), essentiel & I'adipogenese, est observée au cours
du vieillissement dans des cultures primaires d'adipocytes de rats
[17]. Ainsi, les progéniteurs adipocytaires de rats agés présen-
tent, in vitro, une moins bonne capacité de différenciation
comparée a ceux d'animaux jeunes [18]. De plus, I'augmentation
d'inhibiteurs de la voie de C/EBPo, l'isoforme C/EBPB-LIP et C/
EBP HomolOgous Protein (CHOP), dans les pré-adipocytes a été
constatée au cours du vieillissement, et donc une inhibition de la
cascade de signalisation de la différenciation adipocytaire [19].
La conséquence directe de ces mécanismes intracellulaires est
une diminution de Ia taille des adipocytes (hypotrophie) qui va
s'ajouter a une diminution de la capacité des cellules souches
pré-adipocytaires a renouveler le stock d'adipocytes (hypoplasie)
[20]. A I'opposé de ce qui se passe au cours des premiers stades
de I'obésité, cette perte de fonction contribue & une moindre
extension du tissu adipeux, induisant une altération des capa-
cités a accumuler ou a mobiliser des lipides.

Parallelement a I'altération des processus adipogéniques, I'adi-
pocyte agé est aussi le siege d'une perturbation de ses capacités
intrinseéques de stockage et mobilisation de lipides. En effet, il a
été observé qu'avec I'age, les adipocytes des TABI sous-cutanés
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FIGURE 1
Schéma des modifications anatomiques des tissus adipeux blancs et bruns au cours de I'dge
et viscéraux perdent cette capacité de stockage [21]. La mobi-  pro-inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-1B, I'lL-6 et le
lisation lipidique - ou lipolyse - est I'une des fonctions majeures  tumor necrosis factor oo (TNF-a), est augmentée dans le tissu
du tissu adipeux qui consiste en la libération des acides gras  adipeux viscéral chez des souris agées [24]. Parallelement
stockés dans le tissu adipeux suite a une demande énergétique.  a cette inflammation de bas bruit, I'adiponectine, hormone
La lipolyse adipocytaire est, elle aussi, impactée avec I'dge, elle  reflétant I'activité adipogénique et sécrétée par les adipocytes
est diminuée chez I'homme et le rongeur agé. Ceci s'explique  matures, est diminuée [25]. Compte tenu de son rdle dans la
par une diminution de stimulation de la voie p-adrénergique  différenciation adipogénique, la sensibilité a l'insuline et le
(activatrice de la lipolyse) au profit de la voie a2-adrénergique  stockage des acides gras, on peut supposer que cette diminution
(inhibitrice de la lipolyse). L'AMP cyclique (AMPc), nécessaire  participe également aux dérégulations observées au cours du
a l'activation de cette voie, se trouve diminué, impactant I'acti-  vieillissement [25]. La leptine, autre adipokine impliquée dans
vation de la lipolyse [22]. De plus, Hoffman et al. démontrent e phénomene de satiété, est augmentée chez les souris agées.
qu'une libération d'adénosine endogéene chez des souris dgées  Ces concentrations, semblables a celle retrouvée dans des
participe également a cette altération [23]. conditions d'obésité, témoignent d'une moindre sensibilité
a la leptine avec I'age [26]. De plus, au sein du TABI, les cellules
Maodification des fonctions sécrétrices au cours du de la fraction stroma-vasculaire, et notamment les cellules
vieillissement immunes, subissent un important remodelage au cours du
Le tissu adipeux posséde une fonction endocrine cruciale via la  vieillissement. Une modification au niveau du phénotype des
sécrétion de molécules bioactives (cytokines, chimiokines,  lymphocytes T et des macrophages a ainsi été observée chez les
hormones. ..) décrites sous le nom d'adipokines. Au cours du  souris dgées [27]. En effet, une diminution des macrophages
vieillissement, ces sécrétions sont modifiées et participenta I'in-  anti-inflammatoires de type M2 au profit de macrophages de
flammation de bas bruit associée au vieillissement (figure 2). En  type M1 - dits pro-inflammatoires - et une augmentation des
effet, Wu et al. montrent que I'expression génique des cytokines  lymphocytes T a été observée. Ce remodelage immun participe
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FIGURE 2
Fonctions du tissu adipeux altérées au cours du vieillissement

al'inflammation et a la résistance a I'insuline retrouvées au sein
du TABI au cours de I'age. Ces changements cellulaires et sécré-
toires peuvent étre impliqués dans l'installation de certaines
maladies, comme les maladies neurodégénératives (maladie
d'Alzheimer). Il a été montré, par exemple, qu'une surproduc-
tion de leptine, similaire aux concentrations retrouvées en
condition d'obésité, induisait une résistance au niveau du sys-
téme nerveux central et, a terme, une atrophie cérébrale asso-
ciée a des troubles neurodégénératifs [28]. De plus, ces taux
anormaux de leptine induisent une phosphorylation des pro-
téines Tau et B-amyloide, impliquées dans la maladie d'Alzhei-
mer, entrainant une altération des performances cognitives
[28]. Compte tenu de la surproduction de cytokines pro-inflam-
matoires induite par le tissu adipeux chez les personnes agées,
ces mécanismes semblent corrélés a la mise en place des
troubles cognitifs, ainsi que des maladies neurologiques retrou-
vées au cours du vieillissement [29].

Impact de la sénescence sur les altérations des
tissus adipeux blancs

La sénescence est définie comme un arrét définitif du cycle
cellulaire. Ce phénomene est observé en réponse a plusieurs
facteurs, tels qu'un raccourcissement des télomeres, des dom-
mages a I'ADN, I'activation d'oncogénes, ou en réponse a un
stress. Au cours du vieillissement, les stress environnementaux
ne cessent d'augmenter, conduisant a I'accumulation de cellules
sénescentes [2]. Ces cellules subissent des modifications, tant
au niveau phénotypique qu'au niveau sécrétoire. En effet, les
cellules sénescentes possédent un sécrétome qui leur est pro-
pre, le SASP (pour Senescent Associated Secretory Phenotype).
On vy retrouve des cytokines pro-inflammatoires, des

chimiokines, des métalloprotéases, ou encore des facteurs de
croissance. Via le SASP, les cellules sénescentes participent a la
dérégulation des fonctions essentielles pour I'homéostasie
tissulaire.

La sénescence du TABI est de plus en plus étudiée afin de
comprendre l'impact de cet état cellulaire sur les fonctions de
ce tissu [30]. De facon intéressante, on comprend mieux le réle
délétere de ces cellules grace a des expériences de coculture de
ces adipocytes sénescents et de progénitures adipocytaires. En
effet, I'équipe de James Kirkland a pu montrer le réle des
sécrétions d'adipocytes sénescents en observant qu'au cours
de ces expériences de cocultures entre des adipocytes sénes-
cents et des pré-adipocytes issus d'individus jeunes, les pro-
géniteurs adipogéniques perdaient leurs capacités de
différenciation [18]. De plus, la sénescence des adipocytes
est associée directement a la perte des fonctions adipogéniques
intrinséques et, via l'induction d'un SASP responsable d'une
inflammation dite stérile, du recrutement de cellules immunes
pro-inflammatoires, telles que des macrophages au sein du TABI
[31]. Ces réqgulations ont pu étre observées chez la souris, mais
également chez I'homme agé [32]. Afin de démontrer I'impor-
tance des sécrétions du TABI au cours du vieillissement, des
expériences d'inhibition du SASP ont permis de montrer le réle
du TABI et de ses sécrétions sur les capacités physiques et la
fragilité observées chez des souris agées. De plus, des travaux
ont montré, grace a une stratégie de blocage dans les adipo-
cytes, qu'un facteur clé de la sénescence (tumor protein
53 [P53]), induit une perte de la sensibilité a I'insuline, ainsi
qu'une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, tel que
le TNFo: [33]. Ces résultats soulignent le role de la sénescence
des cellules du TABI dans les dysfonctions métaboliques et
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l'inflammation retrouvées au cours du vieillissement. Tous ces
phénomenes concourent a la perte de fonction adipocytaire,
aussi bien au niveau du stockage que des sécrétions.

Conclusion

L'augmentation de la proportion de la population agée au
niveau mondial observée ces derniéres années s'accompagne
d'une diminution de la qualité de vie et d'un codt socio-éco-
nomique majeur. Dans ce contexte, le tissu adipeux est de plus
en plus considéré comme une des cibles potentielles dans la
lutte contre la fragilité liée au vieillissement. En effet, si le role
de ce tissu alongtemps été peu considéré dans la lutte contre les
pathologies liées au vieillissement, il apparait aujourd'hui pri-
mordial de mieux comprendre ses dysfonctions au cours de
I'avancée en age afin de pouvoir appréhender au mieux ces
changements. Ainsi, la redistribution des capacités de stockage
énergétique, qu'elle soit viscérale ou ectopique, est délétére
pour l'organisme et doit faire I'objet d'une adaptation des
comportements, tant au niveau nutritionnel qu'au niveau des
dépenses énergétiques (exercice physique). De méme, agir sur
les nouvelles caractéristiques fonctionnelles et sécrétoires du
TABI qui ont lieu avec I'avancée en age permettrait de ralentir
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