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Introduction

Le trouble cognitif post-opératoire (TCPO) est aujourd’hui reconnu comme un
probléme de santé publique dont I'incidence augmente avec I'avancée en age de la
population. Ce trouble conduisant a une diminution des capacités cognitives des
patients, est associé a une morbidité et une mortalité élevées, et représente un coat
pour la société. De plus, 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 réle majeur de l'inflammation produite au décours de la chirurgie. En effet,
cette inflammation systémique conduit par la propagation de signaux pro-
inflammatoires a une neuroinflammation passant par I'entrée de cellules immunes et
signaux pro-inflammatoires au niveau central responsables de I'altération des voies de
la plasticité synaptique.

Ainsi la question du statut inflammatoire de base du patient se pose. L'obésite,
pathologie présentant une inflammation chronique a bas niveau, pourrait représenter
un facteur de risque dans le développement et le maintien des altérations cognitives
post-chirurgicales. L'obésité représente le mal de la société moderne et un enjeu de
santé publique avec une incidence qui ne cesse d’augmenter et de nombreuses
maladies métaboliques et cardiovasculaires associées. Cependant, I'obésité joue
également un rdle au niveau neurologique et représente un facteur de risque de

maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer ou les démences.
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Dans ce contexte, I’objectif de notre étude a été de déterminer le lien entre
les modifications du tissu adipeux associées a I'obésité et le trouble cognitif
post-opératoire. Pour cela, un modéle d’obésité induit par régime riche en lipide (High
Fat Diet 60%) associé a un modele de TCPO induit par fracture fermée du tibia droit,
tous deux développés dans I'équipe, ont été choisis et mis en place chez la souris.
Dans un premier temps, I'étude du comportement et notamment des capacités
mnésiques a mis en évidence une altération des capacités cognitives spécifique des
souris obéses suite a la chirurgie. De plus, I'étude des mécanismes impliqués au
niveau central signe une altération de la barriere hémato-encéphalique et un
remodelage des cellules impliquées dans la neuroinflammation (cellules de la
microglie et astrocytes) dans ce modele de souris obése fracturée. Afin de comprendre
le réle du tissu adipeux dans les phénomeénes observés, I'étude des molécules
sécrétées par ce dernier a été entreprise sur des lignées de cellules de microglie

d’origine murine in vitro.
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Partie | : Revue de la littérature

. Les fonctions cognitives

Les fonctions cognitives correspondent a un ensemble fonctionnant de maniére
coordonnée et permettant I'acquisition, I'analyse et la transmission de I'information.
Elles rassemblent plusieurs capacités parmi lesquelles l'attention, la mémoire, la
perception, la parole et le langage, mais aussi la prise de décision et le contréle de la

fonction exécutive '. Ces fonctions sont associées a différentes aires cérébrales.

Attention

[ Prise de décision ] [ Fonctions exécutives ]

Perception

[ Langage ]

[ Mémoire ]

Figure 1 : Ensemble des fonctions cognitives.
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1. La mémoire : I'indispensable interaction avec I’environnement

La mémoire est une fonction cognitive majeure permettant l'intégration, la
conservation et la restitution des informations pour permettre I'interaction avec notre
environnement 2. Cette mémorisation est divisée en trois grandes étapes :
I'apprentissage, la consolidation puis le rappel, décrites pour la premiére fois en 1990
par Miller et Pilzecker 3. On retrouve cing grands types de mémoires dont chacun est

associé a une aire cérébrale spécifique :

La mémoire sémantique, associée au néo-cortex, correspond aux

connaissances genérales du monde et de soi.

- La mémoire inconsciente procédurale, associée au cervelet, correspond aux
gestes faits par automatisme.

- La mémoire implicite, associée au cortex, correspond aux émotions et a
I'inconscient.

- La mémoire de travail, associée au cortex pré-frontal, correspond a la mémoire
a court terme.

- La mémoire explicite, associée a I'hippocampe, correspond au souvenir propre

de chaque individu et dépend du contexte. L’hippocampe est I'aire centrale de

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

L’hippocampe est une petite formation cérébrale impliquée dans la formation,
I'organisation et le stockage de la mémoire spatio-temporelle, ainsi que I'apprentissage
(Figure 2) 4 5. Cette zone cérébrale est constituée de 2 parties principales, le gyrus
denté (DG) et la corne d’Ammon (CA) subdivisée en 3 zones CA1, CA2 et CA3. Les

informations venant du cortex suivent un circuit trisynaptique et vont ainsi se propager
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du cortex entorhinal vers le DG qui va jouer un role de réception de I'information afin
de permettre la séparation et I'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.

Hippocampe

Figure 2 : Localisation de I’hippocampe chez ’THomme.

Au cours de l'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 recgoit 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, tel
que le glutamate contenu dans des vésicules, au niveau de la fente

synaptique.
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ii)

Ce neuromédiateur va ensuite se fixer au niveau de récepteurs tel que le
récepteur au glutamate NMDA (N-méthyl-D-aspartate) ou des récepteurs
couplés aux protéines G au niveau de la membrane du neurone post-
synaptique et ainsi étre responsable de I'activation de voies de signalisation
et d’'un nouveau signal électrique ”.

Ces mécanismes de transmission synaptique conduisent par la suite a
'expression de genes et a la synthése de protéines responsables de la
consolidation. En effet, les voies de signalisation contrdlant 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 c-FOS 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 &.
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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 systémique qui met
en jeu plusieurs aires cérébrales corticales impliquées dans le stockage et le rappel
de la mémoire °. Cette étape permet d’ancrer I'information afin que son rappel soit plus

rapide.
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2. L’évaluation de la mémoire : de ’Homme et ’Animal

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

IADL (Instrumental Activities of Daily Living) et la qualité de vie par auto-évaluation.

18



Test de réalisation de taches multiples : Trial Making Test

4 )

- 8234
- 911250
- 5620417
- 019652748
- 83501627416

- J

Test de mémorisation de suites numériques : Digit Span Test

Figure 4 : Exemples de tests de cognition réalisés chez ’'Homme.
Test de réalisation de taches multiples : les patients doivent relier les points par
ordre croissant de chiffres puis dans un deuxiéme temps de chiffre et de lettres.

Test de mémorisation de séquences numeériques.

Chez I'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 et
tactile a un événement douloureux par choc électrique. Le test de localisation d’objet
permet également d’évaluer la mémoire hippocampo-dépendante. Au cours de ce test,

les animaux s’aident de repéres visuels spatiaux pour se souvenir de la localisation
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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 l'individu présente.

Test de conditionnement par la peur

| I
: :<»>>

)~ |y~

Test de localisation d’objet
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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 pour évaluer leur mémoire caractérisée par
une réaction de peur mesurée par une durée d’'immobilisation.

Test de localisation d’objet. 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 ils 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 I'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 fagon
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

neurologiques post-opératoires.
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Le trouble cognitif post-opératoire : une perte de mémoire

méconnue médiée par I'inflammation

1. Le trouble cognitif post-opératoire : définition et généralités

Décrites pour la premiére fois en 1955 par Bedford "' comme “un effet
indésirable cérébral de [l'anesthésie chez la personne &gee”, les dysfonctions
cognitives post-opératoires sont classées selon deux groupes : le délirium post-
opératoire et les troubles cognitifs post-opératoires (TCPO) réecemment décrits
dans la nomenclature du DSM-5 (cinquiéme édition du Manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux rédigé par I'Association Américaine de Psychiatrie)
parmi les troubles cognitifs péri-opératoires '2. Alors que le délirium est défini comme
une phase aigue persistant généralement quelques heures ou quelques jours, le
TCPO apparait a partir d’'une semaine aprés la chirurgie et peut durer plusieurs mois.
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 meédicaments, la persistance de leffet de
I'anesthésie, la présence de perturbations physiologiques (hypoxie, infection) et les
fluctuations de la conscience avec présence d’intervalles de lucidité observés. Le
diagnostic du TCPO est lui plus difficile et dépend de la comparaison de I'état cognitif

des patients avant et apres la chirurgie.
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Le TCPO est caractérisé par un déficit de I'attention, de la concentration, de la
fonction exécutive, de la perception, de 'apprentissage et de la mémoire, apparaissant
juste aprés la chirurgie. Chez la personne ageée, ce trouble cognitif présente une
incidence de 25 a 40% 10 jours aprés la chirurgie puis il passe a prés de 10% a 3 mois
avec une résolution progressive dans le temps. Cependant, le TCPO peut persister
des années dans 1% des cas et I'on considere alors que le patient est entré dans une
phase de démence représentant elle-méme une pathologie bien caractérisée 3. 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.

L’étiologie du TCPO n’est pas encore totalement connue mais plusieurs
facteurs de risques ont été identifiées. On retrouve 'dge avanceé, dépassant 65 ans,
les réserves cognitives avant la chirurgie et un faible niveau d’éducation. De plus, le
type de chirurgie joue un réle capital puisque plus une chirurgie est lourde et invasive,
telles que les chirurgies cardiaques et orthopédiques, plus le risque est élevé '

(Figure 6).
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Figure 6 : Facteurs de risque du trouble cognitif post-opératoire.
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2. Le trouble cognitif post-opératoire: une inflammation

systémique aigue

Longtemps I'anesthésie a été désignée comme I'étiologie du TCPO avec une
attention particuliére portée a 'anesthésie générale. Cependant plusieurs études ont
mis en évidence une absence de lien entre le type d’anesthésie, locale ou générale,
et le développement de ce déclin cognitif '>. 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 6.
L’hypothése actuelle la plus probable quant aux causes du développement du TCPO
est donc 'inflammation (Figure 7). L’inflammation est un mécanisme physiologique,
caractérisée par la présence de douleur, rougeur, fievre et sueur (tumor, dolor, rubor,
calor) et par 3 phases : I'initiation, 'amplification et la résolution. La premiere étape est
caractérisée par l'arrivée de polynucléaires neutrophiles suivis de monocytes
provenant de la circulation qui vont alors se différencier en macrophages
inflammatoires de type M1. Ces macrophages pro-inflammatoires vont aboutir a
I'activation des macrophages tissulaires dans un phénotype inflammatoire. Par la
suite, I'élimination des neutrophiles permet un arrét de la cascade de signalisation et
un changement de phénotype des macrophages au profit d’'un type anti-inflammatoire
M2 '7. Ce phénoméne est bénéfique en condition physiologique, cependant si

I'inflammation est mal maitrisée elle peut conduire a des altérations 8.

Ainsi, il a été montré chez I'animal que I'inflammation systémique induite au site
de chirurgie semble jouer un rdle majeur et aboutir a une inflammation au niveau du

systéme nerveux central '%2°. Chez 'homme, une augmentation des médiateurs pro-
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inflammatoires a également été mise en évidence au niveau plasmatique ainsi qu'au
niveau du liquide cérébro-spinal ?'- 22, Cependant, les mécanismes 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. Au cours de la chirurgie, un signal pro-inflammatoire va étre
déclenché passivement par les cellules endommagées via la libération de DAMPs
(damage asssociated molecular protein) 23 telle que la molécule HMGB1 (high
molecular group box 1 protein) 24 25. HMGB1 active des PRR (pattern recognition
receptor) comme les TLR (toll like receptor) notamment retrouvés sur les
macrophages. Ceci aboutit alors a l'activation du facteur nucléaire NF-kB (nuclear
factor kappa B) responsable de la régulation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que I'lL-6, le TNF-a et I'lL-1B par les macrophages 5.
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Figure 7 : Réponse inflammatoire systémique post-chirurgie.

Au décours de la chirurgie, la lésion 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 les interleukines 1

et 6 et le tumor necrosis factor a.
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3. Le trouble cognitif post-opératoire : une neuroinflammation

exacerbée

Par la suite, lorsque ce phénomeéne inflammatoire systémique est mal controlé,
il va étre responsable d’'une neuroinflammation transitant par I'altération de la barriére
hémato-encéphalique (BHE) (Figure 8). En condition physiologique, la BHE est
constituée de cellules endothéliales soutenues par la présence de péricytes et
d’astrocytes. Les cellules endothéliales sont reliées entre elles via des jonctions
serrées formées de protéines transmembranaires (claudines, occludines, zonula
occludens) ?’. Cependant, au cours de I'inflammation, une rupture de la BHE a lieu
conduisant a une plus grande permeéabilité aux cytokines pro-inflammatoires et cellules

immunes menant a une inflammation hippocampique 28 et donc a un déclin cognitif 2°.

De plus, cette neuroinflammation passe par I'activation de cellules au niveau
central. En condition basale, 'environnement des neurones est composé de nombreux
types cellulaires chargés de maintenir le systtme de connexions neuronales et la
plasticité synaptique. On retrouve dans cet environnement les cellules de la microglie.
Ces derniéres sont les cellules immunes principales du cerveau et elles jouent un réle
dans la régulation de la neurogenese, la formation et disparition de synapse et le
remodelage des circuits neuronaux. En condition basale, les cellules de la microglie
sont dans un état de quiescence présentant une structure ramifi€ée mais lorsque la
microglie est exposée a un signal de danger, infection, lésion tissulaire, ou
inflammation elle s’active 303'.32, Cette activation passe par i) un changement de
morphologie (avec le passage a une structure sphéroide avec moins

d’embranchements) et par ii) la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
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I'IL1B, I'lL-6 et le TNF-a pouvant altérer la production des neurones et leur survie 3334,
En effet, ceci entraine une diminution de la neurogenése, de la voie du BDNF et de la
plasticité neuronale 3536,

De plus, lorsque le systéme s’emballe d’autres cellules du SNC vont pouvoir s’activer
et s’associer a la microglie, ce sont les astrocytes. En effet, les astrocytes, cellules
participant a la constitution de la barriere hémato-encéphalique et reliés aux neurones
au niveau de leurs synapses, vont pouvoir s’activer dans un profil pro-inflammatoire
suite a I'activation des cellules de la microglie. C’est le phénoméne d’astrogliose qui
entre en jeu quand I'inflammation centrale ne peut étre supportée que par les cellules
de la microglie. Les astrocytes sécrétent alors a leur tour des molécules pro-

inflammatoires responsables eux aussi de la dégradation des neurones.
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Figure 8 : Réponse inflammatoire centrale post-chirurgie.

L’inflammation systémique va conduire a une altération de la barriere hémato-
encéphalique conduisant a I'entrée de cellules et molécules pro-inflammatoires
dans le systeme nerveux central. Cette neuroinflammation va entrainer une
activation des cellules immunes du cerveau, les cellules de la microglie, qui vont

entretenir cet état inflammatoire par leur auto-activation et la sécrétion de molécules

pro-inflammatoire.
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L’obésité : une inflammation sous-jacente

1. L’obésité : définition et généralités

L’'obésité touche des millions d’individus dans le monde. Elle peut étre la
résultante d’'une mauvaise alimentation, dans la majorité des cas, ou d’'une anomalie
geénetique. De nos jours, cette pathologie représente un probléme de santé publique
majeur avec une augmentation constante de sa prévalence. En effet, sa prévalence a
triplé entre 1975 et 2016 (Figure 9), concernant prés de 13% de la population mondiale

(11% des hommes et 15% des femmes).

Incidence de |'obésité dans le monde en 1975

Nodata 0% 5% 10% 15|% 20% 25% 30% 35% >40%
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Incidence de |'obésité dans le monde en 2016

Nodata 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% >40%

Figure 9 : Evolution de 'incidence de I’'obésité au cours du temps
(1975-2016).
World Health Organisation

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 ». En effet, au cours de I'obésité, les adipocytes dont le rble est le
stockage des lipides, vont subir un remodelage avec une hypertrophie suivie d’'une
hyperplasie. En effet, face a 'augmentation des lipides provenant de I'alimentation on
assiste a une saturation de leur capacité de stockage conduisant a cette expansion.
De plus, lorsque les capacités des adipocytes sont atteintes on assiste a une

redistribution des dépdts lipidiques et notamment une localisation ectopique des
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lipides (au niveau du foie, du muscle) et des dépb6ts anormaux de tissu adipeux (au
niveau péri-cardique, péri-rénal ou de la bosse du bison qui correspondent a des
formations lipidiques au niveau du cou et de la nuque). Afin de mesurer cette obésité
deux méthodes de mesures sont utilisées en routine :

i) la mesure de I'indice de masse corporelle (IMC) qui correspond au poids
de la personne (en kilogrammes) divisé par le carré de sa taille (en
meétres)

ii) le rapport du tour de taille/hanche (RTH).

Une personne ayant un IMC de 30 ou plus et/ou un rapport taille-hanche > 0,85 pour
les femmes et > 1 pour les hommes sera considérée obése.

De plus, I'obésité est souvent liée a une hypertension et une intolérance au glucose
participant a la triade de processus associés au syndrome métabolique (au moins 3
des atteintes suivantes obésité, hypertension, intolérance au glucose, dyslipidémie).
L’obésité est un facteur de risque de maladies cardiovasculaires, de diabéte de type
2, de certains cancers, d’arthrose mais également de troubles neurologiques (Figure

10).
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Figure 10 : Généralités sur I'obésité.
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2. L’obésité : un tissu adipeux modifié

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 thermogéneése. 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 posséde deux composantes majoritaires :

- Les adipocytes qui représentent 90% des cellules sont des cellules
mononuclées contenant une vacuole lipidique représentant la quasi-totalité de
la cellule. Ces adipocytes vont permettre le stockage des lipides. De plus, les
adipocytes conferent 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 I'adiponectine.

- 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, des cellules immunes.
Au cours de l'obésité, le tissu adipeux blanc présente une hyperplasie
(augmentation du nombre) et hypertrophie (augmentation de la taille) des adipocytes

qui se gorgent de lipides et génére une augmentation de l'adipogenése. Cette
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hypertrophie des adipocytes va conduire au recrutement de nouvelles cellules
immunes et une modification des sécrétions vers un profil pro-inflammatoire (Figure

11).

Tissu adipeux sujet mince Tissu adipeux sujet obése
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Figure 11 : 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 des adipocytes et une augmentation de leurs sécrétions
pro-inflammatoires (cytokines et chimiokines) couplé a leur nécrose. Ceci est
responsable du recrutement de macrophages pro-inflammatoires (type M1) via des

signaux po-inflammatoires et une augmentation systémique de l'inflammation.
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3. L’obésité : un état d’inflammation chronique de bas bruit

Le stockage excessif et anormal de masse grasse retrouve au cours de 'obésité
conduit a une inflammation chronique dite de bas bruit liée a la fonction endocrine
exercée par le tissu adipeux. En 1993, Hotamisligil et al 4° ont montré une
augmentation des taux de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a dans le tissu adipeux
blanc de femmes obéses comparés au tissu adipeux blanc de femmes normo-
pondérées, ainsi qu'une augmentation des sécrétions pro-inflammatoires de TNF-a
issues d’explants de leur tissu adipeux (Figure 12). Il a été montré que lors de
'obésité, le tissu adipeux blanc viscéral est plus inflammatoire que le tissu adipeux
sous cutané qui joue plutdt un role de protection #'. En effet, chez I'individu obése une
augmentation de l'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 4243,
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Figure 12 : Inflammation du tissu adipeux de l'individu obése. Expression

ARNm de TNF-a dans le tissu adipeux blanc de femmes obeses et minces (A).

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

minces (B).

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).

Ces signaux autocrines, paracrines et endocrines vont conduire a l'infiltration
de macrophages pro-inflammatoires M1 44 dans le tissu adipeux sous forme de crown-
like structure entourant les adipocytes, eux aussi responsables de la sécrétion de
molécules pro-inflammatoires 4% 46. Cette augmentation de I'inflammation locale va
conduire a une inflammation systémique également responsable de l'installation de
troubles métaboliques, d’'une insulino-résistance et de désordres cardiovasculaires.
De plus, I'étude du profil inflammatoire au cours de perte de poids chez l'individu obése
met en évidence une diminution des marqueurs pro-inflammatoires ainsi qu’une
augmentation des marqueurs anti-inflammatoires. Ces résultats confirment le réle du
tissu adipeux dans linstallation de cette inflammation chronique de bas bruit et la

réversion de cette inflammation lorsque le poids des patients diminue 47> 48,
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llll. L’obésité : un facteur de risque pour le trouble cognitif

post-opératoire ?

L’'inflammation chronique jouerait un rdle dans le développement de
nombreuses pathologies et notamment de certains troubles neurologiques. En effet
chez 'Homme, des altérations d’aires cérébrales, impliquées dans la régulation des
dépenses énergétiques ou dans le maintien des fonctions cognitives, ont été
retrouvées au cours de I'obésité. L'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
hippocampique réduit a aussi été mis en évidence chez les patients atteints d'un
diabéte de type 2 et obéses a lI'dge adulte. Cette diminution de volume de
I'hippocampe est alors associée a des troubles des fonctions mnésiques sans
altération des autres capacités cognitives 5. L'étude de l'effet du syndrome
meétabolique a l'adolescence signe également une corrélation entre le trouble
métabolique et la diminution du volume de I'hippocampe associée a un trouble cognitif
52, Le syndrome métabolique étant caractérisé par I'association du diabéte de type 2,
de dyslipidémie et d’'une obésité, il est essentiel de comprendre les liens entre I'obésité

et ces dysfonctions cognitives (Figure 13).
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1. L’obésité : acteur de la neuroinflammation

L’étude des mécanismes mis en jeu au cours de I'obésité met en évidence la

présence d’'une neuroinflammation.

La premiére zone cérébrale identifiée comme exprimant une réponse
inflammatoire a I'obésité est '’hypothalamus. L’hypothalamus est la zone cérébrale
chargée du contréle de la consommation alimentaire et de la dépense énergétique via
la leptine et l'insuline %3. La consommation anormale et excessive de graisses et
notamment d’acides gras saturés conduit a une intolérance a linsuline et une
inflammation systémique générant une réponse inflammatoire centrale au niveau de
I'nypothalamus 54. Cette neuroinflammation passe notamment par une altération de la
perméabilité de la barriere hémato-encéphalique due au régime HFD °°. En effet, un
régime riche en lipides est responsable d’'une destruction de la BHE par la diminution
de I'expression des protéines des jonctions serrées 6. De ce fait, des signaux de
dangers sont pergus par les cellules hypothalamiques via des PRR tels que le TLR4
activant les voies de NFkB et JNK, qui jouent un réle dans la neuroinflammation induite
par les lipides °7. De plus, il a été observé une augmentation précoce des marqueurs
de l'inflammation tels que I'lL-6 et le TNF-a au niveau central alors qu’il faut plus de
temps pour observer une inflammation au niveau d’organes clefs du métabolisme tels
que le foie et le tissu adipeux. Ce phénoméne d’inflammation hypothalamique précoce
semble cependant transitoire avec une mise en place de phénomenes anti-
inflammatoires aprés plusieurs semaines de régime riche en lipides 58 5.

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

l'obésité et la consommation excessive de lipides. En effet, 'hippocampe, région
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chargée de la cognition et de la mémoire, est également affectée par la
neuroinflammation liée a l'obésité. Le modéle de souris db/db (souris rendues
hyperphages 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. De fagon intéressante, cette inflammation centrale est
reverseée par la pratique d’'un exercice physique et/ou une perte de poids des animaux
montrant le réle potentiel de I'obésité et de la réduction du tissu adipeux dans les

phénomeénes observés 60 61,

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, cellules immunes les plus abondantes du cerveau puis, dans un second

temps, des macrophages dérivés des monocytes de la moelle osseuse.

Le régime HFD est responsable de la mise en place d'un phénoméne de gliose
avec une prolifération des cellules de la microglie et des astrocytes responsables
d’altérations neuronales %8. De ce fait, I'inflammation produite par la consommation
d’acides gras saturés conduit a 'activation de la microglie, elle méme responsable de
la neuroinflammation. Enfin, l'étude d’'imagerie par résonance magnétique
nucléaire d’hypothalamus d’individus humains obéses met également en évidence
une inflammation hypothalamique montrant un phénoméne de gliose avec activation
de la microglie 58 %°. De plus, lorsque la microglie est inhibée on n’observe plus
d’inflammation au niveau hypothalamique sous régime riche en lipides 3. Les cellules
de la microglie possedent des récepteurs reconnaissant les signaux de dangers, les
TLR et notamment le TLR4 leur permettant d’activer les cascades de signalisation du

NFkB. En réponse a un régime riche en acides gras saturés, I'activation de la microglie
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et de la voie du NFkB conduisant a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ont

ainsi été mis en évidence in vitro %4.

De plus, lorsque la présence du régime riche en lipides persiste, on observe
une migration des macrophages dérivés de la moelle osseuse vers I'hypothalamus qui
est dépendante de I'activation de la microglie. 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 5. Aprés une semaine
de régime HFD, on note une augmentation de I'expression de génes de I'inflammation
et de protéines dans I'hypothalamus telles que TNF-a, IL1-B, and IL-6 et 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 dérivés de la moelle

osseuse passe par I'axe fractalkine (CX3CL1) et son récepteur (CX3CL1R) 8,
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2. L’obésité : Vers le développement d’altérations cognitives

Le phénomeéne de neuroinflammation lié a 'obésité est par la suite responsable
d’altérations des capacités cognitives, que ce soit dans un contexte de pathologie déja
existante comme les démences telle que la maladie d’Alzheimer, ou dans un contexte

sans terrain de pathologie neurologique préexistant.

Au niveau des modeles animaux, I'étude de pathologies neurologiques
préexistantes telles que la maladie d’Alzheimer, signe un rble de I'obésité dans
I'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 dge avancé et d’'une
obésité induit une altération exacerbée de la barriére hémato-encéphalique, une
augmentation de la neuroinflammation et du stress oxydant ¢’. Cependant, I'obésité
joue également un role chez des animaux sans troubles neurologiques préexistants.
En effet, les premiers modéles étudiés ont été des modéles de rats mis en régime
riches en sucres ou lipides altérant les fonctions métaboliques. Les modéles de rats
obéses induits par 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 neurogénése (BDNF) et de la
plasticité neuronale ainsi qu’une diminution du poids de I'hippocampe ©°. L’analyse de
I'effet d’'un régime riche en lipide chez la souris au moyen de I'étude de la mémoire
générale, testée par le test de conditionnement par la peur, ne semble pas affectée

par ce régime 0. Cependant, un régime riche en lipide est associé a des altérations
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des fonctions cognitives passant par une altération de la plasticité synaptique avec la
diminution du BDNF 7', De plus, il semblerait qu’un régime altéré qu'il soit riche en
lipide ou riche en sucre, comme les régimes alimentaires des sociétés modernes (chez
'Homme), conduise a des altérations cognitives chez la souris via I'activation des
cellules de la microglie et la neuroinflammation 2. Ces effets sont toutefois réversibles
suite a un exercice physique. Ceci montre que les désordres alimentaires sont bien
responsables de l'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 I'insuline et ainsi de la neuroplasticité 3. De méme,
lorsque la voie de l'inflammation du tissu adipeux viscéral est inhibée via le KO de
'inflammasome, on observe une restauration des capacités cognitives d’animaux mis
en régime riche en lipides 7. Tout ceci signe un role capital de I'inflammation chronique

bas bruit du tissu adipeux dans le développement des altérations de la cognition.

En parallele de ces études chez I'animal, 'analyse des capacités cognitives
chez les patients obeses 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 cohorte
sur 27 ans permet de montrer que I'obésité a I'dge adulte est un facteur de risque de
développer une démence au cours du vieillissement, avec une augmentation de pres
de 70% 6. 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 7’. Les tests de rappel de mots et des

fonctions exécutives ou les tests de substitution de symboles numériques mettent en
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évidence un lien entre obésité et altération des performances cognitives chez des
patients ne présentant aucune pathologie neurologique connue 7. De plus, le role de
'obésité dans ces altérations cognitives est confirmé par leur réversibilité au cours
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 aprés la réalisation d’'une
chirurgie bariatrique s’accompagnant donc d’'une importante perte de poids 7 &. Ces
données confirment bien un rdle basal de I'obésité et de la neuroinflammation induite

dans le développement d’altérations cognitives.
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Figure 13 : 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 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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3. L’'obésité : potentialisation du trouble cognitif post-

opératoire ?

L’'obésité et le trouble cognitif post-opératoire présentent donc un facteur
commun, l'inflammation. Que ce soit I'inflammation chronique de bas bruit retrouvée
en contexte d'obésité ou l'inflammation aigue survenant aprés la chirurgie, dans les
deux cas, si cette inflammation systémique est mal contrélée, elle peut aboutir a une
inflammation centrale et a un déclin cognitif. De ce fait, I'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.

Les premieres études menées chez ’'Homme 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 2. 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
(obésité, dyslipidémie, résistance a l'insuline et hypertension). En effet, la réalisation
d’'une chirurgie tibiale chez des rats présentant un syndrome métabolique, entraine
une altération de la résolution de linflammation associée a une détérioration des
capacités cognitives 8% 84 Le rble du syndrome métabolique a été confirmé par la
réalisation d’'un exercice physique répété en pré-opératoire permettant de restaurer
des fonctions meétaboliques normales. La pratique de l'exercice a permis une
amelioration des troubles cognitifs aprés la chirurgie chez des rats qui présentaient un
syndrome métabolique. Cette restauration des fonctions cognitives est en lien avec

une diminution de la neuroinflammation 85.
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De ce fait, la compréhension des facteurs du syndrome meétabolique
responsables de I'exacerbation du trouble cognitif s’est posée. En 2016, Feinkohl et al
8 ont publié une méta-analyse portant sur I'étude de I'incidence du TCPO chez les
personnes agées obéses. Cependant, le résultat de cette étude, qui rassemble 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.
Ainsi, en 2019, une étude sur un modéle de souris en régime riche en lipide a mis en
évidence une exacerbation des altérations cognitives chez les animaux obéses aprés

une chirurgie comparé a des groupes animaux de poids normal .

Des études plus poussées sur modeéles 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. C’est dans ce contexte la
que s’inscrit le travail que j'ai effectué au sein de I'équipe du Dr. Cédric Dray avec pour
projet I'étude de « L'impact de I'obésité dans les dysfonctions cognitives liées a la

chirurgie ».
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Partie Il : Partie expérimentale-

Impact de I'obésité sur les pertes cognitives

liées a la chirurgie

. Matériel et Méthodes

Animaux et régime

Toutes les expérimentations ont été réalisées en accord avec les textes édités par le
Ministére de I'agriculture et de la péche et le Ministére de I'enseignement supérieur et
de la recherche (Charte nationale portant sur I'éthique de I'expérimentation animale,
2008, Paris, France).

Des souris adultes males C57BI6/j de 20 semaines (Janvier®, St Berthevin, France)
ont été utilisées. Les animaux ont été soumis a un cycle jour-nuit de 12h, et nourris ad
libitum. Aprés 8 semaines les souris ont été divisées en 2 groupes, un groupe Normal
Diet (ND) et un groupe High Fat Diet (HFD). Le régime HFD étant composé de 60%kJ
de lipides, 20%kJ de protéines et 20%kdJ de glucides. Chaque animal a suivi ce régime
pendant 12 semaines. Ces 2 groupes de souris ont été a leur tour subdivisés en 2
groupes : chirurgie ou non.

Ainsi, les souris ont été réparties en 4 groupes : ND, ND chirurgie, HFD, HFD chirurgie.
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Test de tolérance orale au glucose (OGTT)

Les animaux ont été soumis a un test oral de tolérance au glucose. Brievement, apres
une mise a jeun de 6 heures, les animaux ont eu une premiére prise de glycémie
(Glucocheck, Roche, France), suivie, 15 minutes aprés, d’'une administration orale par
sonde de gavage d’'une solution de 60% glucose (3 g de glucose/kg de poids corporel).
La glycémie a été a nouveau relevée immeédiatement apres le gavage puis 15, 30, 45,
60, 90 et 120 minutes apreés.

Les résultats ont été exprimés par le calcul des aires moyennes sous la courbe (AUC

moyennes).

Anesthésie et chirurgie

Les groupes d’animaux destinés a une chirurgie ont été soumis a une anesthésie
générale par inhalation de Sévoflurane 4% (mélange 50% oxygene- 50% air). La
profondeur de I'anesthésie a été appréciée par évaluation du réflexe de retrait de la
patte arriére a un stimulus douloureux. Trente minutes avant la chirurgie, une injection
intra-péritonéale de Sufentanil 5 ng/kg a été réalisée afin d’assurer I'analgésie durant
la procédure. La procédure a consisté en la réalisation d’'une fracture fermée, fixée par
enclouage centromédullaire du tibia droit avec une aiguille de 27G (BD® Microlance —
27G 34 L 19 mm). Par la suite, le tibia a été placé et maintenu sous un systeme
spécialement congu pour le modeéle (poids de 300 g laché d’une hauteur de 10 cm)

assurant ainsi une fracture tibiale reproductible. Minville V, et al. Anesthesiology.2008.
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Test comportementaux

Le test de conditionnement par la peur (« fear conditioning ») a été utilisé pour
évaluer la mémoire des souris.

La phase d’apprentissage a eu lieu 1 jour aprés la chirurgie. Chaque souris a eu une
phase d’adaptation dans la chambre pendant 120 secondes, suivie par I'exposition a
un son (30 secondes, 7000Hz) et un choc électrique aux pattes (2 secondes, 0,75mA)
28 secondes apres le début du son. L'exposition a été répétée une deuxieme fois avec
un intervalle de 60 secondes entre les 2 expositions. Le test de rappel du contexte a
été réalisé le lendemain. Chaque souris a été replacée dans la méme chambre de
conditionnement que pour I'apprentissage pendant la méme durée mais sans stimulus
sonore et électrique. Le temps de « freezing » défini comme une immobilité totale
excepté les mouvements respiratoires a été enregistré manuellement. Le « freezing »
signe une réaction de peur de 'animal face a un contexte aversif et donc des capacités
cognitives non altérées.

La chambre de conditionnement a été nettoyée avec de I'éthanol 70% aprés le
passage de chaque animal. Toutes ces expériences ont été réalisées grace au

systeme Ethovision Noldus.

Le test de localisation d’objet a été utilisé pour évaluer la mémoire des souris.

La phase d’apprentissage a lieu 1 jour apres la chirurgie. Chaque souris est placée
dans une aréne circulaire vide pendant 10 minutes pour une phase d’adaptation. Par
la suite, les souris sont replacées dans la méme aréne avec cette fois deux objets
placés a droite et a gauche pour une phase d’apprentissage de 10 minutes. Le
lendemain, les souris sont replacées dans I'arene ou l'objet pour lequel elles avaient

présenté le moins d’intérét a été déplacé. Le temps d’intérét porté aux objets a été
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mesureé. L'arene a été nettoyée avec de I'éthanol 70% aprés le passage de chaque

animal.

Le test d’interaction sociale a été utilisé pour évaluer la mémoire des souris.

La phase d’apprentissage a lieu 1 jour aprés la chirurgie. Chaque souris est placée
dans aréne contenant une cage aux dimensions réduites vide pour une phase
d’habituation de 10 minutes. Par la suite, la cage vide est remplacée par une cage
contenant une souris présentatrice 1 que I'animal testé n’a jamais rencontré. Le temps
d’interaction (contact entre les animaux a travers la cage) est mesuré pendant 5
minutes. Puis la cage vide est a nouveau replacée et ce procédé est répété 6 fois
successivement pour mesurer la cinétique d’apprentissage des animaux. Aprés 6
essais, un dernier essai est réalisé en utilisant une nouvelle souris présentatrice 2 afin
de confirmer que I'animal testé ne présente pas de désintéressement pour le test. Le
lendemain, les animaux sont a nouveau testés avec la souris présentatrice 1 a deux
reprises. L'arene et les cages ont été nettoyées avec de I'éthanol 70% apres le

passage de chaque animal.

Collecte des tissus

Aprés euthanasie des animaux par perfusion intracardiaque de PBS sous anesthésie
et décapitation, les tissus ont été collectés. Le sang, le cerveau, et le tissu adipeux
péri-gonadique et les tissus adipeux sous-cutanés ont été collectés pour étre analyseés

extemporanément ou suite a une congélation dans I'azote et un stockage a -80°C.

52



Dosages plasmatiques

Le sang collecté en tube contenant de 'EDTA a été centrifugé a 10 000rpm pendant
10minutes afin de récupérer le plasma qui a été congelé dans I'azote et stockeé a -80°C
jusqu’au dosage. La mesure des parametres métaboliques a été réalisée au moyen
d’un kit ELISA pour l'insuline (Kit Alpco -Eurobio Scientifics Référence : 80-INSMU-
E10) et de kits colorimétriques pour acides gras libres et le glycérol libre (Kit Sigma;

Référence : F6428). La quantification a été réalisée par mesure de la densité optique

et la concentration en pg/mL grace a une gamme étalon.

Etude de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique

La perméabilité de la BHE a été évaluée par la quantification de 'accumulation de Bleu
Evans dans le cerveau. Le Bleu Evans est un colorant se liant a I'albumine plasmatique
qui permet d’évaluer I'intégrité des parois vasculaires. Le Bleu Evans (Sigma-Aldrich,
E2129) a été utilisé a une concentration de 2% préparé dans de I'eau ultra pure et
filtrée a 0,22um.

Les animaux ont été anesthésiés avec du Sévoflurane 4% et la solution de Bleu Evans
a été injectée par voie retro-orbitaire a 4mL/kg. Aprés une circulation de 1h, les
animaux ont été perfusés par voie intra-cardiaque avec 15mL de PBS afin de laver la
circulation et ne garder que le colorant ayant pénétré le cerveau. Les animaux ont été
décapités et le cerveau pesé et homogénéisé manuellement dans 1mL de formamide
(Sigma, S4117). Le mélange a été incubé 24h a 55°C puis centrifugé 20 minutes a
12000g a température ambiante. La densité optique a été mesurée a 610nm. La
courbe standard du Bleu Evans dans le formamide a permis de convertir I'absorbance

en ng de colorant. Les résultats sont exprimés en ng de bleu/mg de cerveau.
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Expression protéique par Western blot

Les hippocampes, conservés a -80°C, ont été lysés dans un tampon contenant du
RIPA (radio immunoprecipitation assay) et des anti-protéases (au 1/100°™) et broyés
au Precellys® a froid. Le dosage protéique des échantillons a été réalisé par la
technique de Bradford a 595nm (Biorad DCTM, Protein assay, Ref 500-0114/5, United

States).

Les protéines et le marqueur de taille ont été déposés avec du bleu de charge,
contenant du bleu Laemmli, pour suivre la migration sur un gel SDS-PAGE 10%. La
migration se fait a 110 V suivi du transfert sur membrane de nitrocellulose.

Avant de les incuber avec 'anticorps primaire avec I'anticorps, les membranes ont été
saturées avec du TBST 5% BSA pendant 60min. Les membranes ont été incubées
avec des anticorps primaires dirigés contre IBA1 (Abcam, 178846 1/1000), GFAP
(Abcam, 4674 1/1000), Claudine 5 (Abcam, 131259 1/1000), Occludine (Abcam,
31721 1/1000), Zonula Occludens 1 (Cell Signaling 5406S 1/1000) et la GAPDH (Cell
signaling, 2118, 1/2000) a 4°C toute la nuit. Les membranes ont ensuite été incubées
avec des anticorps secondaires Anti-rabbit IgG couplés a la peroxydase (Sigma) dilués
au 5000%m¢ pendant 60 minutes.

La révélation est faite de maniere automatisée par chimiluminescence avec le kit

Clarity (Biorad) grace au logiciel Chemidoc (appareil PIXIE).

Expression génique par RT-qPCR
Les tissus (tissus adipeux, hippocampes et hématomes), conservés a -80°C, ont été

lysés dans 700 uL de Qiazol (Qiagen) et broyés au Precellys®. Aprés I'ajout de 100 uL
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de chloroforme, pour délipider, les échantillons ont été centrifugés 15 minutes a
4000rpm a 4°C pour récupérer la phase aqueuse. Les ARN ont été précipités dans
150 pyL d’éthanol absolu puis purifiés grace au kit « GeneJET RNA Purification »
(ThermoScientific). Une étape de traitement par de la DNase (Qiagen) a permis de se

débarrasser de '’ADN génomique. Les ARNs ont été repris dans 35 uL d’eau ultrapure.

La concentration totale d’ARN a été dosée par spectrophotométrie (NanoDrop®). Les
ADNCc correspondants ont été obtenus grace au kit « High Capacity cDNA reverse
transcription » (Applied Biosystems®) : 0,5 ug d’ARN, amorces hexaméres (2X), dNTP
(80mM) et 50 U d’enzyme MultiScribe™ Reverse Transcriptase. Les échantillons ont
été incubés 10 minutes a 25°C puis 60 minutes a 37°C. La réaction a été arrétée en
chauffant 5 minutes a 85°C. Ce cycle a été effectué grace au thermocycler T3000®

(Applied Biosystems®).

Les ADNc obtenus ont subi une réaction de PCR (réaction de polymérisation en
chaine) en temps réel afin de quantifier 'expression des génes candidats grace au
Viia7 (Applied Biosystems®). L’ADNCc a été amplifié grace a la Taq Polymérase (MESA
Blue gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay, Eurogentec®) et aux amorces sens et
anti-sens spécifiques des génes étudiés (Eurogentec®). Cette méthode semi-
quantitative permet par comparaison a un géne de ménage (ici 36B4) de déterminer

une quantité d’ADNc.

Histologie du tissu adipeux

Les tissus adipeux ont été fixés dans de la PFA 4% durant 24 heures puis conserves

dans de I'éthanol absolu a 4°C. lls ont ensuite été inclus en paraffine et coupés au

55



microtome (5 pm).

Afin de repérer les structures adipocytaires, un marquage éosine/hématoxyline a été
réalisé. Les coupes ont été déparaffinées par Histo-Clear Il (Fischer) puis hydratées
en bains d’éthanol successifs (100% a 50% dans de I'eau). Les lames ont été plongées
successivement 15 minutes dans un bain d’hématoxyline (HHS32 — Sigma-Aldrich) et
1 minute dans un bain d’éosine (230251 — Sigma-Aldrich), puis montées sur lamelles
et séchées a l'air libre avant d’étre visualisées au microscope NIKON Eclypse Ti avec

le logiciel NIS-element.

Préparation des milieux conditionnés de tissu adipeux

Les tissus adipeux ont été mis en culture sous forme d’explant de 1 mm? afin d’en
récupérer les sécrétions. Brievement, les tissus adipeux ont été collectés dans du PBS
1X puis mis en culture dans du Krebs Buffer avec le ratio suivant : 1 gramme de tissu
pour 1 mL de milieu. Les prélévements ont été incubés 24h a 37°C 5% CO: puis les
milieux conditionnés et explants de tissus adipeux ont été congelés en azote liquide et

conservés a -80°C.

Culture cellulaire

La lignée murine de cellules de microglie BV2 (fournie par I'équipe du Pr. Rémy
Poupot, Infinity, Toulouse) a été utilisée pour les études in vitro. Les BV2 sont cultivées
dans un milieu de culture de type RPMI 1640 glutaMAX complet (Gibco#61810-010),
enrichi en glutamine 2mM, avec ajout de pénicilline et streptomycine (100u/ml) et de

sérum de veau foetal inactivé a 5%. Pour les traitements, les cellules ont été
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ensemenceées en plaques 12 puits (150 000cellules/mL) et traitées par ajout d’IL4 a
10ng/ml et IL13 20ng/ml (pour la polarisation M2) ou de lipopolysaccharide (LPS) a 1
mg/ml (pour la polarisation M1) ou 1% de milieu conditionné issu de tissu adipeux
sous-cutané souris ND ou HFD. Aprés 24h de traitement, les cellules sont arrétées

pour des études par cytométrie en flux.

Cytométrie en flux

Les populations cellulaires ont été étudiées avec le cytométre BD LSR Fortessa et le

logiciel Diva Version 6.2.

Aprés lavage au PBS 1X, les cellules ont été marquées avec 1 yL/mL de réactif
Live/Dead yellow afin de pouvoir différencier les populations cellulaires vivantes des
débris avant de rajouter du Fc Block. Deux tubes ont été préparés par prélevement :
un contenant le mix d’anticorps a étudier (1 yL/10”6 cellules) ; et un non marqué
contenant les IgG correspondantes de chaque anticorps. Les cellules ont été fixées

avec de la PFA puis conservées a 4°C dans 300 pL de tampon FACS.

Statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne accompagnée d’erreur standard
a la moyenne (ESM). Les données ont été soumises a un test T de Student de
comparaison de moyennes (figure 1), une ANOVA two-way avec multiple comparaison

(figure 2), une comparaison a une valeur théorique (figure 2) via le logiciel PRISM 7

57



GraphPad®. Le niveau de significativité choisi est la p-value < 0,05 (*), p-value < 0,01

(**), p—Value < 0,001 (***) et p-Va'Ue < 0,0001 (****)-
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II. Résultats

Validation de I'installation de I’obésité par un régime riche en lipides

(HFD).

Dans le but de valider le modéle d’obésité, les souris ont été soumises a 12 semaines
de régime riche en lipides (High Fat Diet 60%). Ces animaux présentent une
augmentation significative du poids (moyenne de 30.85 g + /- 0.25 chez les ND et 45.1
g +/- 1.49 chez les HFD) (Figure 1A), ainsi qu’une masse des tissus adipeux péri-
gonadique et sous-cutané significativement supérieure (Figure 1B et 1C). De plus, les
souris en régime HFD présentent des altérations métaboliques caractéristiques de
I'obésité avec : i) une intolérance au glucose caractérisée par une augmentation de la
glycémie de base qui persiste aprés administration orale de glucose (Figure 1D) ii)
une hyperinsulinémie (Figure 1E) iii) une augmentation des acides gras libres (Figure
1F) et iv) une augmentation du glycérol libre (Figure 1G). De plus, I'inflammation de
bas bruit, caractéristique de I'obésité, est retrouvée chez les souris en régime HFD
avec une augmentation plasmatique de la concentration en IL-6 (Figure 1H). Enfin,
'étude histologique des tissus adipeux a permis de retrouver [I'hypertrophie
adipocytaire observée au cours de l'obésité (Figure 1l) et confirmée par I'étude
génique de marqueurs impliqués dans la synthése d’acides gras (FAS) et de
'adipogénése (PPARY, CEBPa) diminués en situation d’obésité alors que la leptine,
hormone de satiété, est augmentée (Figure 1K). Enfin, I'étude transcriptomique de

ces tissus confirme I'état pro-inflammatoire du tissu adipeux de la souris obése avec

59



notamment une augmentation du TNF-a et de macrophages infiltrants identifiés par la

présence du marqueur F4/80 (Figure 1J).
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Figure 1 : Validation de I’installation de I’obésité par un régime riche en lipides
(HFD). Mesure du poids total des animaux (A) et du poids des tissus adipeux péri-
gonadiques (B) et sous cutanés (C) en grammes, apres 12 semaines de régime
HFD ou ND (n=15 par groupe). Mesure de la tolérance au glucose avec la glycémie
en mg/dL (C et D) (n=12 par groupe). Mesure plasmatique de 'insuline, acides gras
libres et glycérol libre (E, F et G). Mesure de I'inflammation plasmatique (H) (n=5
par groupe). Analyse histologique de coupes de tissu adipeux sous-cutané (1) (n=3
par groupe). Etude de I'expression de génes dans le tissu adipeux péri-gonadique
des souris ND et HFD (n=6 par groupe) (J et K). Les valeurs représentant des
moyennes +/- esm. Test T de Student avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 et ****
p<0,0001.

ND = Normal Diet et HFD = High Fat Diet.
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L’obésité est associée a une altération spécifique des fonctions

cognitives aprés une chirurgie.

Afin de déterminer le réle de I'obésité sur le développement du TCPO, des souris en
régime ND ou HFD ont subies ou pas une fracture fermée du tibia droit puis ont été
exposees a différents tests de comportement mettant en jeu la mémoire hippocampo-
dépendante. Cette mémoire met en jeu I'association d’'un événement a un contexte
afin d’évaluer les performances cognitives.

Pour cela, trois tests ont été réalisés (conditionnement par la peur, localisation d’objet
et interaction sociale) afin d’évaluer les conséquences de la chirurgie sur le processus
complet de mémorisation en réalisant la fracture avant I'apprentissage (Figure 2A).
Pour le test de conditionnement par la peur, les animaux ont tout d’abord été soumis
a une chirurgie par fracture fermée du tibia. Le lendemain, les animaux ont été
conditionnés durant la phase d’apprentissage a associer un environnement sonore,
olfactif et tactile avec un stimulus douloureux par un choc électrique. Le lendemain,
les animaux ont été réintroduits dans la méme chambre pour une phase de rappel afin
d’évaluer leurs capacités cognitives par la mesure de I'immobilité appelée « freezing ».
Alors que les souris en régime normal (ND) ne présentent aucune diminution des
capacités cognitives au cours de la chirurgie, les souris HFD ont une diminution des
performances cognitives avec la fracture (Figure 2B).

Pour le test de localisation d’objet, le lendemain de la chirurgie, les animaux ont été
mis en présence de deux objets au cours de la phase d’apprentissage. Puis, le jour
suivant, les animaux sont réintroduits dans I'arene contenant les deux objets mais dont
I'un des deux a été déplaceé. Les capacités cognitives ont été évaluées par la mesure

du temps passé a chaque objet le deuxieme jour. Les résultats montrent que seules
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les souris obéses fracturées n’ont pas de préférence pour I'objet déplacé, indiquant
une dysfonction du processus de la mémorisation hippocampo-dépendante (Figure
2C).

Le test d’interaction sociale a été réalisé le lendemain de la chirurgie. Pour cela le
processus d’apprentissage a été réalisé en mettant 'animal testé en présence d'une
souris présentatrice 1. La courbe d’apprentissage (Figure 2D, essai 1 a 6) montre une
altération spécifiqguement chez les souris obéses qui semblent ne pas se souvenir de
la souris qui leur est présentée. Aprés ces 6 essais, un septiéme essai est réalisé avec
une nouvelle souris présentatrice 2 inconnue pour I'animal testé afin de valider le bon
fonctionnement du test. Cet essai montre qu'aucun des quatre groupes ne se
désintéresse du test puisque I'on voit une augmentation du temps d’interaction. Le
lendemain (essai 8), les animaux sont de nouveau testés avec la souris présentatrice
1. A nouveau, seul le groupe de souris obéses fracturées montre un temps

d’interaction éleve signe de leur altération cognitive (Figure 2D).
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Figure 2 : L’obésité est associée a une altération spécifique des fonctions
cognitives aprées une chirurgie. Représentation schématique des protocoles
d’évaluation des performances cognitives (A). Mesure du pourcentage de temps
d'immobilité sur la période de rappel (B) (n=5 par groupe). Mesure du temps
d’interaction au test de localisation d’objet (C) et d’interaction sociale (D) (n=10 par
groupe). Les valeurs représentant des moyennes +/- esm. B Test ANOVA two way
(*) avec multiple comparaison (#). D test T de Student de comparaison a valeur de
50 avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 et **** p<0,0001. E Test ANOVA two way
essai 8 (*) et test ANOVA three way essai 6-7(#).

NDnf = Normal Diet non fracturé, NDf = Normal Diet fracture, HFDnf = High Fat Diet
non fracturé et HFDf = High Fat Diet fracturé.
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L’obésité est associée a une réponse inflammatoire centrale altérée

au cours de la chirurgie.

Afin de comprendre les mécanismes centraux inflammatoires impliqués dans la perte
de fonction cognitive, les cerveaux entiers ou les hippocampes ont été collectés a

différents temps aprés la chirurgie.

Un des mécanismes pouvant conduire a une altération centrale et a une
neuroinfammation est la rupture de la protection assurée par la barriére
hématoencéphalique (BHE). En effet, nous avons constaté une augmentation de la
perméabilité de BHE des souris obéses 24h aprés la chirurgie grace au test du bleu
Evans (Figure 3A). Ce résultat est renforcé par I'étude des protéines impliquées dans
la fermeture de cette BHE (Claudine 5, Occludine et Zonula Occludens 1). Bien que
ces protéines ne varient pas en condition basale sans chirurgie entre ND et HFD
(Figure 3B — 3C), on observe une diminution de I'expression de I'Occludine et de la
Zonula Occludens 1 aprés la chirurgie chez les souris obéses (Figure 3D).

Afin d’étudier la neuroinflammation, la mesure de deux marqueurs clefs de I'activation
des cellules impliquées dans cette réponse a été réalisée. L’expression protéique
d’'IBA1 (marqueur d’activation de la microglie) et de GFAP (marqueur d’activation des
astrocytes) a démontré une réponse différente entre les souris ND et HFD (Figure 3E).
Sans chirurgie, les souris HFD présentent une augmentation du marqueur d’activation
de la microglie IBA1 et une moindre expression du marqueur d’activation des
astrocytes GFAP (Figure 3F) comparée a leurs homologues en régime normal. Alors
qu'une augmentation de ces deux marqueurs serait attendue dans un contexte

d’'inflammation, une réponse différente a été constatée entre les souris ND et HFD au
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cours de la chirurgie. Afin de pouvoir comparer la réponse des animaux dans chaque
groupe, les résultats des groupes fracturés sont exprimés par rapport a leur contréle
régime. Alors que les souris ND fracturées (NDf) présentent une augmentation de IBA1
avec la chirurgie, de maniére surprenante, les souris HFD fracturées (HFDf) voient ce
marqueur diminuer par rapport a leur contréle. En paralléle, alors que le marqueur
d’activité des astrocytes GFAP n’est pas modifié par la chirurgie chez les souris ND,
on constate chez les souris HFDf une augmentation de ce marqueur. Ce résultat
pourrait indiquer un relai pris par les astrocytes sur la microglie au cours de la chirurgie

chez les souris HFD (Figure 3G).
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Figure 3 : L’obésité est associée a une réponse inflammatoire centrale
altérée.

Analyse de la perméabilité de barriére hémato-encéphalique par la méthode du
Bleu Evans au niveau du cerveau (A) (n=8 par groupe) et I'étude protéique des
protéines des jonctions serrées au niveau de I'hippocampe (B, C, D) (n=5 par
groupe). Analyse de I'expression protéique au niveau hippocampique des cellules
de la microglie et astrocytes (E, F, G) (n=5 par groupe). Les valeurs représentant
des moyennes +/- esm. Test T de Student avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001

et # pourcentage de comparaison au contrdle régime.

NDnf = Normal Diet non fracturé, NDf = Normal Diet fracture, HFDnf = High Fat Diet
non fracturé et HFDf = High Fat Diet fracturé.
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Le tissu adipeux pourrait jouer un role dans les dysfonctions

cognitives post-opératoires via son sécrétome.

Afin de comprendre les mécanismes mis en jeu au cours de I'obésité pouvant expliquer
'impact de la chirurgie, une éventuelle rupture de ’homéostasie métabolique a été
étudiée. Cependant aucun des parameétres métaboliques mesurés ne semble étre
impacté par la chirurgie (résultats non montrés). Les modifications du tissu adipeux
blanc et son réle dans le profil inflammatoire associé a I'obésité nous ont mené a
étudier ce tissu lors d’'une chirurgie. Ainsi, nous avons constaté que la chirurgie n’induit
pas de modification du poids total des animaux, quel que soit le régime (Figure 4A).
De méme, I'étude des trois tissus adipeux blanc modifiés au cours de I'obésité (Figure
4B) ne montre pas de modification de leur poids que ce soit le tissu adipeux péri-
gonadique (Figure 4C), sous-cutané ispilatéral (Figure 4D) ou controlatéral (Figure
4E). Nous avons émis I'hypothése que le tissu adipeux pourrait jouer un réle direct sur
le systéme nerveux central via ses sécrétions. Afin de vérifier cela, nous avons collecté
les sécrétions de tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral sous forme de milieu
conditionné (cf. Matériel et Méthodes). Ces sécrétions ont ensuite été utilisées pour
traiter des cellules issues d’'une lignée murine de microglie, les BV2. L'analyse en
cytométrie en flux des marqueurs membranaires CD40 et CD206 nous a permis
d’évaluer le profil pro ou anti-inflammatoire de ces cellules. Ainsi, nous avons pu mettre
en évidence le fait que les sécrétions de tissus adipeux issues de souris en régime
normal ne semblent pas modifier la polarisation des lignées de microglie (Figure 4F)
alors que les milieux conditionnés issus de souris obéses semblent polariser les
cellules vers un profil plutét pro-inflammatoire caractérisé par I'augmentation du

marqueur CD40 (Figure 4G).
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Figure 4 : Le tissu adipeux pourrait jouer un réle dans les dysfonctions
cognitives post-opératoires via son sécrétome.

Poids total des animaux (A). Représentation schématique de la localisation des
tissus adipeux dans le modéle murin (B). Poids des tissus adipeux pré-gonadique
(C) et sous-cutanés ipsilatéral (D) et controlatéral (E) aprés chirurgie (n=15 par
groupe). Cytométrie en flux de I'expression de marqueurs pro (cd40) ou CD40 et
anti-inflammatoire (cd206) ou CD206 de lignée de cellule de microglie traitées par
milieux conditionnés de tissus adipeux de souris ND (F) et HFD (G). Les valeurs
représentant des moyennes +/- esm. Test T de Student avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ;
*** p<0,001 ; **** p<0,0001.

NDnf = Normal Diet non fracturé, NDf = Normal Diet fracture, HFDnf = High Fat Diet
non fracturé et HFDf = High Fat Diet fracturé.
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lll. Discussion

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 I'indépendance et une morbidité et mortalité augmentées. Des
avancees récentes ont permis la mise en évidence d’hypothéses étiologiques du
TCPO, dont la plus probable semble étre I'inflammation produite au site de chirurgie
qui, par sa propagation au niveau central conduit a une neuroinflammation et ainsi un
déclin cognitif. L’age avance et le type de chirurgie ayant déja été caractérisés comme
des facteurs de risques du TCPO, ceci a conduit a envisager de nouveaux facteurs
aggravants potentiels contre lesquels lutter. C’est ainsi que I'obésité, dont I'incidence
ne cesse d’augmenter, s’est positionnée comme 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 évéenement pro-inflammatoire et un axe indirect qui ferait intervenir une
potentialisation de l'inflammation présente au site de fracture conduisant a une

aggravation du TCPO.

Dans un premier temps, le modéle d’obésité induit par régime gras (60% de
lipides pendant 12 semaines) a été validé au niveau phénotypique, avec une
augmentation du poids corporel ainsi que des tissus adipeux. De plus, les souris HFD
présentent une dysfonction métabolique caractéristique de l'obésité avec une
intolérance au glucose, une hyperinsulinémie et des désordres lipidiques

(augmentation des acides gras libres et du glycérol). Au niveau des tissus adipeux
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blancs, une hypertrophie des adipocytes et une modulation de génes spécifiquement
retrouvés au cours de I'obésité sont mis en évidence. Enfin, une inflammation de bas
bruit, caractéristique de I'obésité, a pu étre retrouvée chez ce modéle de souris en
régime HFD. Afin d’étudier la relation entre obésité et TCPO, ce modéle d’obésité a
été associé a un modéle de TCPO par fracture fermée associée a un enclouage
centromédullaire du tibia droit. Ce modeéle de TCPO a été choisi pour se rapprocher le
plus possible de la clinique humaine ou la chirurgie orthopédique est la plus largement
représentée chez le sujet obése en raison des troubles articulaires associés a
I'obésité. Quatre groupes de souris ont ainsi été constitués : des animaux en régime
normal fracturés ou non et des animaux en régime gras fracturés ou non. Ces groupes
ont été soumis a différents tests de comportement afin d’en évaluer les performances
cognitives. Ainsi, nous avons pu montrer que la fracture induisait une altération des
fonctions cognitives spécifiguement chez les souris obéses. Ce résultat est a
rapprocher d’une étude récente menée par Zhao et al 8" ayant démontré un lien entre
les TCPO et I'obésité chez des souris présentant un age avanceé qui est un facteur de
risque supplémentaire et déja identifie du TCPO. Nous montrons donc pour la
premiére fois que l'obésité seule peut représenter un facteur de risque de
développement de TCPO. L’étude des mécanismes cellulaires et moléculaires mis en
jeux permettrait de mieux comprendre les phénoménes observés qui pourraient
s’expliquer par une perte neuronale ou une perte de leur activation associée a la

transmission synaptique.

Cependant d’autres modéles de chirurgie pourraient étre envisagés. En effet,

comme décrit préecédemment, plus la chirurgie est lourde et plus le TCPO développé

sera important. Nous pouvons donc envisager de réaliser chez I'animal obése des
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chirurgies plus invasives comme une laparotomie souvent utilisée comme modéle de
TCPO et qui, de plus, pourrait se rapprocher de la chirurgie bariatrique chez 'homme.
La chirurgie bariatrique est une intervention lourde appliquée en cas d’obésité séveére.
En réduisant les capacités d’absorption de I'estomac, cette intervention permet une
amelioration du poids de l'individu associé a un gain des fonctions cardiaques et
meétaboliques. Une des conséquences inattendues de cette intervention a été une
amelioration des fonctions cognitives aprés plusieurs mois. Cependant, une altération
précoce des fonctions cognitives pourrait étre investiguée chez les patients opérés. En
effet, on peut supposer que l'inflammation produite au cours de cette intervention
causerait dans les premiers jours/semaines un trouble cognitif post-opératoire.

En parallele de ce modéle d’obésité induit par régime riche en lipides, mimant
la majorité des troubles retrouvés chez 'hnomme, d’autres modeles d’obésité ou de
maladie métabolique 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. Ainsi, le modéle de souris mutées pour le récepteur de la
leptine (db/db), nous permettrait de savoir si les phénoménes observés sont
généralisables a tous les types d’obésité et indépendants de la qualité du régime. De
méme, un modéle de souris métaboliquement altérées par régime riche en lipides et
en glucose durant une courte période permettrait d’étudier les effets du syndrome
meétabolique indépendamment des effets de I'obésité. Méme si nos résultats semblent
exclure un role significatif du métabolisme sur le TCPO, ceci nous permettrait de
caractériser plus finement la part de I'obésité et des complications métaboliques

associées dans le TCPO.
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Afin de comprendre les mécanismes centraux mis en jeu au cours de la chirurgie
de lindividu obése, les acteurs impliqués dans la neuroinflammation ont été
investigués. Dans un premier temps, une altération de la perméabilité de la barriére
hémato-encéphalique semble étre présente 24h aprés 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 barriére spécifiquement chez
les souris obéses fracturées. Ce résultat est a mettre en lien avec la diminution des
protéines des jonctions serrées Occludine et Zonula Occludens 1 retrouvées
spécifiguement chez les souris obeses au décours de la chirurgie signifiant l1a aussi
une altération de la structure de la barriere hémato-encéphalique. De plus, au niveau
cellulaire, I'étude des cellules de la glie, astrocytes et microglie, caractérisées par leur
réle au cours de la neuroinflammation montre une différence de réponse selon le
régime. En effet, en condition normale les cellules de la microglie voient leur activité
augmenter aprés la chirurgie, comme décrit dans la littérature. Cependant, dans un
contexte d'obésité on assiste a une diminution de ces cellules microgliales au profit
des astrocytes. Ce phénomeéne est présenté dans la littérature comme I'astrogliose,
qui survient quand les cellules de la microglie seules ne peuvent répondre a
'inflammation signant une inflammation potentielle centrale incontrdlée au cours de
'obésité. L'activation différentielle de ces cellules pourrait étre qualitative (moins de
potentiel d’activation) ou quantitative (moins de cellules). Des études histologiques
permettront de répondre a cette question et de mieux comprendre la réponse centrale

inflammatoire.

Compte tenu de l'effet de I'obésité sur le TCPO, 'objectif a été, par la suite, de

comprendre la relation physiopathologique entre ces deux désordres. Face a
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'absence de rupture de I'homéostasie métabolique des souris obéses aprés une
chirurgie, I'nypothése du rdle du tissu adipeux blanc a été privilégiée. L'analyse
macroscopique des tissus adipeux et de leur poids n’a pas montré d’effet de la
chirurgie. L’étude des composantes du tissu adipeux (cellulaire et endocrine)
permettra de déterminer si la chirurgie a un impact sur ces tissus adipeux. L’hypothése
est faite d’'une réponse différente selon leur proximité au site de chirurgie. En effet, le
tissu adipeux sous-cutané ipsilatéral proche du site de chirurgie semble subir un
impact majoré comparé aux autres au moment de la fracture et participerait donc
differemment aux réponses. Afin de confirmer cette hypothése, des expériences de
résection de ce tissu adipeux chez les souris obéses sont en cours. L'étude du
comportement de ces animaux permettra de confirmer ou non le réle majeur de ce
tissu adipeux dans les phénomeénes observés ou de déterminer s’il ne participe que
partiellement au déclin cognitif. De méme, afin de confirmer le réle du tissu adipeux,
un modéle de xénogreffe (souris/souris et homme/souris) de tissu adipeux est
envisagé pour étudier les effets systémiques de I'apport de tissu adipeux chez une
souris normale et apporter la preuve de concept de I'implication du tissu adipeux dans

les phénomeénes cognitifs observés.

Le tissu adipeux pourrait jouer un role via ses sécrétions. L’hypothése testée ici
est un role du sécrétome du tissu adipeux qui est modifié au cours de I'obésité et
pourrait également I'étre au cours de la chirurgie. Parmi les molécules sécrétées, les
cytokines 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. De plus, le relargage
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de lipides par la délipidation des adipocytes pourrait participer a la modification du
profil résolutoire de I'inflammation. En effet, la résolution est une phase primordiale qui
permet I'arrét de tout phénomeéne inflammatoire et qui fait intervenir de nombreux
acteurs parmi lesquels des molécules d’origine lipidique : les résolvines. |l serait alors
intéressant de savoir si, dans les modeles de souris obéses TCPO, le profil des
résolvines est perturbé par la délipidation des adipocytes. Pour cela, nous pourrions
analyser par spectrométrie de masse des résolvines comme I'EPA (acide
eicosapentaénoique), le DHA (acide docosahexaénoique), le PDX (protectin DX) et

I'acide arachidonique dans nos modeles de souris obéses TCPO.

Afin d’étudier le réle endocrine du tissu adipeux sur le systéme nerveux central au
cours de ces processus, nous avons utilisé la culture cellulaire de la lignée de microglie
BV2. Le traitement de ces cellules de la microglie avec du milieu conditionné de tissu
adipeux de souris ND ou HFD nous a permis d’étudier les remodelages de la microglie
survenant au cours de son activation. Ainsi, nous avons constaté une activation
différente selon I'origine du milieu conditionné utilisé avec une augmentation du profil
pro-inflammatoire lorsque I'on utilise le sécrétome de souris obéses. In vivo, afin de
confirmer l'effet de ce sécrétome, des expérimentations de perfusion intra-cérébro-
ventriculaires de milieu conditionné de tissu adipeux sont envisagées. En effet, en
imprégnant le cerveau de souris ND par le sécrétome de souris obése fracturée, nous
pourrions mimer les effets observés sur le comportement. Cela confirmerait le réle
sécrétoire du tissu adipeux de l'individu obése sur une potentielle sensibilisation du

cerveau a des événements inflammatoires aigus observés au cours de la chirurgie.
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Enfin, la mise en place d’'une étude clinique associée a ce travail en octobre 2021
((NCTO04907565) « ODCOTA Impact of Obesity on Post-operative Cognitive
Dysfunction: Role of Adipose Tissue ») nous permettra de transcrire les effets
observés chez la souris a ’'homme. Cette étude observationnelle, prospective, mono
centrique est menée au CHU de Toulouse dans le service de chirurgie orthopédique
de Purpan et le service de chirurgie cardiaque de Rangueil. Au cours de cette étude,
les patients obéses et normo-pondérés sont suivis en pré et post-chirurgie. L’objectif
principal est de rechercher un lien entre I'obésité et le TCPO. L'évaluation des
performances cognitives est faite au moyen de deux tests, le CAM (Confusion
Assessment Method) permettant d’évaluer le délirium et le MMSE (Mini Mental State
Examination) permettant d’évaluer les dysfonctions cognitives. En parallele de ces
évaluations fonctionnelles, des prélevements biologiques sont réalisés. Le sang des
patients, collecté avant et aprés la chirurgie, permettra de mettre en évidence un lien
en TCPO, obésité et inflammation. Ainsi, notre hypothése est que le sang des patients
obéses présentera un profil pro-inflammatoire corrélé a l'apparition des troubles
cognitifs aprés la chirurgie plus importante. De plus, un prélévement de tissu adipeux
sous-cutané de la région chirurgicale sera réalisé au moment de I'opération. L’objectif
ici est de lier le tissu adipeux et son profil au TCPO afin d’identifier un potentiel lien de

cause a effet entre ce tissu et des dysfonctions.

En ce qui concerne les perspectives thérapeutiques, une analyse protéomique
et lipidomique (cytokines et lipides) des sécrétions de tissu adipeux permettra
d’envisager des outils afin de lutter contre les altérations cognitives en préventif d’'une
chirurgie du sujet obése. En effet, si une implication des cytokines était vérifiée,

I'utilisation d’anticorps anti-cytokiniques serait envisageable au décours de chirurgie
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d’urgence. De plus, cette étude permettrait de renforcer les mesures de prévention a
long terme pour la lutte contre I'obésité en faisant de ce trouble un facteur de risque

supplémentaire et confirmé de 'acte chirurgical.

En proposant des cibles innovantes et originales, nos travaux permettraient de
participer a la lutte contre les altérations cognitives post-opératoires qui pourraient,
dans les années a venir, devenir un probleme majeur de Santé Publique chez I'individu
obése. En effet, '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 &ge avanceé et une altération du métabolisme. I
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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Conclusion

Une altération des capacités cognitives, dont la mémoire, signe des altérations
au niveau de I'hippocampe. Ces dysfonctions cognitives sont notamment retrouvées
en post-chirurgie sous le nom de troubles cognitifs post-opératoires. Ces troubles
représentent un probléme de santé publique encore peu caractérisé dont l'incidence
augmente avec I'avancée en age de la population. La neuroinflammation semble jouer
un role majeur dans leur développement. Ainsi, 'objectif de notre projet est d’étudier
le lien entre le tissu adipeux de l'individu obése et le TCPO. Tout d’abord, nous avons
validé le modéle animal d’obésité induit par régime HFD. Nous avons par la suite
couplé ce modéle d’obésité a un modele de TCPO induit par fracture fermée du tibia.
Nous avons ainsi montré, pour la premiére fois, une exacerbation des troubles cognitifs
chez les souris obéses quelle que soit la cinétique de réalisation de la chirurgie (avant
ou apres lI'apprentissage). De plus, cet effet fonctionnel a été renforcé par I'étude des
mécanismes centraux mis en jeu dans ces altérations. Ainsi, une neuroinflammation
exacerbée et une altération de la barriere hémato-encéphalique ont été mis en
évidence chez les souris obéses ayant subi une chirurgie. Le potentiel effet endocrine
du tissu adipeux sur la sphére centrale a été étudié in vitro sur une lignée de cellules,
BV2, de la microglie du systéme nerveux central impliquée dans la neuroinflammation.
Les résultats préliminaires montrent un réle pro inflammatoire du sécrétome de tissu
adipeux de souris obése comparé a celui de souris ND. Ces travaux mettent donc en
évidence un rble de l'obésité sur I'apparition des dysfonctions cognitives aprés une
chirurgie. Cependant, les mécanismes mis en jeu et la participation du tissu adipeux
restent a élucider afin de proposer des stratégies thérapeutiques permettant d’atténuer

ces effets.
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Annexes

Anticorps primaire

Anticorps secondaire

Détection de | Abcam, IBA1 SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1gG (whole

IBA1 : ref 178846 molecule)-peroxydase conjugate ref:
A6154

Détection de | Abcam, GFAP SIGMA-Aldrich, Anti Chicken IgG (whole

GFAP - ref 4674 molecule)-peroxydase conjugate ref

A9046

Détection de

Z01

Cell signaling,

s ref 5406S

SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1gG (whole

molecule)-peroxydase conjugate ref:

A6154

Détection de

Claudine 5

Abcam, Claudine 5

Rabbit : ref 131259

SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1gG (whole

molecule)-peroxydase conjugate ref:

A6154

Détection de

Occludine

Abcam, Occludine

Rabbit : ref 31721

SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1gG (whole

molecule)-peroxydase conjugate ref:

A6154

Détection de

GAPDH

Cell Signaling
Technology, GAPDH
(14C10) XP(R)
(mouse specific)

Rabbit : ref 2118

SIGMA-Aldrich, Anti Rabbit 1gG (whole

molecule)-peroxydase conjugate ref:

A6154

Annexe 1 : Anticorps utilisés pour les Western blots

89




Geéne a 4500nM

Amorce sens

Amorce anti-sens

m36B4 AGTCGGAGGAATCAGATGACGAT GGCTGACTTGGTTGCTTTGG
MmTNF-a TGGGACAGTGACCTGGACTGT TTCGGAAAGCCCATTTGAGT
mliL-6 GCCCACCAAGAACGATAGTCA CAAGAAGGCAACTGGATGGAA
mlIL-18 CAACCAACAAGTGATATTCTCGATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA
miL-10 AGAAGCTGAAGACCCTCAGGA TTCACCTGCTCCACTGCC
mF4/80 TGACAACCAGACGGCTTGTG GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT
mFAS ATCCTGGAACGAGAACACGATCT | AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT
mCEPBa CGCAAGAGCCGAGATAAAGC CGGTCATTGTCACTGGTCAACT
mPPARY 2 CCGAAGAACCATCCGATTGA TTTGTGGATCCGGCAGTTAAG
mLeptin GGGCTTCACCCCATTCTGA TGGCTATCTGCAGCACATTTTG
mAdiponectin TGGAATGACAGGAGCTGAAGG TATAAGCGGCTTCTCCAGGCT

Annexe 2 : Séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour la PCR en

temps réel
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Anticorps

Référence

Fluorochrome

Live Dead Yellow | ThermoFischer L101119 BV605
CD40 BD 553790 FITC
CD206 Biolegend 141719 PE-Cy7

Annexe 3 : Anticorps utilisés pour la cytométrie en flux et IgG correspondantes
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TITLE: Obesity and adipose tissue secretions: impact on post-operative cognitive
disease

THESIS ABSTRACT

Postoperative Cognitive Dysfunction (POCD) is characterized by a deficit in
attention, concentration, executive function, perception, learning and memory arising
just after surgery. POCD has an impact, on patient health and quality of life, and also
on health economy. Thus, a need to understand the mechanisms involved in POCD
development is rising in order to develop preventive or curative therapeutics. Surgery
may induce major variations in systemic inflammation and blood brain barrier
disruption leading to central inflammation and cognitive decline. Thus, pre-existing
inflammatory pathologies such as obesity could represent a high risk factor enhancing
POCD inflammation and cognitive damages. The aim of the project is to understand if
obesity associated adipose tissue low-grade inflammation is involved in brain
inflammation occurring in postoperative cognitive disorder after surgery. To answer
this question, we have studied the link between obesity and POCD using obese mouse
model and cognitive damage model induced by surgery and the inflammatory process.
Then the specific role of adipose tissue in POCD development was studied. Our
hypothesis for the involvement of obesity in POCD inflammation is that adipose tissue
effect could be added to surgery effect via pro-inflammatory cytokines and then lead
to cognitive inflammation.

This project could help preventing POCD in obese population, which are at

higher risk of disease.

KEY WORDS: cognitive dysfunction, obesity, adipose tissue, surgery, and

inflammation.
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RESUME EN FRANCAIS

L’altération des capacités cognitives telles que des déficits de I'apprentissage
et de la mémoire, survenant juste aprés une chirurgie est dénommeée trouble cognitif
post-opératoire. Ce trouble représente en post-chirurgie un probléme de santé
publique encore peu caractérisé. L’inflammation semble jouer un réle majeur dans ce
développement. C’est pourquoi, une inflammation préexistante retrouvée dans
certaines pathologies telles que I'obésité, pourrait représenter un facteur de risque de
développement du TCPO ou l'augmenter. Ainsi, I'objectif est d’étudier le lien entre le
tissu adipeux de l'individu obése et son inflammation de bas bruit et le TCPO. Un
modéle murin d’obésité et de chirurgie par fracture fermée du tibia montre une
exacerbation spécifique des troubles cognitifs chez les souris obéses apres la
chirurgie. L’étude des mécanismes impliqués, signe une altération de la barriere
hémato-encéphalique et un remodelage des cellules immunes au niveau cérébral chez
ces souris obéses. Le tissu adipeux et I'inflammation chronique qui lui est associée
semblent jouer un réle dans les phénomeénes observés en potentialisant I'inflammation
produite par la chirurgie chez I'individu obese.

Ainsi, ce projet pourra permettre de mieux caractériser I'apparition de TCPO
chez l'individu obése au moyen de mesures hygiéno-diététiques renforcées ou de
traitements ciblés.
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