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RESUME

I. Introduction

Le muscle squelettique est le tissu quantitativement le plus important du corps humain. Il peut étre
agressé par des mécanismes d’ischémie-reperfusion (IR) que ce soit :

- par une insuffisance circulatoire locale telle qu'une oblitération de I'arbre artériel comme dans
I'artériopathie oblitérante des membres inférieurs ou globale par défaillance de l'éjection
myocardique comme dans le choc hémorragique,

- par des manipulations chirurgicales telles que les clampages artériels pour chirurgie
vasculaire(1) ou l'utilisation de garrots de membres pour la chirurgie orthopédique(2).

Cette double agression que constituent l'ischémie puis la reperfusion sur le muscle squelettique est
responsable de cascades physiopathologiques médiées notamment par l'inflammation(3) et le stress
oxydant. L'organelle responsable de la production énergétique musculaire : la mitochondrie constitue une
cible critique pour les effets déléteres liés a I'IR. En effet, la dysfonction mitochondriale va induire une
baisse de la production énergétique tissulaire mais également une amplification des mécanismes
l1ésionnels oxydatifs(4). En situation physiologique, la mitochondrie exerce une action régulatrice sur les
especes réactives de l'oxygene en modulant leur production et leur élimination(5). L’étude de la
dysfonction mitochondriale musculaire est donc essentielle pour évaluer finement l'intensité d'une
agression ischémique ou l'efficacité d'une thérapeutique protectrice des lésions d’'IR, qu’elle soit
pharmacologique ou chirurgicale.

Notre équipe avait déja montré que :

1. Plus que lischémie, la reperfusion est responsable d’'une part importante des atteintes
tissulaires, en particulier mitochondriales. L'activité de la chaine respiratoire mitochondriale
est altérée au décours de la restauration d’'une perfusion hémodynamiquement efficace.

2. La modulation des conditions de restauration d’une perfusion efficace par les techniques de
post conditionnement ischémique, par exemple, peut permettre de limiter la dysfonction
mitochondriale musculaire.

Cependant il reste difficile, sur le plan expérimental comme clinique, d’établir avec précision et de
maniere non invasive la qualité de la restauration d’'une perfusion tissulaire.

L’étude du lactate, sel de I'acide lactique, présente de multiples intéréts potentiels dans ce contexte. Il est
produit en quantité dans le cytosol du muscle squelettique en situation de prédominance du métabolisme
glycolytique anaérobie. L’'ischémie aigué est responsable d’hypoxie musculaire, ce qui induit une
conversion métabolique vers les voies anaérobies(6). Le dosage, en temps réel, du lactate dans un
compartiment soumis a une IR pourrait permettre d’'améliorer I'’étude des modeéles expérimentaux ainsi
que la qualité de la prise en charge clinique des situations d’hypoperfusion tissulaire.

I1. Objectifs
Les objectifs de ce travail étaient :

1. Evaluer la place de la lactatémie capillaire comme dispositif de monitorage de I'ischémie et
de la reperfusion tissulaire.

2. Comparer le suivi local du taux de lactate, au niveau du compartiment ischémié, par rapport
au taux systémique du lactate lors des ischémies compartimentales telles que I'ischémie de
membre ou I'ischémie intestinale ainsi que durant le choc hémorragique.



III. Synthése des résultats

1. Lactatémie locale versus lactatémie systémique dans I'ischémie de membre

Dans un modele expérimental murin d’ischémie-reperfusion de membre par garrot, 'augmentation de la
lactatémie capillaire dans la patte ischémiée permet de confirmer la présence d’'un métabolisme anaérobie
en rapport avec une ischémie. De la méme maniére, sa décroissance apres levée du garrot traduit la
reprise d’'un métabolisme aérobie correspondant a une reperfusion efficace. De maniere intéressante,
I'augmentation réversible de la lactatémie capillaire de membre ne s’accompagne pas d’'une modification
de la lactatémie systémique.

Le dosage compartimental du lactate pourrait donc permettre un monitorage en temps réel de
I'efficacité d’'une reperfusion d'un territoire ischémié que ce soit au laboratoire ou en clinique
humaine. En revanche, la mesure du taux de lactate systémique ne permet pas ce monitorage.

2. Lactatémie capillaire et ischémie intestinale
Dans un modéle expérimental porcin d’ischémie intestinale, les segments intestinaux présentant une
atteinte ischémique montraient une augmentation du taux de lactate capillaire local. Le dosage capillaire
local du lactate au niveau intestinal pourrait aider a identifier les zones de résection optimales lors d'une
chirurgie avec ischémie intestinale.

3. Lactatémie capillaire et choc hémorragique

Dans un modele de choc hémorragique pré-clinique secondairement réanimé, l'augmentation de la
lactatémie capillaire systémique durant la période de choc n’est pas accompagnée d'une augmentation du
taux de lactate intramusculaire ni d'une altération du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale.

La lactatémie capillaire systémique ne semble donc pas représenter une méthode fiable d’évaluation du
degré de souffrance musculaire squelettique au cours d’'une hypoperfusion tissulaire globale consécutive a
un choc hémorragique.

IV. Conclusions
La mesure capillaire du taux de lactate en situation d’ischémie-reperfusion pourrait permettre:

1. d’affirmer I'existence d’une ischémie tissulaire régionale. En revanche, le taux systémique du
lactate ne permet pas d’établir ce diagnostic,

2. de confirmer l'efficacité d’'une reperfusion au niveau d’'un membre préalablement ischémique
tandis que la mesure systémique des lactates ne le permet pas. L’affirmation de 'efficacité de
la reperfusion et de sa constance, par une mesure aussi simple que la lactatémie capillaire
compartimentale représente une avancée majeure en comparaison avec les autres méthodes
existantes.

La mesure capillaire du taux de lactate systémique dans une situation d’hypoperfusion par choc
hémorragique n’est pas associée a une dysfonction mitochondriale ou une augmentation du taux de
lactate intra-musculaire. D’autres hypothéses pourraient donc étre explorées pour déterminer I'origine de

I'hyperlactatémie dans cette situation.



ABSTRACT

I. Introduction

Skeletal muscle is quantitatively a major compound of human body.
It can be exposed to ischemia and reperfusion (IR) insults like:
- Circulatory failure: caused by regional vascular supply impairment or global hypo perfusion like
hemorrhagic shock.
- Surgical manipulation like arterial clamping (1) or tourniquet inflation (2).

The dual insult caused by ischemia and reperfusion on skeletal muscle is responsible for
pathophysiological pathway involving inflammation and oxidative stress. Mitochondrion, the organelle
involved in energy supply is a critical target for IR insults. Being highly involved in oxidative stress
managing during physiological conditions, mitochondrial failure induces a decrease in energy supply but
also an increase in oxidative stress damages.

The study of mitochondrial dysfunction appears to be essential for the assessment of an ischemic insult
and a protective strategy.

Our group has already described that:

1. More than ischemia, reperfusion is responsible for a major part in tissular insult particularly
mitochondria. Mitochondrial respiratory chain can be impaired during reperfusion of
skeletal muscle.

2. Skeletal muscle mitochondria protection can be obtained with modulation of the reflow

procedure called post conditioning.

However it remains challenging on both experimental and clinical field to precisely assess skeletal muscle
perfusion quality without being highly invasive.

Lactate presents several interests in this context. It is highly produce in skeletal muscle in cases of
glycolytic anaerobic metabolism. Skeletal muscle ischemia induced anaerobic only metabolism. Real time

assessment of regional lactate in case of IR could improve experimental study and clinical car of tissular
hypo perfusion.

II. Objectives
Our objectives were:
1. Assessment of capillary lactate for tissue ischemia and reperfusion monitoring.

2. Compare the local and systemic capillary lactate time course during compartmental ischemia
insults like limb ischemia, intestinal ischemia or during hemorrhagic shock.
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III. Results

1. Local lactatemia versus systemic lactatemia during acute limb ischemia
In a rodent experimental model of acute limb IR, the increase in limb capillary lactate could help in

assessing the ongoing anaerobic metabolism. Similarly, it decrease after tourniquet deflation could help in
assessing efficient reperfusion. Local capillary lactate increase was not associated with an increase in
systemic capillary lactate during limb ischemia.

Compartmental capillary lactate could allow to real time monitoring of the reperfusion efficiency of an
ischemic compartment, in the laboratory and the clinical field.

2. Capillary lactatemia during intestinal ischemia
In an experimental model of intestinal ischemia, bowel segments presenting ischemic insult showed an

increase in local capillary lactate. Local capillary lactate could be of interest for bowel resection
optimization during intestinal ischemia surgery.

3. Hemorrhagic shock
In a pre clinical model of treated acute hemorrhagic shock, the increase in systemic capillary lactate was

not associated with an impairment of the skeletal muscle mitochondrial respiratory chain or
intramuscular lactate increase. Capillary lactate does not seem to be a suitable tool for assessing skeletal
muscle insult during global tissular hypo perfusion like hemorrhagic shock.

IV. Conclusions
The capillary measurement of the lactate in IR could be interesting for:

= Assessing a limb or intestinal tissue ischemia. On the opposite, the systemic measurement could
not assess this diagnosis.

= Assessing the efficiency of a limb reperfusion. On the opposite, the systemic measurement could
not assess this diagnosis.

The systemic capillary lactate measurement during haemorrhagic shock related hypo perfusion could not

be associated with an increase in intra muscular lactate. Further research is needed to confirm the origin
of hyperlactatemia during haemorrhagic shock.
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ABREVIATIONS

AcylCoA : acyl-coenzyme A

AcétylCoA : acétyl-coenzyme A

ADN : acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

ALAT : alanine aminotransférase

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

ANT : adénine nucléotide translocase

AOMI : artériopathie oblitérante des membres inférieurs
ATP : adénosine triphosphate

CMH : cyclic 3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine
Cr: créatine

CRM : chaine respiratoire mitochondriale

Crn : créatinine

CRP : protéine C réactive

FADH?2 : flavine adénine dinucléotide

GLUT : transporteur transmembranaire du glucose

HES : hydroxyéthylamidon

IC : index cardiaque

IPS : index de pression systolique

IR : ischémie-reperfusion

IRM : imagerie par résonnance magnétique

LDH : lactate déshydrogénase

MCT : transporteur transmembranaire monocarboxylate couplé au proton
Mi-CK : créatine kinase mitochondriale

mmHg : millimetre de mercure

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide

NADH : forme réduite de la nicotinamide adénine dinucléotide
PAM : pression artérielle moyenne

PRI : projet de recherche interne

PCr : phosphocréatine

PVC : pression veineuse centrale

PDH : pyruvate déshydrogénase

ROS : dérivés réactifs de I'oxygene

RMN : résonnance magnétique nucléaire

RPE : résonnance paramagnétique électronique

SMCT : transporteur transmembranaire monocarboxylate couplé au sodium

UCP : uncoupling proteins
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VDAC : voltage dependent anion channel

VEGF : vascular endothelial growth factor
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1. Le muscle squelettique et son fonctionnement métabolique

Nous allons exposer cette thématique telle qu’elle a été développée de maniere collaborative au sein de
notre équipe d’accueil 'EA 3072. Ces rappels sont le fruit du travail de toute I'équipe de 'EA 3072.

Le tissu musculaire est quantitativement le plus représenté au sein de l'organisme. Le tissu musculaire
squelettique représente approximativement 40% du poids du corps chez ’homme et 32% chez la femme.
Sur le plan fonctionnel, chez les vertébrés, il permet notamment la motricité spatiale par sa fonction
contractile. Cette fonction contractile impose aux cellules musculaires une spécialisation architecturale et
moléculaire qui explique les variations fonctionnelles importantes observées en terme de vitesse de
contraction, puissance et fatigabilité.

Nous allons voir successivement les principales caractéristiques fonctionnelles des unités musculaires
puis leur fonctionnement métabolique.

1.1. Systématisation de I'appareil contractile

Le mouvement d'un membre est initié par la contraction d’un ou de plusieurs muscles squelettiques, fixés
sur le squelette osseux par leurs extrémités myotendineuses.

Un muscle (Figure 1) est subdivisable en fibres musculaires, contenant des cellules musculaires et
s’étendant entre chaque extrémité myotendineuse. Une gaine conjonctive, I'endomysium recouvre les
fibres musculaires. Celles-ci sont rassemblées en faisceaux par le périmysium, recouvrant de maniere
commune l'ensemble des fibres. Un muscle est constitué de plusieurs faisceaux, recouverts par
I'épimysium, lui-méme recouvert par plusieurs fascias. Le diametre des fibres musculaires varie de 10 a
100pm et leurs longueurs de plusieurs centaines de um a plusieurs dizaines de mm. Ces fibres
musculaires sont un syncytium résultant de la fusion de plusieurs cellules avec un positionnement
périphérique de leurs noyaux a proximité de la membrane plasmique appelée sarcolemme.

Les tendons situés aux extrémités musculaires sont constitués du prolongement commun de I'’ensemble
des endomysiums.

La vascularisation des fibres musculaires est assurée par un fin réseau capillaire issu d’'un réseau
vasculaire intégré al'épimysium, au périmysium et a 'endomysium.

La jonction neuromusculaire constitue l'interface entre le systéme nerveux périphérique et la cellule
musculaire permettant de commander le déclenchement d’'une contraction musculaire.

: '/
tendon___ / -

fascia___

muscle

4

veine, artére,
nerf £

—eépimysium

périmysium

Figure 1 : Organisation histologique du muscle squelettique
[Pottecher(7)] adapté du site www.academic.kellog.cc.mi.us
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1.2. Biologie moléculaire de la contraction musculaire

Chaque fibre musculaire est constituée d'un syncytium de plusieurs cellules musculaires
(rhabdomyocytes). Dans le syncytium, on retrouve de nombreux noyaux en périphérie situés sous la
membrane cytoplasmique appelée sarcolemme. Le cytoplasme des rhabdomyocytes est appelé
sarcoplasme. L’'unité fonctionnelle de la contraction musculaire est constituée par le sarcomeére. Un
sarcomere est constitué par des protéines contractiles assemblées en filaments appelés myofibrilles. Ces
assemblages occupent jusqu’a 90 % du volume sarcoplasmique. Un sarcomere peut se décrire en
microscopie comme la zone séparée par deux lignes Z qui centrent les bandes I. On retrouve en son centre
une bande A sombre séparée par une zone H et une ligne M (Figure 2 B). Les bandes A (pour Anisotropes)
correspondent a un enchevétrement de filaments épais de myosine et de filaments fins d’actine. Les
bandes I (pour Isotropes) sont composées de filaments d’actines.

A

ligne M
A4

| ||
bande | bande A

| |
sarcomere
filaments épais filaments fins
ae m ose;ge d’act'ine

Figure 2 : Organisation de I'unité contractile musculaire striée

A. Au sein d’'une cellule musculaire, la contraction est assurée par les myofibrilles, constituées par une
succession de sarcomeres. B. Observation d’'un segment de myofibrille de muscle squelettique de souris en
microscopie électronique. On visualise trois sarcoméres assemblés. [Pottecher(7)] adapté de [Goll(8)].
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Sur le plan protéique, la structure d'un sarcomere est représentée sur la figure 3. La myosine est
constituée d’'une chaine légere, longitudinale, flexible et d'une chaine lourde sur laquelle se situent les
tétes de myosine. On retrouve la myosine au sein de la bande A, la bande H étant matérialisée par les
segments de myosine sans chevauchement d’actine. La ligne M qui centre la bande H est constituée par
I'assemblage de myomésine et de protéine M qui stabilise les connexions de myosines.

Six filaments d’actine recouvrent chaque filament de myosine. Ce sont des polyméres d’actine globulaire
(actine G). La conformation du polymére d’actine est en double hélice avec en son centre une colonne de
tropomyosine qui fixe I'actine. Sur la tropomyosine se trouve a intervalles réguliers des complexes de
troponines comprenant : troponine C (avec site de fixation au calcium), troponine I (qui au repos inhibe la
fixation actine-myosine) et la troponine T (qui réalise la fixation a la tropomyosine).

Les connexions de filaments d’actine sont effectuées au niveau de la ligne Z par un polymere protéique
d’a-actine, téléthonine, g-filamine, myotiline, obscurine, titine et nébuline.

La titine a également pour réle de rendre le sarcomére élastique, elle s’étend d’une ligne Z a une ligne M.
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Figure 3 : Composition protéique d’'un sarcomere
[Pottecher(7)] adapté du site www.massaoit-bio.net

La contraction musculaire (Figure 4) est réalisée sur le plan moléculaire par la fixation de I'actine et de la
myosine puis les tétes de myosine se replient et raccourcissent le sarcomere. Ce mécanisme est assuré sur
le plan énergétique par l'hydrolyse d'une molécule d’adénosine triphosphate (ATP) en adénsine
diphosphate (ADP). La fixation de I'actine et de la myosine nécessite la fixation de calcium sur la troponine
C. Cette fixation va induire une modification conformationnelle de la troponine C. Cette modification
conformationnelle va déplacer la troponine I sur la tropomyosine ce qui va permettre la fixation actine-
myosine.

Au moment de la décontraction musculaire, le sarcomére se rallonge. Ce phénoméne est initié par la
défixation des tétes de myosine. Sur le plan moléculaire, on note a ce moment la fixation d’'un nouvel ATP
et le relargage du calcium de la troponine C.
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Figure 4 : Mécanique moléculaire de la contraction musculaire
[Pottecher(7)] adapté du site www.biology.berkeley.edu

1.3. Classification des fibres musculaires striées squelettiques

Les fibres musculaires striées squelettiques ne sont pas identiques en terme de morphologie et de
caractéristiques fonctionnelles. Il existe plusieurs classifications reposant sur des parametres qui ont
évolué en fonction des progres de la biologie.

Brooke et Kaiser(9) ont ainsi proposé une classification basée sur la réaction histochimique incluant
I’ATPase a des pH différents(Figure 5). Cette méthode de classification histologique permet de définir trois
types de fibres. Les fibres I sont appelées fibres lentes et les fibres II, fibres rapides. Les fibres rapides
(type II) sont dichotomisées en fibres a contraction moyennement rapides (Ila) et fibres rapides (IIb).
Nemeth et Pette ont proposé de combiner l'activité ATPasique avec I'analyse du métabolisme oxydatif
basée sur la teneur en succinate déshydrogénase(10).

Une classification basée sur des méthodes immunohistochimiques ciblant les chaines lourdes de la
myosine permet de distinguer les fibres de type IIx.

Comme cela est illustré dans la figure 5, un muscle n’est pas homogene en composition fonctionnelle de
fibres musculaires de type I ou II. Selon le role physiologique d’'un muscle, 1a majorité de type de fibres va
varier. Un muscle postural est plus riche en fibres lentes qu'un muscle destiné a assurer la gestuelle par
exemple.

Type IIB

Figure 5 : Typage histologique des fibres musculaires squelettique

Coloration a la myosine adénosine triphosphatase (mATPase) selon Brooke et Kaiser de muscle
Longissimus dorsi porcins(11). Type I : fibres a contraction lente. Type Ila: fibres a contraction moyenne.
Type IIb : fibres a contraction rapide.
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L’'innervation d’'un motoneurone va cibler plusieurs fibres musculaires qui auront toutes le méme profil
fonctionnel témoignant d’'un probable déterminisme neurogénique.

1.3.1. Les fibres de type 1

Les fibres de type I sont des fibres a contraction lente. Leur métabolisme énergétique est a prédominance
oxydative, basé sur le phosphorylation oxydative aérobie intramitochondriale. Ces fibres ont une forte
teneur en myoglobine et sont de couleur rouge en microscopie optique. Sur le plan fonctionnel ces fibres
développent une force limitée mais sont peu fatigables.

1.3.2. Les fibres de type 11

Par opposition avec les fibres de type |, les fibres de type Il sont a contraction plus rapide, induisant une
force supérieure mais sont fatigables. Leur métabolisme énergétique est de type glycolytique anaérobie.
Ces fibres sont blanches optiquement, riches en glycogene.

Les fibres de type Ila sont a métabolisme énergétique mixte oxydatif et glycolytique. Leur composition
comprend du glycogéne en quantité importante et moins de mitochondries par rapport aux fibres de type
I

Les fibres de type IIb sont a métabolisme essentiellement glycolytique anaérobie, pauvres en
mitochondries et en enzymes oxydatives. Elles contiennent tres peu de mitochondries ou d’enzymes
oxydatives.

Les fibres IIx ont une structure fonctionnelle intermédiaire entre les fibres Ila et IIb.

1.4. Les différents phénotypes métaboliques musculaires squelettiques

Comme nous venons de le voir, le phénotype métabolique musculaire est un parameétre fondamental des
propriétés fonctionnelles d’'un muscle squelettique. Deux voies métaboliques permettent I’essentiel de la
production énergétique : la glycolyse et la phosphorylation oxydative.

1.4.1.La glycolyse

La glycolyse est une voie métabolique qui a pour substrat le glucose. Elle a lieu dans le cytoplasme
cellulaire et ne nécessite pas d’oxygene dans sa cascade enzymatique. Le produit catabolique final est le
pyruvate qui pourra en présence d’oxygéne intégrer la voie du métabolisme énergétique oxydatif
intramitochondrial (Figure 6). Le rendement énergétique est faible puisqu'une molécule de glucose
générera deux molécules d’ATP (contre 36 pour la phosphorylation oxydative).

1.4.2. La phosphorylation oxydative

La phosphorylation oxydative est un processus enzymatique qui a lieu au niveau mitochondrial dans un
complexe protéique appelé chaine respiratoire mitochondriale et sera détaillé dans le chapitre
« physiologie mitochondriale ». Elle nécessite la présence d’oxygene qui sera réduit en eau et la présence
d’équivalents réducteurs NADH, et FADH,. Ces équivalents réducteurs sont produits lors d’'une étape
préliminaire appelé cycle de Krebs. Ce cycle intramitochondrial nécessite la conversion de pyruvate ou
d’acyl-CoA, les produits cataboliques respectifs de la glycolyse et de la béta-oxydation des acides gras, en
acétyl-CoA. L’acétyl-CoA va étre métabolisé par une succession d’enzymes (Figure 6) pour produire au
total deux molécules de CO», trois molécules de NADH, une molécule de FADH; et une molécule d’ATP.
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Figure 6 : Le cycle de Krebs
Adapté d’apres le site www.members.chello.nl

En résumé :

Nous venons de voir I'importante relation entre le profil métabolique et le role fonctionnel d’'un muscle
squelettique. Le tissu musculaire squelettique est spécialisé dans la production d’énergie mécanique au
moyen d'un complexe assemblage protéique lui permettant un raccourcissement réversible. Ce
phénomeéne peut se faire avec puissance et rapidité ce qui implique une forte demande énergétique. La
mitochondrie est une organelle du rhabdomyocyte qui a pour mission, entre autres, d’assurer cette
charge.

Nous allons détailler dans la partie suivante la structure et le fonctionnement mitochondrial qui dépasse
la production énergétique avec notamment la genése de radicaux libres oxygénés.

1.5. La physiologie mitochondriale musculaire

La mitochondrie est une organelle dont un des réles majeurs est la production énergétique. Elle renferme
son propre ADN (mtADN)(12). Cependant, les protéines constituant la mitochondrie ne sont pas
exclusivement codés par cet ADN. Les protéines mitochondriales codées au niveau de ’ADN nucléaire sont
synthétisées puis transportées au sein de la mitochondrie. Le réle de la mitochondrie dépasse celui de la
production énergétique avec une implication dans '’homéostasie calcique, I'équilibre du pH intracellulaire,
la synthése d’héme et d’hormones stéroidiennes, I’équilibre du stress oxydant et la thermogénese.

1.5.1. Structure mitochondriale

La mitochondrie possede une enveloppe membranaire composée de deux membranes, externe et interne
(Figure 7).

La membrane externe doit assurer les échanges entre le milieu cytosolique et 'espace intermembranaire.
Des protéines spécialisées assurent ces échanges que se soit, par des pores pour transloquer les protéines
ou des porines par lesquelles transitent les substrats intégrant la respiration mitochondriale. La
principale porine est dénommée Voltage Dependent Anion Channel (VDAC). Il existe trois isoformes
différentes (VDAC1, 2 et 3) dont les propriétés et les conséquences en terme de régulation du
fonctionnement mitochondrial différent(13).

22



Particules d'ATP Synthase

Espace inter-membranaire
Matrice

Cristae

Ribosome
Granules

Membrane interne
Membrane externe

Figure 7 : Schématisation de la structure mitochondriale
Adapté du site www.lewebpedagogique.com

L’espace intermembranaire doit, entre autres, assurer la transition des composés phosphorylés
hautement énergétiques vers leur site d’action extra-mitochondrial. La créatine kinase mitochondriale
(mi-CK) participe a cette mission. Elle se situe sur la membrane interne et va transformer la créatine en
phosphocréatine, une forme plus stable de composé phosphorylé a haute énergie(14). Il existe également
une mi-CK sur la membrane externe dont le role serait I'importation de créatine intra-mitochondriale et
I'exportation de phosphocréatine.

La membrane interne posséde une perméabilité encore plus limitée du fait de son réle de barriére pour
les gradients électrochimiques nécessaires a la respiration mitochondriale. Plusieurs protéines
permettent de réaliser les échanges moléculaires et métaboliques entre les deux versants membranaires :

= Les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale constituent le cceur du processus
énergétique aérobie et sont détaillés dans le paragraphe suivant.

= L’adénine nucléotide translocase (ANT) est un échangeur transmembranaire d’ATP/ADP. Il existe
trois isoformes décrites (ANT1, ANT2, ANT3). L’ANT 1 est l'isoforme majoritaire dans le
myocarde et les muscles squelettiques murin et humain. L’ANT 2 est ubiquitaire et dépendant de
I'activité respiratoire du tissu.

= Les protéines découplantes (UCP -uncoupling protein) ont pour role de laisser passer les protons
au travers de la membrane interne. Leur ouverture induisant une fuite protonique
transmembranaire conduit a un découplage entre I'oxydation et la phosphorylation de ’ADP. Sur
le plan énergétique, I'énergie électrochimique ainsi dissipée est évacuée sous forme de chaleur.

Le compartiment interne a la membrane interne est appelé matrice mitochondriale. Les enzymes du cycle
de Krebs, de la béta-oxydation des acides gras y sont situés ainsi que ’ADN mitochondrial et les éléments
nécessaires a son expression.

1.5.2. Organisation mitochondriale cellulaire

Plus qu’'un organite isolé, les mitochondries sont principalement organisées en réseau tel qu'ont permis de
constater les techniques de fluorescence(15). Les protéines sont intégrées dans une matrice protéique du
cytosquelette qui participe au dynamisme spatial de l'organisation mitochondriale (myosine, dynéine,
kinésine). Les mitochondries sont organisées en un cristal inter-myofibrillaire afin d’optimiser la
disponibilité de la production énergétique.

En terme quantitatif, dans le tissu myocardique a métabolisme principalement oxydatif, les mitochondries
représentent 30 a 40 % du volume cellulaire. La proportion de mitochondries intramusculaires va
dépendre du profil métabolique glycolytique (faible teneur en mitochondries) ou oxydatif (forte teneur en
mitochondries).
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1.5.3.La chaine de transport des électrons
Le métabolisme énergétique mitochondrial se réalise, comme nous l'avons vu précédemment, grace a
I'action conjointe de réactions enzymatiques d’oxydation des substrats énergétiques et de la chaine
respiratoire. Les équivalents réducteurs (NADH, FADH;) vont fournir des électrons a la chaine respiratoire
mitochondriale (CRM). La CRM est composé de cinq complexes protéiques (Figure 8):

= le complexe I ou NADH déshydrogénase,

= le complexe Il ou succinate déshydrogénase,

= le complexe III ou ubiquinol cytochrome C réductase,
= le complexe IV ou cytochrome C oxydase,

= le complexe V ou ATP synthase.

Chacun de ces complexes se forme de sous-unités protéiques. Le complexe II résulte de la transcription
uniquement d’ADN nucléaire tandis que les autres complexes sont issus de la transcription d’ADN
nucléaire et mitochondrial(16).

1.5.4. La phosphorylation oxydative

Le flux électronique est initié par l'oxydation du NADH et du FADH; au niveau des complexes I et II
respectivement. L'ubiquinone va alors médier le transfert d’électrons vers le complexe III et le
cyctochrome C du complexe 11l vers le complexe IV. Au niveau du complexe IV, cet électron va réduire de
l'oxygéne en eau. Chaque flux électronique va initier le passage de protons vers l'espace
intermembranaire mitochondrial au travers des complexes exposés au flux électronique. Le gradient
électrochimique de protons constitue une force proton-motrice que le complexe V va exploiter pour
phosphoryler des molécules d’ADP en ATP. L'’ensemble du mécanisme nécessite donc le couplage par le
complexe V entre la chalne des oxydoréductions et la production d’ATP(17).
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Figure 8 : Chaine mitochondriale de transport des électrons
CI complexe I, CII complexe II, CIII complexe III, CIV complexe IV. [Stock(17)].

Plusieurs éléments influent sur la régulation de la production d’ATP par la CRM.

La proportion entre les équivalents réducteurs NADH/FADH; va ainsi modifier le rendement de
phosphorylation oxydative de la chalne respiratoire mitochondriale car 'amplitude du flux électronique
généré n’est pas le méme entre les deux équivalents. Ce rendement de phosphorylation oxydative peut
étre approché en mesurant le rapport entre flux d’ATP et flux d’oxygéne (JATP/]J0). Le FADH; génére un
rendement de phosphorylation oxydative moindre que le NADH car il court circuite le complexe I lors de
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I'initiation du flux d’électrons. Selon le substrat métabolisé, ce rapport NADH/FADH différe. Par exemple,
ce rapport est a 4 pour le glucose et 2 pour les acides gras.

La concentration en ADP extra-mitochondriale est également un facteur influengant la phosphorylation
oxydative(18). Le niveau de respiration mitochondriale est corrélé de maniere hyperbolique avec la
concentration en ADP extra-mitochondriale. L’adénine nucléotide translocase (ANT) régule la
concentration en ADP extra-mitochondriale.

Parmi les autres facteurs influencant la phosphorylation oxydative, on retrouve la concentration extra-
mitochondriale en phosphate inorganique, la disponibilité en H+ au niveau des équivalents réduits ou
encore l'activité du cytochrome C oxydase(19).

1.5.5. La genése mitochondriale de stress oxydant
La mitochondrie est I'organelle majoritairement impliquée dans la genese de dérivés réactifs de 'oxygéne
(ROS) cellulaires(20). Plus précisément, la CRM est une source de ROS qui peuvent étre produits au niveau
des complexes I et III (Figure 9).
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Figure 9 : Production de ROS au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale
Adapté de [Boveris(21)].

Le complexe [ génere des ROS au niveau matriciel alors que le complexe III génére des ROS aux niveaux
matriciel et intermembranaire. La proportion de production de ROS ente ces deux complexes va dépendre
de leurs sollicitations relatives et donc du rapport NADH/FADH; a proximité. Le site exact impliqué dans
la production de ROS est encore I'objet de recherches.

En conclusion :

Le muscle squelettique est un tissu spécialisé dans la production d’énergie mécanique. Son profil
histologique et métabolique correspond a cette spécialisation. La mitochondrie et en particulier la
chaine respiratoire mitochondriale tiennent un réle central dans la production énergétique. La
mitochondrie du fait de son importance fonctionnelle et quantitative sera une cible d’intérét pour
I’étude des agressions tissulaires musculaires rencontrées en clinique telles que l'ischémie-
reperfusion.
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2. L’ischémie-reperfusion et ses conséquences musculaires
2.1. Définition de I'ischémie

L’ischémie musculaire est la conséquence tissulaire de la diminution de 'apport musculaire en oxygéne et
en éléments nutritifs. En fréquence, cela va correspondre majoritairement a une interruption de la
circulation sanguine a destination du territoire ischémié.

L’origine de l'interruption du flux sanguin peut étre multiple : embolie, thrombose, compression tumorale,
traumatique, iatrogene...

Des ischémies peuvent également étre causées par des altérations de la délivrance en oxygene non liées a
une interruption du flux sanguin (anémie, anomalie du débit cardiaque ou de la pression de perfusion,
hypoxémie par exemple). Ces situations correspondent plus fréquemment a une hypoperfusion qu’'a une
réelle ischémie mais partagent le continuum physiopathologique.

L’'ischémie musculaire squelettique pure, sans reperfusion, n’a pas fait 'objet d’études extensives. Au
niveau myocardique, il est clairement établi que la durée d’ischémie conditionne I'étendue de la 1ésion
nécrotique. Ce concept a été regroupé sous le terme d’onde de progression ischémique par Reimer dans
des travaux expérimentaux sur myocarde de chien(22). En ce qui concerne le muscle squelettique, a durée
de reperfusion identique, la viabilité musculaire squelettique commence a étre significativement impactée
a partir de 3h d’ischémie selon un modele in vitro(23) étudiant du tissu humain. De la méme maniere que
pour le myocarde, I'altération musculaire squelettique est proportionnelle a la durée d’ischémie.

2.2. Phénomeénes moléculaires associés a l'ischémie

L’ischémie engendre initialement une baisse de production aérobie d’ATP. La genése d’ATP est alors
principalement assurée par la glycolyse a partir des stocks cellulaires de glycogéne et de glucose.
L’absence de catabolisme du pyruvate augmente la concentration en acide lactique par conversion du
pyruvate en acide lactique(24). Pour compenser l'augmentation de la concentration protonique
intracellulaire, I'’échangeur transmembranaire Na+/H+ va faire augmenter la concentration intracellulaire
en sodium ; créant un appel osmotique d’eau et un oedeme cellulaire. Le phénomene de glycolyse étant
saturable et peu rentable en ATP, une diminution de la concentration tissulaire en ATP s’installe. Ceci va
aggraver 'oedéme cellulaire par diminution de 'activité de I'échangeur transmembranaire Na+/K+ ATP-
dépendant. Secondairement, I'échangeur transmembranaire Na+/Ca+ va corriger I'augmentation de la
quantité de sodium intracellulaire en augmentant la concentration de calcium intracellulaire. En
conséquence, il existe une augmentation des concentrations en sodium et calcium intracellulaires lors des
ischémies prolongées(25). A ces altérations va succéder une activation de certains mécanismes
enzymatiques conduisant a la mort cellulaire, notamment la phospholipase A2 et les lysozymes. La
phospholipase A2 va dégrader la bicouche phospholipidique membranaire en acide arachidonique. Cet
acide arachidonique est un précurseur de médiateurs pro inflammatoires tels que les leukotriénes et les
prostaglandines. Une activation de l'inflammation notamment cellulaire sera alors observée(26). Les
lysozymes vont également dégrader les composants cellulaires.

D’autres mécanismes sont également impliqués dans les altérations tissulaires liées a l'ischémie: la
production de cytokines, de kinines, du complément et des voies de coagulation.

L’activation biologique de l'inflammation est retrouvée sur le plan histologique. Formigil a étudié des
biopsies quadricipitales de patients opérés pour anévrysme aortique avec clampage aortique et a retrouvé
un infiltrat granulocytaire dans les muscles ischémiés et reperfusés(27).

L’'ischémie méme sans reperfusion est responsable d'une dysfonction de la chaine respiratoire
mitochondriale des muscles squelettiques sur des modeles expérimentaux murins(28, 29).
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2.3. Définition de la reperfusion

La reperfusion est le rétablissement de l'apport tissulaire en oxygéne et nutriments qui faisait
précédemment défaut. Son existence est un prélude nécessaire au sauvetage du tissu agressé. La
recherche médicale s’est d’ailleurs efforcée de développer différentes stratégies de reperfusion
(chirurgicales, endovasculaires, médicales par exemple).

Cependant, contrairement a ce que 'on pouvait anticiper initialement, la reperfusion, a son stade initial
induit une majoration de I'agression tissulaire initiée par la période d’ischémie(30).

Cerra(31) a ainsi décrit sur ceeur isolé de chien soumis a différents protocoles d’ischémie-reperfusion, une
nécrose hémorragique apres la reperfusion proportionnelle a 1a durée de la phase ischémique.

2.4. Phénomeénes moléculaires associés a la reperfusion

Au niveau électrolytique, la reperfusion va induire des altérations spécifiques. Initialement |'extrusion de
sodium intracellulaire par I'’échangeur Na/Ca va perdurer puis rapidement, la correction de I'acidose et la
réactivation de la synthése d’ATP va permettre a ces phénomeénes de se réguler puis au calcium
intracellulaire de diminuer(32).

Le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale musculaire squelettique est altéré par la
reperfusion(33).

La reprise d'une activité fonctionnelle de la CRM alors qu’elle a subi un stress ischémique va
s’accompagner d’'une importante augmentation de sa production de ROS. En paralléle, la xanthine oxydase
produite durant I'ischémie va également augmenter le débit de production de ROS. Cette situation va créer
un déséquilibre de la balance stress oxydant - défenses anti-oxydantes(34). Cette augmentation du statut
pro oxydant cellulaire va induire une peroxydation des acides gras de la bicouche phospholipidique
cellulaire. Cette peroxydation lipidique s’accompagne de l'activation du complément et de la libération
d’acide arachidonique.

Si la conjonction de ces éléments est trop importante en amplitude, une variation de la perméabilité
membranaire mitochondriale et en particulier 'ouverture des pores de transition mitochondriale (mPTP)
va s’observer, ce qui va découpler I'énergie générée par le flux électronique de la production d’ATP par le
complexe V de la CRM. La baisse de production énergétique cellulaire est alors telle que des mécanismes
d’apoptose vont s’enclencher(25).

En résumé :

Les phénomenes physiopathologiques d’ischémie et de reperfusion sont extrémement complexes et
dynamiques. Chaque stade posséde un continuum progressivement croissant en intensité responsable de
dommages tissulaires, et en particulier mitochondriaux, réversibles ou non. Il est donc important autant
sur le plan expérimental que clinique de pouvoir évaluer l'intensité de I'agression tissulaire musculaire
représentée par une ischémie-reperfusion.

2.5. Monitorage biologique de la perfusion tissulaire

Le développement de biomarqueurs performants de I'ischémie et de la reperfusion du tissu musculaire est
un enjeu considérable pour la prise en charge des patients souffrant d’atteinte vasculaire
périphérique(35). Les méthodes de diagnostic et de suivi des dysfonctions vasculaires périphériques
actuellement utilisées en routine clinique ont chacune leurs limites d’utilisation.

Les méthodes d’exploration fonctionnelle telles que I'échographie-doppler artériel ou I'index de pression
systolique (IPS) de cheville posent principalement des problémes de coiit, de disponibilité et de maitrise
technique. Mohler(36) a ainsi déterminé, en interrogeant une base de données de 886 praticiens ayant
utilisé I'IPS dans leur pratique, les points les plus limitants de son utilisation : le temps de mise en ceuvre,
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le coiit et la disponibilité des personnes compétentes sont parmi les premiers freins d’utilisation (Figure
10).

Les méthodes radiographiques telles que I'angiographie, I'angioscanner et I'angio-IRM (Figure 11) sont
tres performantes(37) pour diagnostiquer une anomalie anatomique de perfusion artérielle mais au prix
d’un colt important, d'une utilisation de produit de contraste iodé néphrotoxique (chez une population a
risque d’'insuffisance rénale) ou a base de gadolinium et d'une irradiation non négligeable pour I'imagerie
scannographique. Tous ces éléments rendent leur utilisation peu pratique.

60%

B remes
6% [l Remboursement
[ oisponibiiite su persanne
40% +— 45% [ Formanon S
) Uiseonibilite oy materiel "
[ Disponibilite 5'un espace sédié
. Pernnence clinigue
29%

20%

[ Retus du patiert —

13%
%

0%

Figure 10 : Nature et proportions des éléments limitant l'utilisation de I'IPS
D’apres une base de données de 886 praticiens aux Etats Unis [Mohler(36)].

Figure 11 : Exemples de résultats d’examen radiographique d’imagerie vasculaire périphérique
A : Artériographie ; B : Angioscanner ; C : AngiolRM. [Iglesias(37)].
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Un biomarqueur d’ischémie musculaire permettrait, en théorie, de répéter de maniére plus fréquente, et
d’intensifier dans des situations a risque (telles que la période périopératoire) I'évaluation de la perfusion
tissulaire périphérique. Idéalement ce biomarqueur devrait :

* posséder une sensibilité et une spécificité d’ischémie tissulaire adaptées a un usage clinique,

* étre de dosage précis, reproductible et économiquement réaliste.

Un tel biomarqueur n’est actuellement pas disponible en routine.

Les biomarqueurs actuellement développés pour le diagnostic et le suivi des artériopathies oblitérantes
des membres inférieurs (AOMI) peuvent étre regroupés en trois catégories :

* marqueurs d'inflammation et d’athérome,

* marqueurs de stress oxydant,

* marqueurs de remodelage vasculaire.

2.5.1. Les marqueurs d’inflammation et d’athérome
Le lien physiopathologique entre inflammation et athérome étant clairement établi(38), beaucoup
d’attention a été récemment portée sur 1'étude de la protéine C réactive (CRP) comme biomarqueur
d’ischémie de membre(39, 40).
L’étude de la cohorte nord-américaine N.H.A.N.E.S. par Shanker(39) a mis en évidence une augmentation
du rapport des cotes (odds ratio) de la présence d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs dans
la cohorte de patients présentant un taux de CRP plus élevé par rapport a la population présentant un taux
normal. Cette association restait présente méme apreés ajustement portant sur des facteurs confondants
tels que la présence de diabéte et d’hypertension artérielle.
Cependant, la CRP présente une spécificité faible du fait des nombreuses pathologies ayant pour
conséquence une activation de l'inflammation. Son utilisation clinique comme outil diagnostic reste
limitée.

2.5.2. Les marqueurs de stress oxydant

Un certain nombre de données expérimentales et cliniques mettent en évidence les conséquences au
niveau de I'équilibre redox systémique des phénomenes d’ischémie-reperfusion qui ont lieu tout au long
de l'histoire naturelle des pathologies ischémiques de membre(41). Par exemple, la myéloperoxydase,
enzyme catalysant la formation d’especes réactives de l'oxygéne (ROS) au sein des polynucléaires
neutrophiles, voit son activité augmentée au cours de linsuffisance circulatoire artérielle(42).
L’augmentation de son taux d’activité plasmatique est associée a un plus fort risque de complications
cardiovasculaires(43).

Cependant, le principal frein a l'utilisation des méthodes biologiques d’évaluation du stress oxydant
comme marqueurs de dysfonction vasculaire reste la difficulté de mise en ceuvre de méthodes fiables,
reproductibles et compatibles avec une utilisation de routine clinque.

2.5.3.Les marqueurs de remodelage vasculaire

Dans une étude de cohorte, Gardner(44) a retrouvé un taux plasmatique de VEGF-A significativement
diminué dans une population de patients ayant un IPS inférieur a 0,9 par rapport a un groupe contrdle
partageant des facteurs de risque cardiovasculaires mais sans altération de I'IPS. Un taux diminué de
VEGF suggeére une altération de I'angiogenese dans la population présentant une insuffisance vasculaire
des membres inférieurs. En effet, il a été retrouvé une diminution du ratio capillaire/myofibrille avec la
diminution du VEGF-A dans une population de patients atteints d’AOMI(45).

Cependant la spécificité de la diminution du taux de VEGF-A est remise en question par les études de
Kikuchi(46) qui a montré dans un travail clinique et expérimental que l'isoforme pro-angiogénique VEGF
—Aj65a était bien diminuée au niveau systémique mais que l'isoforme anti-apoptotique VEGF-Ajesp était
augmentée dans les populations de patients avec ischémie chronique des membres inférieurs. Ces
données rendent l'intérét du VEGF-A comme biomarqueur systémique d’insuffisance vasculaire
périphérique peu probable.
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Ces différentes données concernant la recherche et le développement d’'un biomarqueur d’ischémie de
membre ne permettent pas d’isoler un candidat répondant a 'ensemble du cahier des charges détaillé
précédemment. Les principaux écueils des molécules reflétant la réponse inflammatoire et la
néoangiogenese sont leur manque de spécificité. Les marqueurs reflétant le niveau de stress oxydant sont
également difficiles d’utilisation en routine clinique du fait de leur technique de dosage.

Dans ce contexte, le lactate qui reflete la quantité de pyruvate produit par la glycolyse et accumulé lors des
défauts d’utilisation des voies énergétiques oxydatives, pourrait constituer une molécule de choix pour
quantifier la perfusion tissulaire.

3. Lelactate

De maniere historique, le lactate était considéré comme un déchet métabolique accumulé en situation
d’hypoxie tissulaire(47). Une des premiéres descriptions cliniques d’accumulation systémique de lactate a
été faite au 19¢ siécle par Johann Joseph Scherer chez deux patientes décédées de fiévre puerpérale.

A partir des années 1950, Huckabee(48-52) a permis de relier 'augmentation du taux systémique de
lactate avec des situations d’altération de la délivrance tissulaire en oxygene telles que I'’hypoxie, les
altérations du débit cardiaque et I'exercice physique intense.

Ce n’est qu'avec les progres de la connaissance sur les mécanismes énergétiques cellulaires que
I'explication mécanistique de cette association entre hypoxie tissulaire et augmentation de la production
de lactate a pu étre apportée.

Les avancées sur la connaissance de la physiologie du lactate a partir de la deuxiéme moitié du 20e siecle
ont permis d’élargir la place du lactate dont le statut de déchet métabolique a évolué vers celui de maillon
dans certaines voies de production et de transport énergétique tissulaire que nous allons décrire ci-apres.

3.1. Métabolisme du lactate

Le lactate (2-hydroxypropanoate) est un sel d’acide hydroxycarboxylique. Le carbone en position 2,
porteur d'un groupe hydroxyle est asymétrique expliquant l'existence d’énantiomeres: L-lactate
(1évogyre) et D-lactate (dextrogyre) (Figure 12). Le L-lactate est le stéréoisomere prédominant en
physiologie humaine(53, 54), le D-lactate n’étant produit majoritairement que par certains organismes
inférieurs. Dans la suite de notre propos, nous désignerons sous le terme lactate la forme lévogyre.

Figure 12 : Schématisation semi-développée de I'ion lactate
A : énantiomeére S (L-lactate) et B : énantiomere R (D-lactate).
Le lactate est la forme ionique, dissociée de l'acide lactique qui est un acide carboxylique. Il est d’'usage

d’utiliser le terme lactate en physiologie humaine car le pKa du binéme acide lactique/lactate étant de 3,8,
la forme dissociée est donc largement majoritaire.
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Le lactate forme un couple de conversion par oxydo-réduction avec le pyruvate (Figure 13) catalysé au
niveau cytosolique par I'enzyme lactate déshydrogénase (LDH). La réduction du pyruvate en lactate
entralne une oxydation de NADH en NAD et inversement l'oxydation de pyruvate a partir de lactate
entraine la réduction de NAD en NADH.

NADH NAD

 PYRUVATE " v LACTATE

NADH NAD

Figure 13 : Schématisation de la réaction d’oxydo-réduction entre pyruvate et lactate catalysée par
I’enzyme lactate déshydrogénase

3.1.1. Voies de formation du lactate
Le lactate est produit a partir du glucose et de I'alanine, le pyruvate étant un intermédiaire commun a ces
voies de production. En termes quantitatifs, les deux tiers du lactate plasmatique sont issus du
catabolisme glucidique alors qu’un cinquieme est issu de I'alanine. La proportion résiduelle est issue du
catabolisme de certains acides aminés tels que la sérine, la thréonine et la cystéine(55).

¢ Laproduction de lactate a partir de L-alanine
La production de lactate a partir de L-alanine est catalysée par I'alanine aminotransférase (ALAT)(56)
présente au niveau cytoplasmique, du réticulum endoplasmique et du réseau mitochondrial (Figure 14).
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Figure 14 : Schématisation de la production de lactate a partir de la L-alanine
Pointillés orange : réaction catalysée par I'alanine aminotransférase.

¢ Laproduction de lactate a partir de glucose
Cette série de réactions est fondamentale pour le métabolisme énergétique cellulaire en physiologie
humaine car elle comprend la glycolyse. La glycolyse comprend une série de réactions métaboliques
produisant in fine du pyruvate puis du lactate (Figure 16).
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Sur le plan bioénergétique, une molécule de glucose produira deux molécules de lactate, deux molécules
d’ATP et deux protons.

Cette voie métabolique est d'un rendement énergétique faible et responsable d'une acidification du
cytosol par production protonique. Cependant, elle possede I'avantage de ne pas nécessiter de molécule
d’oxygene.

Une autre conséquence de I'étude de cette réaction est la possibilité offerte de catabolisme protonique au
prix d'une réaction endergonique qui pourrait contribuer a maintenir 1'équilibre acide-base
intracellulaire(57).

Le fonctionnement de cette série de réactions cataboliques a partir du glucose nécessite comme coenzyme
la présence de NAD qui sera réduit en NADH lors de la transformation du glycéraldéhyde-3-phosphate en
1,3-biphosphoglycérate. Il y a donc une interdépendance entre la réduction de pyruvate en lactate
produisant du NAD et la glycolyse (figure 15).

" Glyceraldehyde 3-phosphate

1,3 Bisphosphoglycerate

NADH NAD

PYRUVATE — | LACTATE

&

Figure 15 : Interaction entre I'action de la lactate déshydrogénase et la glycolyse

La glycolyse est une cascade métabolique finement régulée. Ainsi, la conversion du fructose-6-phosphate
en fructose 1,6-diphosphate par 'enzyme phosphofructokinase évolue inversement a la concentration en
ATP, citrate et proton (figure 16).

Ainsi, I'action de I'ATP sur la phosphofructokinase permet au métabolisme cellulaire de diminuer la
consommation de glucose par glycolyse lorsque la production en composés phosphorylés a haute valeur
énergétique est suffisante(58).

A Tinverse, durant I'hypoxie, la diminution de la production énergétique oxydative va engendrer une
baisse de la concentration cellulaire en ATP et donc une augmentation de la glycolyse via I'action de la
phosphofructokinase.

De la méme maniere, I'action du proton sur cette enzyme va jouer un réle de régulation, empéchant une
diminution trop importante du pH intracellulaire par suractivation de la filiere glycolytique anaérobie qui
est responsable de la production de proton en parallele de la production de lactate(59).
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Figure 16: Régulation de la glycolyse par l'inhibition de la phosphofructokinase liée a la
concentration en ATP et proton (H+)
Adapté selon [Alberti(58)].

3.1.2. Elimination du lactate
¢ Catabolisme
Le lactate pour étre catabolisé doit obligatoirement étre oxydé en pyruvate par la LDH, cette réaction
ayant lieu dans le cytosol. Par la suite, le pyruvate sera métabolisé dans la matrice mitochondriale par:
= l'enzyme pyruvate déshydrogénase (PDH) en acétyl-Col par décarboxylation oxydative
pour rejoindre les circuits de production oxydative d’ATP (cycle de Krebs et respiration
phosphorylante mitochondriale). En termes quantitatifs, pour une molécule de glucose
oxydée, 36 molécules d’ATP sont générées a partir de deux molécules de pyruvate(58),
= J’enzyme pyruvate carboxylase en oxaloacétate(60) pour entrer dans la néoglucogenése.

* Transport extracellulaire
Le lactate peut étre transporté a travers les membranes cellulaires grace a des familles de cotransporteurs
dont deux sont actuellement décrites :
= les transporteurs monocarboxylates couplés au proton (MCT)
= les transporteurs monocarboxylates couplés au sodium (SMCT)

Les transporteurs monocarboxylates couplés au proton sont une famille moléculaire (MCT1, MCT2, MCT3
et MCT4). Ils assurent le transport d’acides carboxyliques au travers de la membrane cellulaire de
maniere bidirectionnelle et couplée a un proton (cotransporteurs). Ces différentes molécules ont une
spécificité variable pour le lactate par rapport aux autres acides carboxyliques et il semble que MCT# ait
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un role majeur dans le transport du lactate(61). En effet, Gerlinger a mis en évidence sur des lignées
cellulaires de cancer rénal a cellules claires que I'extinction du géne codant pour MCT4 était déléteére pour
le maintien du transport transmembranaire de lactate et de la production énergétique cellulaire.

Chez 'homme, les MCT1 et 4 sont présents sur la membrane du sarcolemme(62). La capacité de transport
du lactate au niveau musculaire par les MCT est inductible par I'exercice physique(63) et I'hypoxie(64). A
I'inverse, Borthaku(65) a montré sur des cultures cellulaires de cancer colorectal qu’'Escherichia coli
entéropathogéne était responsable d'une diminution de I'expression de MCT1. Actuellement les MCT font
I'objet d’'un effort de recherche important en oncologie car ils sont surexprimés dans un certain nombre
de types histologiques et leur inactivation semble pouvoir perturber le fonctionnement cellulaire de
certains cancers(66).

Les transporteurs monocarboxylates couplés au sodium ont été décrits plus récemment(67). Deux sous-
types sont actuellement identifiés SMCT1 et SMCT2. Encore une fois, ces familles moléculaires sont l'objet
de variation d’expression au cours de certains types de cancérogénéses et constituent des cibles
potentielles d'impacts thérapeutiques.

3.2. Role du lactate dans les différents types de métabolisme tissulaire

3.2.1. Lactate et muscle squelettique
Le muscle squelettique peut a la fois consommer et produire du lactate. Son statut global (producteur ou
consommateur) va dépendre :
= du niveau d’activité musculaire,
= delapériode post-prandiale ou non de 'organisme.

Au repos, le muscle squelettique est percu comme un producteur de lactate bien qu’aucun argument
physiologique ne le démontre avec certitude.

Ahlborg(68) a ainsi montré chez le volontaire sain par cathétérisme sélectif veineux et artériel de membre
que lefflux veineux de lactate était plus important que l'influx artériel. Ces techniques n’étudient
cependant pas le muscle squelettique spécifiquement mais toute la production du membre cathétérisé
(vaisseausx, tissus adipeux, musculaire, osseux et cutané). De maniere plus sélective, Muller(69) a retrouvé
chez des volontaires sains au repos une concentration de lactate plus importante dans le liquide
interstitiel du muscle fémoral que dans le plasma. Cette constatation pourrait également s’expliquer par
des différences de niveau d’activité des transporteurs monocarboxyliques entre cellules endothéliales et
sarcolemmales plutdt que par un gradient d’efflux de la cellule musculaire vers le plasma.

A Teffort musculaire intense, Juel(70) a retrouvé une augmentation d’'un facteur 30 de la quantité de
lactate sur des biopsies musculaires quadricipitales. Cette production musculaire de lactate a I'effort, une
fois transportée au niveau plasmatique pourra étre utilisée comme substrat pour la production
énergétique oxydative par le myocarde(71), le cerveau(72) et les muscles au repos(73).

Durant le sepsis, la capacité de métabolisation musculaire du lactate est diminuée par baisse d’activité de
la PDH(74). Cette baisse d’activité est médiée par une augmentation de l'activité de l'enzyme
PDHkinase(75) qui va par phosphorylation de la PDH diminuer son activité de décarboxylation du
pyruvate.

3.2.2. Lactate et myocarde

De la méme maniere que pour le muscle squelettique, le myocarde est a la fois sécréteur de lactate et
consommateur de lactate par rapport au compartiment systémique(76). A linverse du muscle
squelettique, le myocarde possede une balance globale en faveur de la consommation. Les travaux de
Bergman(77) chez le volontaire sain ont permis de montrer qu’'au repos et a l'effort le myocarde est
globalement responsable d’'une consommation de lactate du secteur plasmatique. Ces travaux ont été
réalisés grace a une cathétérisation artérielle et du sinus coronaire permettant de réaliser un dosage
comparatif du taux de lactate ainsi que des débits sanguins.
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Le lactate extrait par le myocarde permet d’alimenter la production énergétique oxydative comme a pu le
confirmer Gertz(71) chez le volontaire sain par méthode radioisotopique.

3.2.3. Lactate et foie
Le foie est responsable d'une consommation importante de lactate plasmatique en situation
physiologique. Cette notion est connue par les physiologistes depuis longtemps car le foie utilise le lactate
comme substrat pour la néoglucogenese, dans le cadre notamment du cycle de Cori. Ce cycle revét une
importance fondamentale car le rendement énergétique de la glycolyse anaérobie (deux molécules d’ATP
pour une molécule de glucose) est beaucoup faible que I'oxydation phosphorylante aérobie (36 molécules
d’ATP pour une molécule de pyruvate). En conséquence, dans les situations de métabolisme anaérobie, le
rendement énergétique de chaque molécule de glucose est faible et la non consommation du lactate
résiduel serait une source de déperdition énergétique majeure pour l'organisme(78).
La consommation hépatique de lactate dans le cadre de la néoglucogenése est influencée négativement
par I'insuline et positivement par I'adrénaline(79) ou I'activité physique.
De maniére plus globale, une acidification du milieu intracellulaire hépatocytaire, comme cela peut étre le
cas en situation de choc, est responsable d’'une diminution de la consommation de lactate par '’hépatocyte.
Cette notion a été mise en évidence par Lloyd il y a déja fort longtemps sur un modele expérimental de
foie perfusé(80). Cette équipe a mis en évidence une diminution de la captation de lactate par le foie
perfusé lorsque le pH intracellulaire diminuait (Figure 17). Il apparait donc que dans un état de choc avec
présence d'une acidose métabolique, la clairance hépatique du lactate soit diminuée, ce qui peut
contribuer a I’hyperlactatémie observée.
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Figure 17 : Evolution de la captation hépatique de lactate en fonction du pH intracellulaire (pHi)
sur un modéle murin de foie perfusé
[Lloyd(80)].
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Une hépatopathie peut également expliquer une baisse de la clairance plasmatique de lactate. Ainsi, une
dysfonction hépatique majeure aigué telle que dans les hépatites fulminantes(81) ou chroniques(82) est
responsable d’'une accumulation plasmatique de lactate par diminution de sa clairance.

Vary(74) a pu mettre en évidence que le sepsis était responsable d'une diminution de 'activité de la PDH,
diminuant ainsi la capacité de clairance du lactate par décarboxylation du pyruvate en oxaloacétate.

3.2.4. Lactate et cerveau
Au repos, le cerveau est globalement sécréteur de lactate(83). Cependant, lorsque la concentration
artérielle en lactate arrivant au niveau cérébral augmente, I'extraction cérébrale augmente(84). Par
méthode radioisotopique, Boumezbeur(85) a estimé la part maximale du lactate parmi les substrats
énergétiques plasmatiques jusqu’ 60%.
A T'inverse, le cerveau peut redevenir sécréteur de lactate dans certaines situations pathologiques telles
que I'hypoxie(72).

3.2.5. Lactate et rein
Le métabolisme du lactate par le rein est trés similaire a celui du foie. Le rein est responsable d’une
néoglucogenése a partir du lactate(76). Cette néoglucogenése est elle aussi influencée positivement par
I'adrénaline et négativement par l'insuline.

La figure 18 résume le métabolisme du lactate dans les différents organes.

©

Figure 18 : Métabolisme du lactate systématisé par organe

Fléche verte : consommation de lactate ; fleche rouge : production de lactate.

3.2.6.Lactate et placenta
Les travaux de Piquard(86) ont suggéré une production de lactate foetal en fin de grossesse ainsi qu'un
métabolisme partiel de cette production par le placenta.
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3.3. Place actuelle du dosage de lactate pour détecter une hypoxie tissulaire en
clinique

3.3.1. Physiopathologie de I'hyperlactatémie lors d’une hypoxie tissulaire

3.3.1.1. Réle de I'hypoxie tissulaire
Il est communément admis que la production de lactate est globalement augmentée en situation d’hypoxie
tissulaire(87). Cette hypoxie tissulaire peut s’expliquer par différents mécanismes en fonction de la
pathologie sous-jacente.

= Présence d'une altération de la délivrance en oxygéne présente au niveau
macrocirculatoire
Cette notion constitue le concept de dette d’oxygene(88, 89). En effet, la délivrance artérielle
global en oxygene de l'organisme (DO2i) peut étre calculée a partir du produit des mesures de
I'index cardiaque (IC) et de la contenance artérielle en oxygene (Ca02) :

DO:i = IC * Ca02*10 (avec IC en 1/min/m2 et Ca02 en ml/dl)

ou CaO; correspond a :
Ca0: = (1,34 * Hb * Sa0;)+ (Pa0:*0,0031) (avec Hb en g/dl, PaO; en mmHg et Sa0; en %).

De la méme maniére, la consommation de I'organisme en oxygéne (VO2i) peut se calculer par le
produit de l'index cardiaque par la différence entre le contenu artériel et veineux en oxygéne
(C(a-v)02):

V0.i = IC*C(a-v)0;

ol
C(a-v)02 = Ca0:-Cv0:
= (1,34 * Hb * Sa0;)+ (Pa0:*0,0031) - (1,34 * Hb* Sv02) + (PvO:* 0,0031)

(avec Hb en g/dl, Px02 en mmHg et Sx0; en %)

La consommation en oxygene de I'organisme varie en fonction de nombreux parameétres physiologiques et
pathologiques. Lorsque la DO, diminue en dessous du seuil de VO, minimale nécessaire, appelée DO;
critique, une dette d’oxygene s’installe(90). Cette dette d’oxygene qui peut avoir de multiples étiologies
(diminution de l'oxygénation artérielle, du débit cardiaque, du taux d’hémoglobine par exemple) est
fréquemment associée a une augmentation du taux de lactate. En effet, comme nous l'avons déja décrit
précédemment, en situation d’hypoxie, le métabolisme énergétique oxydatif n’étant plus fonctionnel par
manque d’oxygene, le pyruvate issu de la glycolyse va s’accumuler(76). Ce pyruvate sera transformé en
lactate par la LDH.

Cependant la modélisation du lien entre niveau de dette d’oxygéne et taux de lactate systémique est
probablement plus complexe qu’'une simple relation linéaire inversée (figure 19) telle que classiquement
décrite(90, 91).
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Figure 19 : Couplage entre délivrance et consommation d’oxygene par 'organisme

[Barbee(90)].

En effet, 'approche macrocirculatoire, telle que décrite par le concept de dette d’oxygéne ne tient pas
compte des perturbations pouvant survenir au niveau microcirculatoire.

= Altération de la microcirculation

Cette notion de microcirculation défaillante permet d’expliquer que dans certaines situations,
notamment au décours du choc septique, on puisse observer des signes d’hypoxie tissulaire
malgré une restauration des parameétres d’oxygénation macrocirculatoire(92). L'altération de la
microcirculation dans ces situations a pu étre confirmée par des méthodes d’imagerie spectrale
polarisée orthogonale(93). De plus, une augmentation du gradient d’oxygéne entre la
microcirculation séreuse iléale et le réseau veineux au décours du choc hémorragique
expérimental(94) a été retrouvée par Sinaasappel, ce qui corrobore la contribution d'une
altération de la microcirculation a I'hypoxie tissulaire dans certaines situations pathologiques.

3.3.1.2. Autres éléments pathogéniques

La relation liant de maniere quasiment proportionnelle, hypoxie tissulaire et taux de lactate est une
considération historique. En effet, le confinement du lactate au sein d’'une « impasse métabolique » de la
filiere énergétique anaérobie n’est plus valide eu égard aux découvertes successives sur le role
métabolique du lactate(76).

De plus, cette conception ne permet pas d’expliquer certaines constatations. La pression tissulaire en
oxygéne peut ne pas étre diminuée dans certains états de choc associés a une hyperlactatémie.
Boekstegers(95) a pu montrer chez 'homme en plagant des électrodes polarographiques intramusculaires
chez des patients en sepsis, des patients présentant une infection sans retentissement systémique et des
patients en état de choc cardiogénique, que la pression en oxygéne intramusculaire était augmentée dans
le groupe sepsis. 1l est donc nécessaire d’envisager d’autres mécanismes expliquant une hyperlactatémie
et qui sont susceptibles d’interférer avec le réle du lactate comme biomarqueur d’hypoperfusion
tissulaire.

= Stimulation de la glycolyse en situation aérobie
Ce phénomeéne complexe est responsable d'une augmentation de la glycolyse et donc de la
production de lactate alors méme que la cellule n’est pas en hypoxie(96). Gore a mis en évidence
ce phénomeéne dans une population de patients en sepsis sévere en utilisant une méthode de
traceurs métaboliques isotopiques pour évaluer le métabolisme glycolytique et oxydatif(97). Il a
pu montrer que la perfusion de dichloroacétate qui augmente 'oxydation du pyruvate permettait
de diminuer I'hyperlactatémie par augmentation de la consommation de pyruvate du systéme
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oxydatif. Il n'y avait donc pas d’hypoxie tissulaire directement responsable de 'hyperlactatémie.
Plusieurs mécanismes peuvent contribuer a ce phénomeéne :

- Expérimentalement, le sepsis est responsable d’'une modification phénotypique du
systeme de transport de glucose avec une surexpression d’ARN messager codant pour le
transporteur membranaire du glucose GLUT-1(98) au niveau hépatique, musculaire et
graisseux bien que les effets sur le phénotype protéique(99) ne soient pas aussi franc.

- D’autres voies de production du pyruvate peuvent étre activées, notamment a partir de la
protéolyse musculaire(100).

- Lamodulation de I'activité de 'échangeur ionique transmembranaire Na+/K+ ATPase par
I'adrénaline influe sur le niveau d’activité de la cascade glycolytique. Plusieurs études ont
montré un couplage entre la production d’ATP glycolytique a proximité de la Na+/K+
ATPase membranaire musculaire et le niveau d’activité de cet échangeur. Ce couplage
compartimentalisé a 1'échelle cellulaire est médié par 'AMPc (Figure 20). En effet,
I'adrénaline va activer le récepteur membranaire [3-adrénergique, ce qui va augmenter la
production d’AMPc intracellulaire. Cette AMPc va augmenter lactivité de la
glycogénolyse et de la filiére glycolytique entrainant une augmentation de la production
d’ATP. L’ATP produite permettra notamment d’alimenter en énergie l'activité de
I'échangeur transmembranaire Na+/K+ ATPase dont le niveau de fonctionnement est
également stimulé par le couplage adrénaline/ récepteur f-adrénergique membranaire.
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Figure 20 : Filiere énergétique liée a I'activation de I'’échangeur transmembranaire Na/K
par le récepteur 32 adrénergique. G-6-P : glucose 6 phosphate. [Levy(100)].

Ce mécanisme a été conforté par le travail de Levy qui a, dans une cohorte de patients en choc
septique, retrouvé une concentration interstitielle musculaire en lactate par microdialyse
supérieure a la concentration artérielle. De plus, I'adjonction dans le perfusat de microdialyse de
ouabaine (un inhibiteur de la Na+/K+ ATPase) entrainait une baisse significative de la
concentration interstitielle musculaire en lactate (figure 21).
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Figure 21 : Concentration en lactate chez 12 patients en choc septique durant 24 heures
[Levy(101)].

= Altération de la clairance tissulaire du lactate

Comme nous 'avons décrit précédemment, dans certaines situations pathologiques telles que le

sepsis, la clairance tissulaire du lactate notamment musculaire et hépatique est diminuée par
diminution du niveau d’activité de la PDH(74). La phosphorylation de la PDH par la PDH kinase
entralne une baisse de la décarboxylation du pyruvate qui constitue une des voies de catabolisme

du lactate aprés sa conversion en pyruvate.

Llyod(80) avait également montré sur des travaux de foie perfusé qu'une acidification du milieu

intracellulaire hépatique était responsable d’'une diminution de la clairance hépatique en lactate.

L’acidose métabolique, retrouvée dans beaucoup de situations correspondant a un état de choc

contribue donc a une altération de la capacité de métabolisation du lactate par le tissu hépatique.

3.3.2. Pertinence clinique actuelle de la lactatémie pour la prise en charge des hypoxies

tissulaires

En conséquence des différents phénomenes que nous venons de décrire, au décours des situations

d’altération globale de la perfusion tissulaire telle que dans les états de choc, la production augmentée et

I'élimination diminuée entrainent une augmentation du taux de lactate systémique dosable au niveau
artériel ou veineux.

De ce fait, le lactate peut, dans ces situations d’hypoperfusion globale, servir d’élément pronostic et

thérapeutique.
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3.3.2.1. Hypoxie tissulaire et valeur pronostique du taux de lactate
Pour le réanimateur, le lactate constitue depuis fort longtemps un marqueur de gravité global a
I'admission en réanimation.
Ainsi, dans une cohorte de 87 patients en choc septique, Bakker(102) (Figure 22) a pu montrer que l'aire
sous la courbe de lactate systémique en fonction du temps était corrélée avec la survenue de défaillances
d’organes selon un score cumulatif de défaillance d’organe (respiratoire, rénale, hépatique et hémostase).

* —
r * )

AUC (h x mmol/L)
O = N WO N® O

0

Figure 22 : Aire sous la courbe (AUC) du taux de lactate systémique en fonction du temps
catégorisée par niveau de score de défaillance d’organe (OFS) chez 87 patients en choc septique.

[Bakker(102)].

La premiere justification étiopathogénique de la corrélation entre augmentation du taux de lactate
systémique et survenue d’une défaillance d’organe est la survenue d'une hypoxie tissulaire constatée lors
des états de choc. Comme nous I'avons vu précédemment, cette hypoxie est causée par une altération de la
délivrance tissulaire macrocirculatoire en oxygéne(102). Cependant dans les états de choc, I'hypoxie
tissulaire par défaillance macrocirculatoire n’est actuellement plus considérée comme le seul élément
étiologique de I'hyperlactatémie.

En effet, une augmentation du taux de lactate méme accompagnée d’'une normalisation des parametres
macrocirculatoires est associée a une agression tissulaire avec altération de la régulation inflammatoire,
oxydative et énergétique. Cette agression peut engendrer une ou plusieurs défaillances viscérales, prélude
au déces par défaillance multiviscérale.

Ainsi, Claridge(103) a étudié une cohorte de patients polytraumatisés en hypoperfusion occulte (taux de
lactate systémique augmenté sans signes macro hémodynamiques de choc). Il a ainsi pu montrer que cette
augmentation du taux de lactate persistante malgré la correction macro hémodynamique était associée a
une augmentation de la survenue de complications infectieuses et une augmentation de la mortalité

(Figure 23).

41



60 -

%

2'} N *

10 -+

o - _-_|

| Il i v

Groupe

Figure 23 : Taux d’infection (barres blanches) et de mortalité (barres grises) en fonction de la
durée d’hypoperfusion occulte

Groupe II : moins de 12h, groupe II1 : entre 12 et 24h, groupe IV : aprés 24 heures. Le groupe I correspond
au groupe sans hypoperfusion occulte. * = p<0,05 par rapport aux autres groupes. [Claridge(103)].

Par exemple, chez le polytraumatisé, Dunne(104) a déterminé sur une cohorte de 15 000 patients
hospitalisés dans un trauma-center pour polytraumatisme que le taux de lactate supérieur a 6 mmol.l-1a
I'admission constituait un facteur prédictif de mortalité et de durée d’hospitalisation. Ainsi, dans le
contexte du polytraumatisme, en routine clinique, la pertinence du lactate est pour les valeurs
pathologiques un élément d’évaluation et de triage en plus du contexte et du bilan lésionnel.

Afin d’affiner encore plus la pertinence pronostique du lactate a l'admission du polytraumatisé,
Abramson(105) a proposé d ‘évaluer la variation sur 48h du taux de lactate. Il a ainsi retrouvé 14 % de
survie sur une cohorte de patients n’ayant pas normalisé leur taux de lactate systémique sur 48 heures
contre 100 % de survie pour les patients ayant normalisé leur taux de lactate systémique en moins de 24
heures.

Ces constatations, valides sur le plan statistique sont cependant peu adaptées a l'usage clinique puisque
I'’échelle de temps, décisive dans la prise en charge des patients traumatisés et/ou en choc hémorragique,
repose sur les toutes premieéres heures.

Ainsi, Régnier(106) a étudié la valeur pronostique de la clairance du lactate sur les 2 et 4 premieres
heures aprés l'admission en unité de déchoquage. Sur une cohorte de 586 patients, les auteurs ont
retrouvé une pertinence de la variation du taux de lactate pour prédire la mortalité globale (Figure 24)
permettant une amélioration de la capacité discriminante des scores évaluant le risque de mortalité
globale tels que le score Mechanism, Glasgow Coma Scale, Age and Arterial Pressure (M.G.A.P.) et le
Trauma Related Injury Severity Score (T.R.L.S.S.).
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Figure 24 : Proportion de mortalité en fonction du taux de lactate initial (A) ou de la clairance du

lactate (B) [Régnier (106)].

Cependant, il convient de considérer que dans cette étude la variation du taux de lactate :
= avait un effet plafond en terme de prédiction de mortalité a partir de moins de 20% de diminution
du taux de lactate,
= n’était pertinente que lors de son évaluation précoce (a I'admission) (Figure 25). En effet, la
variation entre 2 et 4h apres I'admission ne fiit pas corrélée a la variation entre 0 et 2 heures.
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Figure 25 : Corrélation entre les mesures séquentielles du lactate entre 0-2h, 0-4h et 2-4h

Ligne pointillée rouge : courbe de régression linéaire. R : coefficient de corrélation NS : non significatif.

Les mémes constatations ont été faites pour le sepsis sévere(107), la période post arrét cardiaque(108),
en post opératoire de chirurgie cardiaque(109) et hépatique(110).
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Ainsi, une lactatémie supérieure ou égale a 4 mmol.l! constitue pour les recommandations de la surviving
sepsis campaign(111) un élément de gravité imposant en plus de l'antibiothérapie, I'instauration d'une
réanimation hémodynamique sans délai.

De la méme maniére, les recommandations formalisées d’experts de la Société Francaise d’Anesthésie-
Réanimation « Recommandation sur la réanimation du choc hémorragique » de 2014(112) soulignent que
le lactate constitue « un marqueur indirect de degré d’hypoperfusion tissulaire et de la sévérité des états
de choc ».

Pour certains, le ratio lactate/pyruvate a été proposé comme marqueur d’hypoxie tissulaire(58, 78).
Lactate et pyruvate sont reliés par un équilibre d’oxydo-réduction catalysé par I'’enzyme LDH avec le NAD
et NADH comme cofacteurs (Figure X).

Le rapport lactate/pyruvate est donc selon la loi d’action de masse proportionnel au ratio NADH/NAD. Le
ratio NADH/NAD permettrait d’évaluer l'apport en oxygene au niveau de la chailne respiratoire
mitochondriale qui va lors de son fonctionnement normal en présence d’oxygéne réduire le NADH en
NAD. Une hypoxie va donc augmenter la ration NADH/NAD en limitant I'oxydation de NAD.

Lactate + NAD* = pyruvate + NADH + H *

[lactate] _ [NADH]
[pyruvate] [NAD+]

k [H*]

Cependant, cette approche de 'oxygénation tissulaire par le rapport lactate/pyruvate présente plusieurs
approximations :
= Le rapport entre NADH/NAD et I'apport en oxygene mitochondrial ne s’applique que lors de
I'intégrité structurelle et fonctionnelle de la chalne respiratoire mitochondriale.
= La relation qui lie lactate/pyruvate et NADH/NAD est dépendante de la concentration en proton
qui n’est pas strictement constante au cours du temps et particuliérement en situation
d’hypoxie(59).
= Le rapport lactate/pyruvate n’est pas homogéne en fonction du lieu intracellulaire et
intratissulaire.

Dans I'’ensemble de ces travaux évaluant le lactate comme élément pronostic, le dosage était effectué au
niveau systémique sur prélevement artériel ou veineux. Or dans certaines situations, une hyperlactatémie
était associée a un déficit d’apport tissulaire en oxygeéne(102) tandis que dans d’autres cas, cette
constatation n’était pas valide. Dans le travail de Levy(101) évaluant la concentration interstitielle
musculaire et systémique en lactate parmi une cohorte de patients en choc septique, malgré une
hyperlactatémie systémique, la pression intra tissulaire en oxygene n’était pas altérée.

Il apparait donc que du fait de son origine métabolique diversifiée, I'hyperlactatémie systémique ne
saurait étre obligatoirement considérée comme un biomarqueur d’hypoxie tissulaire. D’autres facteurs,
comme par exemple la stimulation 82 adrénergique, sont susceptibles d’expliquer une hyperlactatémie. Il
convient donc d’évaluer la part de 'augmentation du taux de lactate systémique médiée par '’hypoxie en
fonction des types de situations pathologiques étudiées.

3.3.2.2. Hypoxie tissulaire et utilisation clinique du taux de lactate
Comme nous l'avons vu précédemment, le taux de lactate systémique est susceptible d’augmenter de
maniere significative des suites d’'une hypoxie tissulaire. En conséquence, sa variation est susceptible de
refléter 'efficacité d’'une prise en charge thérapeutique visant a restaurer une normoxie tissulaire.
Ainsi Jones(113) a pu confirmer ce concept avec une étude clinique évaluant la non infériorité de la
clairance du lactate systémique par rapport a la SCVO, comme objectif d’oxygénation tissulaire pour la
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prise en charge initiale, aux urgences, des patients en sepsis sévere ou choc septique. Le protocole de
soins de cette étude contenait en plus de I'antibiothérapie et des prélévements bactériologiques :

* une correction de la précharge dépendance telle que la pression veineuse centrale (PVC) soit
supérieure a 8 mmHg par un remplissage vasculaire,

* une optimisation de la pression de perfusion tissulaire telle que la pression artérielle moyenne
(PAM) soit supérieure a 65 mmHg par perfusion de vasoconstricteurs tels que la dopamine ou la
noradrénaline,

* une optimisation de I'oxygénation tissulaire telle que
= Jaclairance du lactate soit supérieure ou égale a 10 % ou le taux de lactate soit normal a deux

reprises successives,
= ]a SCVO; soit supérieure ou égale a 70 %.
Les interventions utilisées pour optimiser 1'oxygénation tissulaire étaient pour un hématocrite
inférieur a 30 % une transfusion de globules rouges et pour les hématocrites supérieurs a 30 % la
perfusion de dobutamine.

300 patients en sepsis sévere ou choc septique ont été inclus dans cette étude multicentrique. Les
résultats n'ont pas montré de différence entre chacun des groupes de I'étude (clairance du lactate ou
SCVO0y) en ce qui concerne le taux de mortalité (17,11-24% vs 23,17-30%, respectivement).

Cette étude confirme le potentiel d’utilisation du dosage du lactate comme élément d’'une stratégie
thérapeutique pour guider I'oxygénation tissulaire.

Le dosage du lactate, dans les situations d’hypoxie tissulaire comporte donc un intérét potentiellement
supérieur a la simple évaluation pronostique. Il pourrait permettre de guider la thérapeutique a objectifs
macrocirculatoires. Cependant, ce concept nécessite d’étre confirmé dans chaque entité pathologique du
fait de la contribution potentielle de mécanismes non hypoxiques a I'hyperlactatémie. Par exemple, les
résultats du travail de Jones dans une population en sepsis sévére ou choc septique ne seraient peut étre
pas extrapolables a une population en choc hémorragique.

En ce qui concerne I'ischémie périphérique par insuffisance circulatoire, le dosage du lactate n’a jamais été
utilisé comme élément pronostic ou thérapeutique. En effet, le dosage conventionnel du lactate
nécessitant plusieurs millilitres de sang, il n’est pas possible techniquement de recueillir cette quantité de
sang dans un membre ou un tissu qui n’est plus alimenté par un flux artériel.

Récemment, le développement de dispositif de mesure du lactate sur quelques microlitres permet un
dosage du lactate sur une goutte de sang capillaire permettant d’envisager une utilisation du dosage de
lactate sur des tissus en ischémie aigué.

Nous allons voir dans la suite de ce travail les caractéristiques du dosage capillaire du lactate.

3.4. Dosage capillaire du lactate

Les progrés de la maitrise des techniques de biosenseurs électrochimiques ont permis I'élaboration de
dispositifs de mesure de la concentration de lactate dans une solution de quelques microlitres pour une
durée d’analyse de quelques secondes. Ces biosenseurs ont pu étre miniaturisés dans des lecteurs
portatifs utilisant des bandelettes réactives.

Il existe sur le marché, plusieurs dispositifs reposant sur le principe de 'ampérométrie(114). Une réaction
enzymatique utilisant le lactate comme substrat est catalysée par une enzyme présente dans la bandelette
de mesure, le plus souvent la lactate oxydase et les produits de cette réaction produiront une modification
de la tension électrique mesurée par le dispositif au sein de la solution. Cette variation de tension
électrique conduira a une estimation de la quantité de lactate présente initialement dans la solution.

Par exemple, pour le dispositif Lactate Pro® (Arkray, Japon), les bandelettes réactives contiennent du
ferricyanide de potassium et de la lactate oxydase, ce qui va en présence de lactate catalyser la formation
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de ferroxyanide de potassium et de pyruvate. Lors de 'application d'une différence de potentiel a la
solution, le ferrocyanide est oxydé produisant un flux électronique. Ce flux électronique est quantifié de
maniere ampérométrique et son intensité sera proportionnelle a la concentration initiale en lactate de la
solution(115).

Ces dispositifs ont été développés initialement pour l'évaluation du bien étre foetal en salle de
naissance(116) et la détermination du seuil lactique, correspondant a la capacité physique maximale
aérobie(117) en médecine du sport.

En ce qui concerne l'évaluation du bien étre feetal par détermination de la lactatémie au scalp,
Nordstrom(116) a pu montrer sur une série de 177 parturientes que la lactatémie au scalp du feetus était
corrélée avec le taux de pH et de lactate prélevé au niveau de I'artére ombilicale.

En physiologie du sport, le dosage capillaire du lactate est utilisé pour évaluer son degré d’optimisation
énergétique durant un effort(117). En effet, lors d’effort d’intensité progressivement croissante, il existe
un seuil de puissance a partir duquel le taux de lactate systémique va augmenter. Ce niveau de puissance
minimum est appelé seuil lactatique(118). La signification physiologique de cette accumulation du lactate
systémique est encore l'objet d'un débat parmi les physiologistes du sport mais il semble qu'un
déséquilibre entre production musculaire et capacité de clairance, a partir d’un certain seuil de puissance,
constitue le substratum métabolique. La corrélation entre I'augmentation de ce seuil et la performance
athlétique est reconnue comme supérieure a la consommation maximale d’oxygene (VOmax) par
beaucoup d’équipes pour I'évaluation des capacités d’endurance d'un individu(117). Le seuil lactique
permet également de mesurer 'intensité d'un exercice suivi par un athléte durant un entrainement(119).

L’utilisation du dosage capillaire de lactate pourrait posséder un intérét pour :
= le monitorage de la perfusion d'un membre ou d'une anse digestive lors d’'une insuffisance
vasculaire en reflétant le métabolisme énergétique aérobie mitochondrial,
= le monitorage du degré de perfusion tissulaire lors d'un état de choc hémorragique toujours en
reflétant le métabolisme énergétique aérobie mitochondrial.

Cependant ces concepts théoriques nécessitent d’étre évalués. Cette évaluation est I'objet de ce travail
expérimental.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Modeles expérimentaux utilisés

Les manipulations expérimentales animales durant les études présentées ont respecté les
recommandations ARRIVE(120) ainsi que les directives de la communauté européenne (2010/63/EU)
concernant la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques.

Les protocoles expérimentaux ont été validés par les comités d’éthique animale de nos structures
(CREMEAS AL/02/21/12/09 et IRCAD 38.2012.01.031).

1.1. Animaux

1.1.1. Modéle murin
25 souris femelles FVB de phénotype sauvage dgées de 90 a 110 jours ont été étudiées dans notre modeéle
murin d’ischémie-reperfusion de membre (protocole 1).
Les animaux étaient élevés dans un environnement tempéré avec une période lumineuse de 12 heures par
jour et un accés ad libitum al’eau et la nourriture.

1.1.2. Modéle porcin
Dans le protocole de choc hémorragique (protocole 2), 20 porcs de type large white (26 * 4 kg) ont été
étudiés.
Dans le protocole d’ischémie intestinale (protocole 3), 6 porcs de type large white (38 + 10 kg) ont été
étudiés.
Les animaux étaient élevés dans un environnement tempéré avec une période lumineuse de 12 heures par
jour et un accés ad libitum al’eau et la nourriture excepté pour les 24 heures précédent 'expérimentation.

1.2. Protocoles anesthésiques

1.2.1. Modéle murin

Les souris étaient étudiées sous anesthésie générale. L'induction anesthésique avait lieu sur le mode
inhalatoire en placant les animaux dans une cage ventilée avec un mélange oxygéne-isoflurane 4%
(Aerrane Baxter). L’entretien anesthésique était assuré par la mise en place d’'un masque délivrant un
mélange oxygene-isoflurane 2% en ventilation spontanée. Les animaux étaient placés sur une table
chauffante (multistation temperature control unit, Minerve) réglée a 37°C. La fréquence cardiaque était
monitorée par des électrodes précordiales (AD instruments).

A la fin de l'expérimentation, les animaux étaient sacrifiés sous anesthésie générale par dislocation
atloido-axoidienne.

1.2.2. Modéle porcin
Les porcs étaient également étudiés sous anesthésie générale.
Les animaux sont prémédiqués 1 heure avant I'induction anesthésique par une injection intramusculaire
de kétamine (20mg.kg?) et azapérone (2mgkg?). A l'arrivée au laboratoire expérimental, une voie
veineuse périphérique (22G) était mise en place sur une veine auriculaire postérieure et une perfusion
continue de sérum physiologique débutée.
L’anesthésie générale était alors induite par l'injection de propofol (3mg.kg?) et I'intubation trachéale
(Portex Blue line 6 mm) était facilitée par I'injection de rocuronium (1mg.kg1). L’entretien de I'anesthésie
était assuré par 'adjonction d’isoflurane dans les gaz inhalés (concentration de 2 %, Aysis care station, GE
Healthcare). La ventilation mécanique était réalisée sur le mode volume contr6lé avec adaptation du
volume minute afin d’obtenir une fraction télé expiratoire de CO; entre 35 et 45mmHg.
L’hydratation intraveineuse consistait en la perfusion de chlorure de sodium 9 pour 1000 a un débit de 6
ml par kg et par heure environ.
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La normothermie était assurée par un monitorage cesophagien de la température centrale et par
l'utilisation d’'une couverture chauffante placée sous 'animal.

Le monitorage de la pression artérielle et les prélevements sanguins étaient obtenus par mise en place
d’un cathéter artériel en fémoral droit.

Le sacrifice des animaux était obtenu sous anesthésie générale profonde par injection d'une solution
saturée en chlorure de potassium.

1.3. Protocoles expérimentaux

1.3.1.Ischémie-reperfusion expérimentale de membre et monitorage de la reperfusion
musculaire par lactatémie capillaire (protocole 1)
Dans cette étude, nous avons formé deux groupes expérimentaux de souris sauvages :
= un groupe contréle de 13 animaux soumis au protocole anesthésique mais sans ischémie,
= un groupe ischémie-reperfusion de 12 animaux soumis a 2 heures d’ischémie puis 2 heures de
reperfusion.

L’ischémie était induite par la mise en place d’un garrot en racine de cuisse gauche. Le garrot était
constitué par un fil de suture enroulé autour de la cuisse de I'animal et clampé par une pince de Kocher. La
procédure de clampage était systématiquement réalisée par le méme opérateur et l'ischémie confirmée
par la cyanose et la perte de pouls pulpaire au niveau plantaire.
Apreés 2 heures d’ischémie, la reperfusion était réalisée par déclampage de la pince de Kocher et retrait du
fil.
La lactatémie capillaire était mesurée avant mise en place du garrot au niveau systémique (patte arriere
droite) puis, apres 2 heures d’ischémie et apres 2 heures de reperfusion :

= auniveau de la patte arriére droite (mesure systémique),

= auniveau de la patte arriere gauche (mesure ischémique).
La zone de prélevement capillaire de patte était située au niveau de la voite plantaire.

L’évaluation du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale par méthode oxygraphique était
réalisée au niveau du muscle gastrocnémien au niveau de la patte arriere droite chez les animaux
controdles et au niveau de la patte arriere droite (non ischémiée) et gauche (ischémiée) a la fin des deux
heures de la période de reperfusion.

1.3.2.Choc hémorragique et monitorage de I'hypoperfusion musculaire par la lactatémie
(Etude Hemochoc, protocole 2)

Dans cette étude, tous les animaux étudiés (20 porcs Large White) on été placés en choc hémorragique par
soustraction sanguine jusqu'a obtention d’'une PAM cible de 40 + 5mmHg et maintenus a ce niveau de
PAM durant 120 minutes (Figure 26).
A l'issue de ces 120 minutes, une réanimation volémique a objectif de PAM (90 % PAM initiale) était
réalisée par perfusion de colloides : albumine 4 %, Vialebex®, LFB Biomédicaments, n=10 ou HEA 130/0,4,
Voluven®, Fresenius, n=10 attribués de maniere randomisée.

- 120 min < _ 90 min _ _ 90 min »
TO * > T ¢ > T2 * > T3
Smr.l:ﬂﬂft B .m0 i Re;tituﬁon

30min el 30 min
Figure 26 : Modéle expérimental de choc hémorragique utilisé dans I'étude Hémochoc

PAM = pression artérielle moyenne, BL = PAM initiale.
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Le dosage du lactate était réalisé a TO, T1, T2 et T3 :
= sur sang artériel,
= sur sang capillaire par ponction du groin,
= par spectroscopie HR-MAS sur biopsie musculaire.

L’évaluation du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale par méthode oxygraphique était
réalisée de maniére extemporanée sur biopsie du muscle gastrocnémien a TO, T1, T2 et T3.

L’évaluation de la production d’anion superoxyde était évaluée sur sang artériel et veineux ainsi que sur
biopsies tissulaires gastrocnémiennes a TO, T1, T2 et T3 par résonnance paramagnétique électronique.

1.3.3. Ischémie intestinale expérimentale et lactatémie capillaire tissulaire (protocoles 3, 4)

Durant ce protocole, six porcs large white ont été étudiés sous anesthésie générale. Aprés création d'un
pneumopéritoine (Thermoflator, Karl Stortz) pour insertion de trocarts laparoscopiques, une anse
d’intestin gréle était soumise a une ischémie par ligature laparoscopique des vaisseaux mésentériques.
Aprés 60 minutes d’ischémie, I'anse était extériorisée par un orifice de laparotomie afin de réaliser des
biopsies tissulaires gréliques et une mesure du taux de lactate tissulaire sur :

= lazoneischémique,

= lazone de résection théorique (zone marginale),

®  enzone saine.

2. Techniques analytiques

2.1. Etude extemporanée du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale
par méthode oxygraphique

2.1.1.Solutions
Les solutions utilisées pour la dissection (S) et la respiration (R) étaient élaborées pour reconstituer le
contenu intracellulaire.
La base commune a ces deux solutions comprend :
CaK:EGTA 2,77mM, K;EGTA 7,23mM (100nM de Ca?* libre), MgCl, 6,56mM (1mM de Mg?* libre),
imidazole 20mM, taurine 20mM, dihiothreitol 0,5mM, K-sulfonate de méthane 50mM (160mM de force
ionique). Le pH des solutions a été ajusté a 7.
La solution S contient en plus : Na;ATP 5,7mM et PCr 15mM.
La solution R contient en plus: 5mM de glutamate, 2mM de malate, 3mM de phosphate et 2mg/ml
d’albumine bovin sérique (BSA).

2.1.2. Préparation tissulaire

2.1.2.1. Tissu musculaire squelettique

Les biopsies tissulaires musculaires étaient immédiatement plongées dans la solution S puis placées sur
glace. Les biopsies étaient alors disséquées sous microscope binoculaire afin de retirer les fascias
aponévrotiques et favoriser la pénétration de la saponine. En effet, apres 'étape de dissection, les fibres
sont plongées dans une solution S contenant 50pg/ml de saponine et soumis a une agitation de 30
minutes a +4°C. Ceci permet de perméabiliser le sarcolemme en préservant la structure mitochondriale.
La perméabilisation est interrompue par immersion des fibres dans de la solution S pendant 10 minutes
puis a deux reprises dans de la solution R pendant 5 minutes afin d’éliminer I'’ATP, ADP et la PCr.
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2.1.2.2. Tissu intestinal
Les biopsies tissulaires intestinales étaient immédiatement plongées dans la solution S puis placées sur
glace. Des fragments de 1 a 2mm3 sont découpés sous microscope binoculaire afin d’étre placés dans la
chambre oxygraphique (5 fragments par biopsie).

2.1.3. Protocoles d’étude de la chaine respiratoire mitochondriale

Les biopsies sont placées dans une chambre oxygraphique thermorégulée par un bain-marie a +22,1°C
(Strathkelvin Instruments, Ecosse) (Image 1). Le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale
est approché par sa consommation de 'oxygéne dissout dans la solution de la chambre oxygraphique.
Cette concentration en oxygene dissout est mesurée par des électrodes de Clark et monitorée en continu
par un logiciel de mesure (Oxygen 571). Cet enregistrement va permettre de calculer la vitesse de
consommation en oxygéne pour chaque échantillon. Afin d’évaluer le fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale par différents modes d’activation, différents substrats et inhibiteurs vont
alors étre injectés de manieére séquentielle dans la chambre oxygraphique.

= L’activité basale des complexes [, IIl et IV (Vo) est mesurée dans la solution R sans adjuvant.

= L’adjonction d’ADP (2mM) dans la solution permet un fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale avec un flux électronique au travers des complexes I, Il et IV en situation
saturante de substrat (Vmax).

= L’adjonction d’amytal (0,02mM) permet alors de bloquer sélectivement le fonctionnement du
complexe 1. Ceci permettra apreés injection dans la solution de succinate (25mM) l'activité des
complexes 11, Il et IV. Le FADH; généré par l'action de la succinate déshydrogénase va constituer
un substrat pour le complexe II. Le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale va se
faire par un flux électronique au travers des complexes I, Il et IV (Vsucci)-

= L’adjonction du TMPD (0,5mM) et d’ascorbate (0,5mM) stimule l'activit¢é du complexe 1V,
permettant I’étude isolée de son fonctionnement (Vimpd)-

A l'issue du protocole de mesure, le tissu est récupéré pour étre déshydraté puis pesé afin d’exprimer les
résultats en umolOz.mint.mg! de fibres déshydratées.

Image 1 : Cellule oxygraphique avec électrode de Clark en place
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2.2. Etude de la production tissulaire et sanguine de stress oxydant (ROS) par
résonance paramagnétique électronique

2.2.1.Solutions
La solution de base d’étude des biopsies tissulaires est une solution de Krebs-Hepes. Elle vise a mimer les
conditions physiologiques et se compose de: NaCl 99mM, KCl 4,69mM, CaCl, 2,5mM, MgS0, 1,2mM,
NaHCO3 25mM, KH,PO4 1,03mM, D(+) Glucose 5,6mM, Na Hepes 20mM. Afin de diminuer le bruit de fond
oxydatif, 25uM de déféroxamine et 5uM de DETC sont ajoutés.

En raison de la durée de vie extrémement bréve des ROS, il est nécessaire d’utiliser une sonde moléculaire
qui, au contact des ROS va s’oxyder de maniére plus pérenne dans le temps. La quantité d’électrons non
appareillés au niveau des molécules de la sonde moléculaire va alors étre quantifiée par résonnance
paramagnétique électronique.

Afin d’étudier la production de ROS, nous avons choisi d’utiliser une sonde relativement spécifique de la
production d’anion superoxyde (02): le 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine
(CMH)(121) (Figure 27).
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Figure 27 : Formule semi-développée de la sonde moléculaire d’anion superoxyde

1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH) [Dikalov(121)].

Pour I'étude de la production tissulaire de ROS une solution de Krebs-Hepes contenant 200uM de CMH
était utilisée.

Pour I'étude de la production sanguine de ROS une solution de Krebs-Hepes contenant 400uM héparinée
a 100ULml-1était utilisée.

2.2.2. Techniques de mesure

2.2.2.1. Mesure de la production d’anion superoxyde sur prélévements sanguins

Les prélévements sanguins étaient stockés sur glace dans une seringue héparinée. Aprés une heure, 20pul
de sang étaient mélangés avec 20ul de solution CMH puis placés dans un capillaire. Ce capillaire était alors
placé dans la cellule de mesure d'un spectrometre e-scan (Bruker, Allemagne) pour 'acquisition du signal
paramagnétique électronique.

La mesure était effectuée dans une chambre thermostatée a 37°C. Le protocole d’acquisition comprenait :
centrage de champ g=3,477; balayage de champ de 60G; puissance de micro-ondes de 21,85mW ;
modulation d’amplitude 2,4G ; temps de conversion de 10,24ms ; constante de temps de 40,96ms, nombre
de balayages a 10.

L’amplitude du signal de résonnance paramagnétique électronique est proportionnelle au nombre
d’électrons non appareillés et peut donc étre convertie en quantité de ROS produites (pmol.min-1).
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2.2.2.2. Mesure de la production d’anion superoxyde sur prélévements tissulaires

Les prélévements tissulaires (biopsies musculaires) étaient découpés en fragments millimétriques puis
rincés a deux reprises avec la solution tamponnée de Krebs-Hepes. Les biopsies étaient alors placées dans
un incubateur thermorégulé a 37°C dans la solution contenant 200uM de sonde moléculaire pour une
durée de 30 minutes. L’atmosphére de I'incubateur contenait 20mmHg de pression partielle en oxygéne
(Noxygen Sciences Transfer, Elzach, Allemagne). L'incubation était stoppée a l'issue des 30 minutes en
placant le plateau d’incubation sur glace. 40ul du surnageant était alors insérés dans un capillaire afin
d’étre placés dans la cellule d’analyse du spectrometre e-scan pour I'acquisition du signal paramagnétique
électronique. La mesure était effectuée dans une chambre thermostatée a 15°C. Le protocole d’acquisition
comprenait: centrage de champ g=3482,579, puissance de micro-ondes 21,85mW, modulation
d’amplitude 2,40G, temps de balayage 5,24sec (10 balayages), largeurs de champ 60G. L’amplitude du
signal était mesurée puis convertie en concentration de CMH oxydé apreés calibration.

Apreés la mesure de résonnance paramagnétique électronique, les biopsies étaient déshydratées a 150°C
durant 15 minutes et la concentration de ROS exprimée en pM.min1.mg-! de poids sec.

2.2.3.Etude de la concentration tissulaire en métabolites en spectroscopie par résonnance
magnétique nucléaire a angle magique haute résolution

La technique de résonnance magnétique nucléaire (RMN) permet de réaliser une analyse spectroscopique
de la composition chimique et donc métabolique d’un échantillon. La mesure est basée sur I'étude du
moment magnétique de I'échantillon, variation d'un champ magnétique mesuré apres application a un
échantillon en fonction de sa composition en noyaux atomiques.
Des analyses mathématiques dont notamment la transformée de Fourrier permettent la représentation
spectroscopique de la contenance chimique de I’échantillon (Figure 28).
Une quantification est également possible par analyse de I'aire sous la courbe.
La résonnance magnétique nucléaire a angle magique permet 'analyse spectroscopique de la composition
chimique d’un échantillon solide. En effet, 'absence de liberté de mouvement moléculaire de type
Brownien tel que retrouvé en solution rend difficile I'interprétation des spectres RMN des solides. La mise
en rotation extrémement rapide de I'échantillon (30KHz) autour d’un angle de 54,74° par rapport a I'axe
du champ magnétique, appelé angle magique, permet d’augmenter la résolution du signal RMN.
Les biopsies tissulaires étaient techniquées a une température de -20°C. Un fragment tissulaire était
introduit dans un insert de 30pl avec 10pl d’eau lourde. Les échantillons étaient placés dans un
spectrométre par résonnance magnétique nucléaire (Bruker Avance III 500) utilisant une fréquence de
travail protonique de 500,13MHz. La séquence d’acquisition impulsée était une séquence de Carr-Purcell-
Meibrrm-Gill(122). Aprés transformée de Fourrier, une correction phasique et de distorsion était réalisée
a l'aide du logiciel Topspin 2.1 (Bruker, Allemagne). Le déplacement chimique était référencé par rapport
a celui du pic correspondant au proton du groupement méthyl de la molécule de L-lactate a la
concentration de 1,33ppm. Les spectres étaient normalisés selon le poids de I'échantillon et calibrés selon
le signal d’intensité d’'une solution de lactate de 19,3nmol dans les mémes conditions de mesure. Les
résultats étaient exprimés en nmol.mg! de tissu.
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Figure 28 : Exemples de spectres RMN a angle magique avec signal caractéristique de I'alanine et

du lactate
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2.2.4. Etude de la concentration en lactate capillaire
La concentration en lactate sur sang capillaire était réalisée sur une goutte de sang capillaire prélevée a

I'aide d’une ponction a l'aiguille.

La goutte de sang était alors appliquée sur une bandelette autoréactive dont la concentration en lactate
était mesurée par méthode ampérométrique électrochimique au niveau d’un bofitier portatif.

Dans les protocoles 1 et 2, le dispositif utilisé était le lactate Pro (Arkray, Japon) (Image 2).

Image 2 : Dispositif de mesure du taux de lactate, lactate Pro

La méthode ampérométrique de ce dispositif est basée sur la présence de ferricyanide de potassium et de
la lactate oxydase dans la bandelette autoréactive. En présence de lactate, la lactate oxydase va catalyser la
formation de ferroxyanide de potassium et de pyruvate. Lors de I'application d'une différence de potentiel
a la solution, le ferrocyanide est oxydé, ce qui génére un flux électronique quantifié de maniére
ampérométrique. L'intensité de ce flux électronique sera proportionnelle a la concentration initiale en
lactate de la solution (115).

Dans le protocole 3, le dispositif utilisé était le Edge, lactate analyser (Transatlantic Science, USA). Les
bandelettes de ce dispositif portatif contiennent un biosenseur électrochimique (Image 3).

Image 3 : Dispositif de mesure du taux de lactate, The Edge, lactate analyzer
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RESULTATS
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1. Protocole 1: Ischémie-reperfusion de membre expérimentale et

monitorage de la reperfusion musculaire par lactatémie capillaire

But de I'étude: Le dosage capillaire du lactate permet d’estimer le taux de lactate au niveau d’un
membre. Le but de cette étude est de controéler I'hypothése selon laquelle le dosage capillaire du lactate au
niveau d’'un membre ischémié peut permettre d’évaluer I'ischémie, la reperfusion de ce membre et de
refléter la présence d'une altération du métabolisme énergétique mitochondrial.

Matériels et méthodes : L’étude a porté sur 25 souris de phénotype sauvage. Le groupe témoin (SHAM,
n=13) n’a pas subi d’ischémie alors que le groupe ischémie-reperfusion (IR n=12) était exposé a 2 heures
d’ischémie de la patte arriére gauche par garrot en racine de cuisse et 2 heures de reperfusion par levée
du garrot.

La lactatémie capillaire systémique (LC-S) était mesurée au niveau de la volite plantaire de la patte arriére
droite et la lactatémie capillaire du membre ischémique (LC-I) au niveau de la voiite plantaire de la patte
arriére gauche dans le groupe IR.

L’activité des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale était évaluée au niveau du muscle
gastrocnémien des pattes non ischémiques et ischémiques a I'issue des 2 heures de reperfusion.

Résultats : L’activité de la chaine respiratoire mitochondriale en présence d’ADP (substrat du complexe I,
Vmax) n’était pas différente entre les groupes SHAM (8,58 * 0.85umol.min-1.g-1) et la patte non ischémique
du groupe IR (9,39 * 1,33umolmintg?). La Vma était modérément diminuée dans le muscle
gastrocnémien de la patte ischémique (5,40 * 1,33pumol.min-1.g1) par rapport au groupe SHAM (p=0,04) et
a la patte controlatérale (p=0,03). La LC-I augmentait de maniére significative aprés 2 heures d’ischémie
par rapport a I'état de base (14,73 * 1,50mmol.l'! versus 4,71 + 0,64mmol.l'}, p=0,00013, respectivement)
puis diminuait de maniere significative apres 2 heures de reperfusion (5,94 + 0,95mmol.l'* p=0,00017). La
LC-S ne présentait pas de variation significative aprés 2 heures d’ischémie par rapport a 1'état de base
(5,99 + 0,57mmol.l't. p>0,05) ni apres 2 heures de reperfusion (6,34 + 0,91mmol.l-1, p>0,05).

Conclusion: La lactatémie capillaire au niveau du membre ischémique présente une augmentation

significative lors d'une ischémie vasculaire et une baisse significative apres une revascularisation. A
contrario, la lactatémie capillaire systémique ne varie pas durant ce modele d’IR de membre.
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2. Protocole 2: Choc hémorragique et monitorage de I'’hypoperfusion

musculaire par la lactatémie (Etude Hemochoc)

But de I'étude : Les lactatémies capillaire et artérielle sont augmentées durant la phase non réanimée
d’'un choc hémorragique. Le but de cette étude est d’évaluer la présence d'une altération du métabolisme
énergétique et au niveau du muscle squelettique associée a cette augmentation du taux de lactate et leurs
évolutions respectives durant des phases de réanimation.

Matériels et méthodes : L'étude a porté sur 20 porcs Large white. Tous les animaux étaient placés en état
de choc hémorragique par soustraction sanguine sur cathéter veineux central jugulaire afin d’obtenir une
pression artérielle moyenne (PAM) de 40mmHg durant une période de 2 heures puis réanimés par
perfusion de colloides (albumine humaine 4%, n=10 ou hydroxyéthylamidon 130/0,4 4%, n=10) jusqu'a
obtention d’'une PAM correspondant a 90 % de la PAM initiale pour une durée de période réanimée de 3
heures.

L’activité des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale au niveau gastrocnémien, la production
d’anion superoxyde au niveau artériel, veineux et gastrocnémien, la composition gastrocnémienne en
lactate, créatine et phosphocréatine au niveau musculaire, la lactatémie artérielle et capillaire étaient
évaluées a I'état de base (T0), a la fin des 2 heures de choc hémorragique (T1), aprés 90 minutes de
réanimation (T2) et aprés 180 minutes de réanimation (T3).

Résultats : On retrouvait une augmentation significative au T1 par rapport au TO du taux de lactate
artériel (3,19 * 0,32mmoll! vs 1,59 * 0,21mmoll! , p<0,05 respectivement) et capillaire(3,56 *
0,34mmol.l1 vs 1,75 * 0,19mmol.l'1, p<0,05 respectivement) et une baisse significative a T2 et T3 du taux
artériel (1,78 = 0,22mmoll1et 1,36 + 0,11mmol.l'}, respectivement) et capillaire (2,16 * 0,29mmol.l'l et
1,49 + 0,22mmol.l1).

L’évaluation des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale musculaire ne retrouvait pas de
modification entre TO, T1, T2 et T3 pour les complexes I (Vmax), II (Vsuccinate) €t IV (Vimpa). En
spectroscopique RMN, la composition tissulaire en lactate et phosphocréatine n’était pas modifiée aux
différents temps. Sur le plan métabolomique, le taux de créatine musculaire présentait une baisse a T2 et
T3 par rapport a TO. La production d’anion superoxyde n’était pas modifiée au niveau musculaire aux
différents temps mais présentait une diminution significative entre T2 (0,33 * 0,03 mmoll?1) et TO
(0,46pmol.min-1).

Conclusion : Au cours du choc hémorragique et de son traitement, la lactatémie systémique (capillaire et

artérielle) présentait une variation superposable aux conditions macrocirculatoires mais ne correspondait
pas a une altération du métabolisme énergétique mitochondrial musculaire.
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3. Protocole 3 : Ischémie intestinale expérimentale et lactatémie capillaire

tissulaire

But de I'étude : Déterminer le degré de perfusion vasculaire d'un segment intestinal reste difficile en
routine clinique. Le dosage capillaire du lactate pourrait constituer un biomarqueur performant pour
évaluer une ischémie intestinale. Le but de cette étude est d’évaluer I'hypothese selon laquelle la
lactatémie capillaire intestinale augmente au décours d'une ischémie vasculaire par diminution de
I'activité oxydative mitochondriale.

Matériels et méthodes : L’étude a porté sur 6 porcs large white. Une ischémie de l'intestin gréle était
induite sur une anse par clampage des vaisseaux mésentériques distaux durant un modele préclinique de
coeliochirurgie. Le taux de lactate capillaire était évalué au bout d’'une heure d’ischémie, au niveau
systémique et au niveau intestinal : sur la zone ischémique (1), les zones marginales (2) et en zones saines
(3). L’activité des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale était évaluée par oxygraphie et la
composition tissulaire en lactate et glucose par spectrométrie RMN apres 60 minutes d'ischémie sur
biopsie intestinale.

Résultats : Apres 60 minutes d’ischémie intestinale, le taux de lactate systémique ne présentait pas de
niveau pathologique (0,95 * 0,5mmol.l'!). Au méme temps, le taux de lactate capillaire intestinal était
significativement augmenté au niveau de la zone ischémique (3,98 * 1,91mmol.l'!) par rapport a la zone
marginale (1,05 * 0,46mmoll1) et saine (0,74 * 0,34mmol.l1). L’activité de la chailne respiratoire
mitochondriale était altérée dans les zones ischémiques par rapport aux zones marginales et saines en ce
qui concerne la stimulation des complexes I (Vimax, 104,4 + 52,3 vs 191,1 + 25,08 et 180,4 + 37,36pmol Oz.s°
Lmg?, respectivement) et Il (Vsuccinate, 105,3 *+ 58,14 vs 213,2 + 22,75 et 219,1 + 63,86pmol 02.s1.mg1,
respectivement). Le taux de lactate tissulaire était augmenté de maniére significative dans les segments
intestinaux ischémiques par rapport aux segments marginaux et sains. Inversement, le taux de glucose
tissulaire était diminué de maniere significative dans les segments intestinaux ischémiques par rapport
aux segments marginaux et sains.

Conclusion : La lactatémie capillaire tissulaire pourrait constituer un biomarqueur d’ischémie intestinale
et d’atteinte du métabolisme oxydatif mitochondrial dans ce tissu.
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4. Protocole 4 : Durée de l'ischémie intestinale expérimentale

et lactatémie capillaire tissulaire

But de I'étude : Le dosage de la lactatémie capillaire au niveau de la séreuse intestinale ischémiée a
montré un intérét sur le plan expérimental pour contribuer a identifier le segment intestinal ischémique.
L’effet de la durée d’ischémie intestinale sur le taux de lactate capillaire local n’est pas connu. Le but de
cette étude expérimentale est d’évaluer I'effet de la durée de I'ischémie intestinale sur le taux de lactate
capillaire local et systémique, la fonction mitochondriale et la composition métabolique intestinale.

Matériels et méthodes : L’étude a porté sur 6 porcs large white. Une ischémie de l'intestin gréle était
induite sur une anse intestinale par clampage des vaisseaux mésentériques distaux. Sur chaque animal, six
anses étaient soumises a une durée d’ischémie totale variable allant de 1 a 6 heures. Au total, 36 anses ont
ainsi été étudiées, 6 par durée d’'ischémie. A l'issue de la période d’ischémie, le taux de lactate capillaire
était évalué au niveau systémique et au niveau intestinal : sur la zone ischémique (1), les zones marginales
(2) et en zones controles (3). L'activité des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale intestinale
était évaluée par oxygraphie et la composition tissulaire intestinale métabolite telle que le lactate par
spectrométrie RMN a 1h, 3h et 5h d’ischémie.

Résultats : Pour chaque durée d’ischémie, de 1 a 6 heures, le taux de lactate capillaire local était
augmenté de maniere statistiquement significative dans les segments ischémiques par rapport aux
segments controles. Il ne semblait pas exister de proportionnalité entre la durée d’ischémie et le taux de
lactate en zone ischémique. Le coefficient de corrélation entre le taux de lactate capillaire et le taux de
lactate mesuré par spectrométrie de masse était de 0,69. L’activité maximale (Vmax) de la chaine
respiratoire mitochondriale était altérée dans les zones ischémiques par rapport aux zones controles
aprés 1 heure d’ischémie (p=0,03). La vitesse de respiration de la chalne respiratoire mitochondriale en
concentration saturante d’ADP (Vapp) était statistiquement altérée en zone ischémique par rapport aux
zones controles (p=0,1) aprés 3 heures d’ischémie.

Conclusion: La lactatémie capillaire tissulaire est utile pour identifier les segments intestinaux
ischémiques pour une durée d’ischémie allant de une heure a six heures. Cependant, la valeur absolue du
taux de lactate capillaire local ne semble pas permettre d’évaluer précisément la durée d’ischémie qui a
précédé la mesure.
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DISCUSSION GENERALE
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L’objectif commun des études présentées était d’évaluer la performance d’'un dosage capillaire du lactate
comme biomarqueur de 1ésion ischémique tissulaire au niveau musculaire et intestinal.

Nous avons envisagé différents types d’agression ischémiques :
= l'ischémie suraigué par interruption compléte du flux artériel dans un membre,
= l'ischémie par bas débit global liée a un état de choc hémorragique.

Plusieurs sites de dosages du lactate ont également été évalués :
= au niveau systémique, reflétant la lactatémie globale de 'organisme en dehors du compartiment
ischémié,
= au niveau du territoire ischémié, afin d’étudier les cinétiques compartimentales du lactate.

Lors de chaque protocole expérimental nous avons étudié, en parallele des taux de lactate
compartimentaux, des parametres liés a la sévérité de I'atteinte tissulaire qui pouvaient étre :

= e fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale,

= ]a production tissulaire de stress oxydant,

= e taux intratissulaire de certains métabolites énergétiques.

1. Ischémie-reperfusion de membre et monitorage de la reperfusion

musculaire par lactatémie capillaire

L’artériopathie oblitérante des membres inférieurs est une maladie fréquente du systeme artériel
périphérique, qui atteint jusqu'a 4% de la population mondiale(123). Son incidence ne cesse de croitre
dans la population du fait d’'un allongement de 'espérance de vie et de la persistance d'une exposition
intense aux facteurs de risque cardiovasculaires dans les pays faiblement et modérément
développés(124). Cette maladie est responsable, a un stade évolué, d'une limitation du périmétre de
marche, de douleurs importantes et de 1ésions tissulaires par diminution du flux sanguin artériel dans les
membres atteints(125, 126). Ces stades de sévérité évolués correspondent fréquemment a une entité
pathologique dénommeée ischémie critique(125, 127). Un geste thérapeutique de revascularisation est, a
ce stade, fréquemment nécessaire(128, 129) malgré les thérapeutiques médicales(130) entreprises. Les
modalités de revascularisation peuvent étre des procédures endovasculaires percutanées ou des gestes
chirurgicaux par abord direct. Ces procédures sont dotées d'un taux de succés important mais malgré tout,
une proportion significative de patients voit 'ischémie artérielle récidiver en post opératoire(128).
La détection de cette récidive en post opératoire immédiat est rendu particulierement difficile par :

= le blocage de I'afflux nociceptif lié a I'anesthésie locorégionale ou les antalgiques sytémiques(131,

132) qui va rendre la douleur liée a la récidive de I'ischémie peu intense,
= les pansements chirurgicaux qui empéchent un examen sonographique exhaustif,
= la fragilité de la fonction rénale périopératoire qui rend la réalisation d’examens d’imagerie avec
injection de produits de contraste iodés risquée sur le plan néphrologique(133, 134).

La détection de cet échec de revascularisation est cependant un enjeu majeur afin de pouvoir mettre en
place des mesures de restauration du flux artériel le plus précocement possible.

Comme nous l'avons discuté précédemment, le dosage du lactate capillaire compartimental semble
prometteur pour détecter une baisse de I'apport sanguin artériel.

Nous avons donc choisi dans le cadre de ce travail de thése, d’évaluer dans un premier temps, le dosage
capillaire du lactate dans un modéle expérimental murin d’ischémie-reperfusion de patte par garrot en
racine de cuisse.
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1.1. Etude pilote

1.1.1. Choix du modéle
La technique du garrotage de la patte telle que nous l'avons utilisée dans notre modéle expérimental
présente plusieurs intéréts :
= La patte controlatérale a la mise en place du garrot peut servir de controle interne(135) pour
I'évaluation du fonctionnement de la chalne respiratoire musculaire.
= [l s’agit d'un mode d’interruption du flux vasculaire qui respecte I'intégrité artérielle et assure une
reperfusion efficace sur le plan macroscopique comme l'atteste sont utilisation courante en
chirurgie orthopédique(136).

Les durées des périodes d’ischémie (2h) et de reperfusion (2h) ont été déterminées au cours de
I'expérience acquise, par notre équipe notamment, sur des modeles murins d’ischémie-reperfusion de
patte :
= Chez le rat, 3 heures d’ischémie par clampage aortique suivi de 2 heures de reperfusion
étaient suivies d'une altération du fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale
dans le muscle gastrocnémien(137).
= Chez la souris, 2 heures d’ischémie par garrot en racine de cuisse suivi par 2 heures de
reperfusion étaient responsables d'une altération du fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale dans le muscle gastrocnémien(138).

En outre, deux heures d’'ischémie correspondent aux durées d’agressions ischémiques retrouvées en
pratique clinique peropératoire que ce soit pour la chirurgie vasculaire ou orthopédique. Les deux heures
de reperfusion correspondent également a l'intervalle de temps moyen entre le moment de la reperfusion
chirurgicale et l'installation en salle de surveillance post-interventionnelle. C'est a cette période que
débute habituellement l'apparition des symptémes cliniques liés a un échec de revascularisation
(altérations microvasculaires, paleur cutanée, douleurs) et que I'intérét d'une nouvelle revascularisation
de sauvetage peut encore se discuter.

1.1.2. Intensité de la lésion ischémique

Le protocole d’ischémie-reperfusion que nous avons appliqué était responsable d'une altération modérée
d’environ 30% de la capacité oxydative du muscle gastrocnémien en présence de concentration saturante
d’ADP (Vmax) par rapport au contrdle controlatéral. Ces résultats sont cohérents avec les travaux de
Mansour qui, chez la souris, retrouvait apres 2 heures d’ischémie et 2 heures de reperfusion une
altération de 20% de la capacité oxydative du muscle gastrocnémien(138). Guillot(137) et Pottecher(139)
retrouvaient une amplitude d’altération légérement supérieure avec une baisse de 30% de la capacité
oxydative du muscle gastrocnémien chez le rat. Cependant, leurs protocoles d’ischémie-reperfusion
étaient plus intenses avec une ischémie de 3 heures par clampage aortique puis 2 heures de reperfusion.
Cette pondération de I'intensité de 'altération du fonctionnement anabolique énergétique mitochondrial
en fonction de la durée d’ischémie, a durée de reperfusion constante, pouvait étre suspectée au vu des
résultats 1'étude de Martou(23). Celui-ci avait montré sur des biopsies musculaires humaines que
I'intensité de 'agression musculaire (estimée par dosage du LDH extracellulaire) augmentait de maniére
proportionnelle en fonction d’'une durée d’ischémie allant de 1 heure a 6 heures.

Le mécanisme physiopathologique conduisant a ce dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale se construit en deux temps :
= Durant la période d’ischémie, la diminution de 'apport vasculaire en oxygeéne, lorsqu’elle atteint
un seuil critique, est responsable d'une altération structurelle et fonctionnelle de la chaine
respiratoire mitochondriale médiée, entre autres, par 'inflammation et le stress oxydant (4, 140).
Cette atteinte de la chalne respiratoire mitochondriale va faire le lit des perturbations qui vont
survenir durant la phase de reperfusion.
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= Lors de la reperfusion, 'augmentation de la pression en oxygéne au niveau mitochondrial va
induire une augmentation proportionnellement plus importante de la production d’especes
réactives de l'oxygene et en particulier d’anion superoxyde. La chalne respiratoire
mitochondriale, altérée structurellement suite au premier stress du temps ischémique, va générer
une quantité importante de radicaux dérivés de I'oxygéne lors de son réapprovisionnement en
oxygéne(141) notamment au niveau des complexes I et I1I. S’installe alors un cycle délétere, auto-
amplifié, avec une production d’espéces réactives de l'oxygéne supérieure aux capacités de
défense anti-oxydante cellulaire(141).

Ces données confirment les résultats précédents concernant I'importance de 1'agression tissulaire et en
particulier mitochondriale constituée par une ischémie-reperfusion.

Afin de prendre efficacement en charge une telle agression, il est important de disposer de marqueurs
d’agression tissulaire afin de pouvoir :
= Confirmer une atteinte ischémique a I'échelle tissulaire.
= Evaluer de maniére quantitative I'importance de cette atteinte ischémique sur le métabolisme
énergétique tissulaire.
= Monitorer lefficacité d’'une thérapeutique de revascularisation ou de protection sur le
métabolisme tissulaire.

Un tel outil n’est actuellement pas encore décrit. Nous pensons que le dosage du lactate capillaire peut
remplir ce cahier des charges. Nous allons donc étudier le résultat du dosage capillaire des lactates au
niveau local et systémique dans notre modéle d’ischémie-reperfusion.

1.1.3. Lactatémies capillaires locale et systémique

1.1.3.1. Au temps ischémique
Le dosage capillaire du lactate dans le compartiment ischémique a permis de confirmer une augmentation
significative de son taux deux heures aprés le début de I'ischémie. Son taux augmentait de 313 %, de 4,71
+ 0,64mmol.l'1a 14,73 + 1,50mmol.l-! dans le membre ischémié.
A Tinverse, son taux systémique ne présentait pas de variation significative a la fin des 2 heures
d’ischémie de membre.

Cette augmentation du taux de lactate au niveau de la loge ischémique avait déja été retrouvée dans deux
études cliniques de chirurgie vasculaire par Metzsch(142, 143) a I'aide d'une technique de microdialyse
sous-cutanée. La microdialyse permet une analyse invasive de la composition en métabolites dialysables
tels que le lactate au niveau d’un tissu. Dans ses publications, Metzsch a placé un cathéter de dialyse en
peropératoire de chirurgie vasculaire dans un compartiment sous-cutané :

= soumis a une ischémie par clampage vasculaire (la loge du mollet) et

= non soumis a une ischémie par clampage vasculaire (la loge du pectoral).

Le lactate était dosé dans le liquide de dialysat recueilli apres perfusion dans chacun des compartiments
ischémique (la loge du mollet) et systémique (la loge du pectoral).

Deux situations cliniques différentes ont été étudiées :
= la chirurgie vasculaire majeure avec la cure d’anévrysme de 'aorte abdominale par voie ouverte
et par voie endovasculaire(143),
= la chirurgie vasculaire périphérique pour revascularisation distale chez le patient
artéritique(142).
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Dans la situation de chirurgie vasculaire majeure, les résultats du dosage de lactate sous-cutané ont
retrouvé une augmentation significative du taux de lactate dans la loge de la jambe dans le groupe abord
direct par rapport au groupe endovasculaire (Figure 29).

Cette augmentation du taux de lactate dans la loge gastrocnémienne dans le groupe laparotomie est
expliquée par le clampage aortique (72min en moyenne) absent dans le groupe endovasculaire. Le
clampage aortique indispensable a la mise a plat de I'anévrysme et la suture de la prothése aortique est
responsable d'une ischémie d’aval.
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Figure 29 : Taux de lactate par microdialyse dans la loge du gastrocnémien
(A) Avant la chirurgie; (B) au début de la chirurgie; (C) a J1 post opératoire. Moyenne et déviation

standard, p<0,001 entre les groupes. [Metzsch(143)].

Nous avons retrouvé la méme ascension du taux de lactate dans le compartiment ischémique a I'aide du
dosage capillaire que lors du dosage par microdialyse. Le dosage capillaire du lactate représente une
avancée importante puisque techniquement, a la différence du dosage par microdialyse, il rend possible
une mesure :

= fajblement invasive,

= de mise en ceuvre technique facile,

= reproductible,

=  jnstantanée,

=  peuonéreuse.

Il existe dés lors des possibilités d’applications cliniques pour détecter et évaluer la gravité d’'une ischémie
compartimentale, en particulier au niveau des membres(144).

Dans la méme publication, le dosage du lactate au niveau d’'un compartiment systémique (la loge
pectorale) n’a pas retrouvé de variation significative au cours de la période chirurgicale (Figure 3).

Nous avons également retrouvé une stabilité du taux de lactate systémique dans notre modele
expérimental utilisant un dosage capillaire (5,99 * 0,57mmol.l't aprés 2 heures d’ischémie).

64



Taux de lactate — pectoral

mmaowl —— endoprothése
9 —a— laparotomie
8

7

6

5

4

3

2

1

0 5

A B 0 30 60 S0 120 150 180 210 240 270 300 360 420 480 540 600 C

Temps, minutes

Figure 30 : Taux de lactate par microdialyse dans la loge du pectoral

(A) Avant la chirurgie; (B) au début de la chirurgie; (C) a J1 post opératoire. Moyenne * déviation
standard, NS entre les groupes. [Metzsch(142)].

Le dosage du lactate dans le compartiment systémique que ce soit par microdialyse ou sur sang capillaire
ne retrouve pas de variation significative au décours d’'une ischémie de membre.

Dans la situation clinique de chirurgie vasculaire périphérique, le dosage du lactate par microdialyse a
retrouvé les mémes résultats (Figure 31). On note une augmentation significative du taux de lactate dans
le dialysat du cathéter placé en intramusculaire ainsi qu'une tendance a 'augmentation dans le dialysat
des cathéters sous-cutanés. Le faible effectif (8 patients) est susceptible d’expliquer l'absence de
significativité dans les dosages sous-cutanés. A l'inverse, le dosage dans le dialysat du compartiment
systémique ne retrouve pas d’ascension du taux de lactate ce qui est concordant avec les résultats
retrouvés en chirurgie aortique.
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Figure 31 : Taux moyen de lactate dans le liquide de microdialyse le jour opératoire

+ erreur standard a la moyenne. BA = avant anesthésie ; BS avant chirurgie ; IS = début de la chirurgie ; C=
clampage vasculaire ; R = déclampage vasculaire, NM = J1 post opératoire.

Il était prédictible que I'ischémie ne soit pas responsable d'une ascension du taux de lactate systémique
durant la phase d’exclusion vasculaire. En effet, le lactate produit en excés par les tissus en métabolisme
anaérobie n’est pas transporté dans le compartiment systémique du fait de I'absence de flux sanguin.
Sous réserve de I'absence de retentissement hémodynamique de l'ischémie compartimentale, le taux de
lactate systémique n’a donc pas de raison d’augmenter durant la période d’exclusion vasculaire.
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En conclusion, le dosage capillaire du lactate permet de confirmer une ischémie de membre lorsqu'’il est
réalisé au niveau du compartiment ischémique alors qu'un dosage systémique ne le permet pas.

Lactate
Systéme Vasculaire
Interstitium
Glc
Glc
Glycolyse @

Myocyte Lactate -

Pyruvate /
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Figure 32 : Représentation schématique du métabolisme myocytaire énergétique centré sur le
lactate

Trait discontinu rouge : association métabolique mise en évidence par le protocole 1.
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1.1.3.2. Au temps de la reperfusion
Dans notre étude expérimentale, le dosage capillaire du lactate aprés 2 heures de reperfusion dans le
compartiment ischémique retrouvait une baisse significative du taux de lactate capillaire (5,94 #*
0,95mmol.I'1). A I'inverse, son taux systémique ne présentait pas de variation significative apres 2 heures
de reperfusion.

Les travaux de Metzsch en chirurgie aortique abdominale(143) on retrouvé la méme tendance de
correction de la lactatémie sous-cutanée au niveau de la jambe aprés déclampage aortique.
Malheureusement cette cinétique de correction n’a pas fait 'objet d’'une analyse statistique.

Dans son travail en chirurgie vasculaire périphérique(142), Metzsch a retrouvé une correction du taux de
lactate dans le tissu sous-cutané en microdialyse avant 2 heures de revascularisation.

Encore une fois, le dosage du lactate systémique ne présente pas de variation significative que se soit par
microdialyse ou par prélévement capillaire. L’explication physiopathologique est donnée par le fort
potentiel de clairance du lactate notamment au niveau hépatique(145) et cardiaque(76). Le tissu
hépatique utilise le lactate comme substrat anabolique énergétique pour la néoglucogénése hépatique et
la phosphorylation oxydative mitochondriale hépatique. Ce phénomene est également décrit au niveau
cardiaque. En plus de l'effet de dilution entre les volumes sanguins systémique et compartimental, la
clairance métabolique hépatique et cardiaque empéche toute élévation cliniquement significative du taux
de lactate systémique.

En conclusion, le dosage capillaire du lactate permet de monitorer 'efficacité d'une reperfusion d'un
membre lorsqu'il est réalisé au niveau du compartiment ischémique alors qu'un dosage systémique ne le
permet pas.

Les résultats du dosage capillaire du lactate permettent d’envisager un nouveau mode de monitorage de
I'ischémie et de la reperfusion d'un membre. Ce biomarqueur devrait permettre d’améliorer la prise en
charge des patients souffrant d’ischémie de membre. En effet, le dosage capillaire du lactate offre une
évaluation des conséquences tissulaires de I'ischémie via la détection d'un métabolisme anaérobie.

Ce concept nécessite cependant d’étre validé au moyen d’une étude clinique. Nous avons dans le cadre de
ce travail de thése mis en place une étude clinique pilote dont nous allons présenter la structure.

1.2. Etude clinique

Afin d’évaluer la transposabilité en clinique humaine du concept de monitorage de l'ischémie et de la
revascularisation de membre, nous avons mis en place une étude clinique au sein des services de chirurgie
vasculaire et d’anesthésie-réanimation du Nouvel Hépital Civil de Strasbourg.
Cette étude est intitulée « Evaluation de la lactatémie capillaire locale dans I'ischémie critique chronique
de membre inférieur, avant et apres revascularisation. » (étude ELIT-1, P.R.I. n°2011-5244-Clinical Trials :
NCT01634815).
Ses buts sont de :
= Confirmer l'augmentation du taux capillaire de lactate dans le membre ischémique avant
revascularisation.
= Confirmer la baisse du taux capillaire de lactate dans le membre ischémique apres
revascularisation.

Le protocole complet de I'’étude clinique est intégré dans les annexes.
Les inclusions sont actuellement en cours.
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Nous venons d’étudier la validation expérimentale et d’aborder les modalités de la validation future du
dosage capillaire du lactate pour monitorer l'ischémie et la reperfusion de membre.

De maniere analogue a l'ischémie par dysfonction vasculaire, les états de chocs sont responsables d'une
diminution de I'apport tissulaire périphérique en oxygéne(146). Dans cette situation, il est important pour
le réanimateur de disposer d’'un parametre fiable et facile a mettre en ceuvre pour servir d’objectif a son
algorithme de traitement d'un état de choc(113, 147, 148).

A la maniére des résultats obtenus dans l'ischémie de membre, nous avons voulu évaluer le dosage
capillaire du lactate lors d’un état de choc hémorragique en paralléle des parameétres du métabolisme

énergétique musculaire squelettique.
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2. Choc hémorragique et monitorage de I’hypoperfusion musculaire par la

lactatémie (Etude Hémochoc)

Depuis les premiéres descriptions physiopathologiques modernes de Wiggers(149), liées notamment a la
médecine de guerre du 20¢ siécle, I'état de choc hémorragique est décrit comme une insuffisance
circulatoire aigué liée a une hypovolémie causée par une hémorragie. Cette insuffisance circulatoire est
responsable d’une cytopathie hypoxique bien décrite dans le choc septique(150). Dans le choc
hémorragique, les données concernant la physiopathologie reliant l'insuffisance circulatoire constatée
initialement a la défaillance tissulaire et d’organe secondaire sont moins nombreuses(151).
La défaillance d’apport tissulaire en oxygene conduit a une transition vers une prédominance du
métabolisme énergétique d’hypoxie tel que la glycolyse anaérobie. Cette glycolyse anaérobie va générer
une production de pyruvate qui ne sera pas catabolisé par le métabolisme oxydatif et donc converti en
lactate par la LDH. Une augmentation du taux de lactate est décrite au décours du choc
hémorragique(152-154). Si la valeur pronostique de ce taux systémique de lactate est validée au décours
du choc hémorragique lié au degré d’hypoperfusion tissulaire(112), les modalités exactes de sa
production tissulaire ne sont pas précisément connues, notamment en ce qui concerne :

= Lestissus impliqués dans la production de lactate et notamment le muscle squelettique.

= Laparticipation mitochondriale a I'augmentation de la lactatémie.

Le dosage capillaire du lactate pourrait permettre au décours d’'un modéle de choc hémorragique :
= d’évaluer le degré d’hypoperfusion tissulaire de maniere instantanée et répétée,
= d’évaluer I'importance de la dysfonction mitochondriale associée a un choc hémorragique,
= de constituer un objectif de réanimation facilement maniable pour le clinicien.

Nous avons donc choisi d’explorer ces différentes hypothéses dans un modeéle expérimental de choc
hémorragique.

2.1. Choix du modele

Les modeles expérimentaux les plus adaptés a I’étude du choc hémorragique sont basés sur I'étude du
gros animal(155) (chien et porc) car ils permettent :
= Un monitorage hémodynamique invasif complet et correspondant aux standards cliniques
humains.
= Laréalisation sériée de prélevements tissulaires et sanguins.
= L’initiation de thérapeutiques proches de la clinique humaine.

Le premier modéle expérimental de choc hémorragique a été décrit par Wiggers chez le chien
appareillé(156-158), conscient. Par extension, tous les modeles animaux de choc hémorragique
actuellement utilisés basés sur une spoliation sanguine calibrée pour atteindre une tension artérielle
moyenne cible sont appelés modeles de Wiggers.

Par exemple chez le porc, Haugaa a utilisé une cible de 30 a 40mmHg de PAM maintenue pendant 90
minutes. De la méme maniére Bai(159) a utilisé chez le porc une PAM cible de 40 mmHg pendant 1 heure.
Ces modéles ont I'avantage de permettre un maintien prolongé dans le temps de I'état de choc eu égard a
la forte capacité d’autotransfusion du porc. Cette forte réserve d’autotransfusion, probablement liée a la
mobilisation d’'un volume sanguin contraint a partir du compartiment splénique a conduit certains
auteurs a associer la splénectomie au modeéle expérimental de choc hémorragique. Nous n’avons pas
retenu l'utilisation de splénectomie car comme I'a démontré Bebarta, cette manipulation peut étre la
cause de biais supplémentaires alors qu’elle n’est pas responsable d’'une modification significative des
parametres physiologiques durant un choc expérimental chez le porc(160).
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Ces modeéles a objectif de pression artérielle(159, 161) s’opposent aux modeéles fondés sur une spoliation
sanguine basée sur des calculs de masse sanguine(162-165). Par exemple, Gazmuri(162) a utilisé un
modeéle porcin de choc hémorragique avec une spoliation sanguine calculée constituée de 65-75% du
volume sanguin total (60mlkg1). Ces modeles ont 'avantage de concerner, par définition, un volume
hémorragique strictement comparable entre les animaux. Cependant, ils s’exposent a une plus forte
variation des conséquences hémodynamiques observées entre les animaux.

Dans ce contexte, il est important de considérer la durée d’installation du choc comme I'a démontré
Frankel(166). Pour un méme volume spolié chez le porc (30mlkg?) représentant 50% de la masse
sanguine, Frankel a montré que pour une durée totale de choc de 60 minutes et un volume d’induction de
choc constant entre les groupes, une variation du débit de spoliation sanguine était responsable de
variations significatives dans les paramétres de sévérité du choc.

Concernant la durée de maintien du choc, la durée majoritairement retenue est de 60 minutes(159). Nous
avons décidé par analogie avec nos travaux d’ischémie de membre de retenir une durée de choc
correspondant a la durée d’ischémie, c’est-a-dire 2 heures.

La phase de réanimation a été construite pour étre superposable a une prise en charge de pratique
clinique.

Au vu de ces éléments, nous avons choisi d’utiliser un modéle (Figure 26) :
= porcin appareillé pour monitorage de la macrocirculation,
= aobjectif de PAM de 40 mmHg,
= pour une durée de choc de 2 heures,
= avec une réanimation par expansion volémique mixte (colloides et cristalloides) sur un objectif de
pression artérielle correspondant a 90 % de la PAM initiale,
= pour une durée de réanimation de 3 heures.

2.2. Intensité de I'atteinte mitochondriale musculaire

Le choc hémorragique n’a pas été responsable d'une altération significative du fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale musculaire.

Ces résultats différent des constatations de Karamercan(167) qui, sur du tissu rénal, hépatique et
mycoardique, a retrouvé une altération du fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale
concernant :
= les complexes I, Il et IV durant les périodes de choc et de réanimation pour le tissu rénal,
= Je complexe I durant les phases de choc et de réanimation et les complexes II et IV durant la
période initiale de réanimation avec une correction en fin de période de réanimation pour le tissu
hépatique,
= ]e complexe IV durant les phases de choc et de réanimation, les complexes I et Il durant les phases
de réanimation pour le tissu myocardique.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ces différences observées entre les résultats de Kamercan et les
notres :
= Le type de choc : Karamercan a utilisé un modéle murin avec une spoliation sanguine passive
induisant un choc décompensé dans sa phase initiale. Il est donc probable que la sévérité initiale
du choc soit plus importante dans le modéle de Karamercan.
= Le type d’anesthésie: les rats on été placés en état de choc sans anesthésie générale. La
consommation musculaire basale en oxygéne était donc plus importante que sous anesthésie
générale, ce qui est probablement responsable d'une sensibilisation tissulaire a
I'hypoperfusion(90). Le concept de dette d’oxygene(168) pourrait expliquer le mécanisme
physiopathologique sous-jacent.
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= Les tissus étudiés : les tissus rénaux, hépatiques et myocardiques. En effet, les groupes tissulaires
ne sont pas impactés de maniére homogene lors d'un état de choc. La dysfonction rénale,
hépatique et myocardique est fonctionnellement plus importante dans un état de choc
hémorragique que 'atteinte musculaire(169) .

Ces hypothéses sont renforcées par les travaux de Haugaa(161) qui a étudié la protection musculaire par
monoxyde de carbone et nitrite dans un modeéle porcin de choc hémorragique. Pour une intensité de choc
supérieure avec une pression cible entre 30 et 40mmHg durant 60 minutes, Haugaa n’a pas retrouvé de
variation significative entre l'état de base et le prélevement a 2 heures de réanimation pour le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale du muscle squelettique rectus femoris :
= en présence d’ADP (complexe I),
= en présence de succinate (complexe II).
Seul le quotient respiratoire (Vsuci/Vapp) présentait une diminution significative au décours du choc.
Nos résultats confirment ces données, c’est-a-dire, une préservation quantitative des capacités de
phosphorisation oxydative musculaire au décours immédiat d’'un choc hémorragique.
Une des explications physiopathologiques pour cette atteinte mitochondriale musculaire modérée lors
d’'un choc hémorragique est la forte capacité de résistance du muscle squelettique a une dette d’oxygéne
comparé a d’autres organes comme le systéme nerveux central et le myocarde. Par exemple, au décours
d’une chirurgie cardiaque avec circulation extracorporelle, le systéme nerveux central est un des organes
a haut risque de décompensation(170) en cas de bas débit alors que le muscle squelettique n’est
qu’exceptionnellement impliqué.
De plus, les modéles expérimentaux de choc hémorragique n’ayant pas retrouvé d’atteinte mitochondriale
majeure comprenaient une anesthésie générale dont le role protecteur a été évoqué plus haut.
La notion d’anesthésie générale est importante a prendre en considération car :
= Elle implique une forte diminution de l'activité musculaire squelettique, ce qui diminue la
consommation en oxygene et donc la dette tissulaire en oxygéne lors d’'une hypoperfusion(168).
= Un certain nombre de molécules utilisées pour 'hypnose anesthésique sont responsables d'un
effet reconditionnant pharmacologique. Par exemple, les halogénés ont été décrits comme
limitant I'intensité du stress ischémique, en particulier sur le myocarde(171, 172).

En conclusion, notre modéle de choc hémorragique n’était pas responsable d’'une altération significative
du fonctionnement mitochondrial du muscle strié.

2.3. Intensité du stress oxydant

Dans notre expérimentation, la réanimation du choc hémorragique a induit une diminution du stress
oxydant au niveau systémique avec une baisse de la production artérielle d’anion superoxyde et une
tendance a la baisse de la production artérielle d’anion superoxyde au niveau veineux.

Au niveau sanguin systémique, la baisse du taux d’anion superoxyde mesurée par RPE peut s’expliquer
par les propriétés antioxydantes des colloides utilisés pour la réanimation volémique.
= L’hydroxyéthylamidon 130/0,4 a déja montré dans les travaux de Wang(173) une baisse de la
peroxydation tissulaire iléale dans un modeéle expérimental murin de choc hémorragique réanimé
par hydroxyéthylamidon par rapport au groupe réanimé par Ringer lactate.
= L’albumine humaine possede théoriquement une activité antioxydante du fait de I'importance de
ces composés thiol au sein des résidus cystéine et méthionine(174). A notre connaissance, nos
résultats sont les premiers a évoquer une diminution du stress oxydant systémique dans un
modeéle de choc hémorragique réanimé par albumine humaine.

Au niveau musculaire, nous n’avons pas retrouvé de variation de la production d’anion superoxyde au
décours du choc hémorragique ou de sa réanimation.
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Ces données sont compatibles avec la préservation du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale.
En effet, la mitochondrie et plus particulierement la chaine respiratoire mitochondriale sont une source
importante de production de ROS(175, 176). Les complexes I et I1[(177) notamment possédent un
potentiel important de production de ROS. Cependant, un stimulus pathologique est nécessaire pour
observer une augmentation de leur production qui est finement régulée(178).
= Le complexe I (NADH ubiquinone oxydoréductase) par exemple, fait 'objet de réarrangements
structurels en fonction de son environnement énergétique(179).En situation d’hypoxie, sa
production d’anion superoxyde pourrait étre augmentée(178).
= Le complexe III (ubiquinol-cytochrome c oxydoréductase) voit également sa production d’anion
superoxyde fortement augmentée lors de modifications conformationnelles induites
expérimentalement par la rotenone(180). Ces modifications sont possiblement induites par
certaines situations pathologiques secondaires a I'ischémie(178).
Ces perturbations du fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale font par la suite le lit de
I'augmentation tres importante de la production de ROS lors du rétablissement de I'arrivée d’oxygéne au
niveau mitochondrial (paradoxe de 'oxygéne(141)).
Dans notre modele expérimental, au niveau musculaire strié, nous avons observé une préservation du
fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale et une absence de variation du niveau de stress
oxydant tissulaire. Ces éléments sont en faveur d'une préservation du métabolisme énergétique
mitochondrial et de I'équilibre du systeme redox au niveau musculaire.
L’agression mitochondriale musculaire de notre modéle de choc hémorragique semble donc moins
importante que dans le modéle d’ischémie de membre. Il est donc intéressant d’étudier le comportement
du lactate capillaire et intramusculaire dans cette situation de préservation du métabolisme énergétique
aérobie.

2.4. Lactatémies systémique et musculaire

2.4.1. Lactatémie systémique sur sang capillaire

Le dosage du taux de lactate systémique sur sang capillaire a montré une augmentation significative du
taux de lactate entre le taux de base et aprés 2 heures de choc de 1,8 a 3,6mmol.l'l avec par la suite,
une diminution significative du taux capillaire de lactate aprées 90 minutes de réanimation
(2,2mmol.]let 1,5mmol.l1).

Comme notre équipe l'avait déja montré, les dosages capillaire et artériel du taux de lactate sont
superposables pendant la phase non réanimée d’'un choc hémorragique(181) (Figure 33) avec un biais de
0,115mmol.l'! et une limite d’agrément de -0,994 et 0,764mmol.l-..
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Figure 33 : Représentation de Bland et Altman comparant le dosage capillaire et artériel du lactate

durant un modele expérimental de choc hémorragique non réanimé(181).
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En ce qui concerne la phase de réanimation, la validité du dosage capillaire de lactate comme estimation
du taux artériel n’était pas encore expérimentée. En effet, au-dela de la phase d’altération initiale du débit
cardiaque par hypovolémie, une dysfonction de la perfusion capillaire a été décrite(93) dans le choc
hémorragique et peut étre responsable d'un gradient entre la valeur artérielle et tissulaire du lactate. La
variation des conditions de perfusion capillaire peut induire une altération de diffusion de I'oxygéne du
réseau artériel vers le tissu cible et donc induire une glycolyse anaérobie locale. De plus, la diffusibilité du
lactate entre les compartiments capillaires et le réseau artériel pourrait étre altérée par la dysfonction
microcirculatoire.

Nos résultats comparant le dosage du lactate capillaire et artériel dans un modele de choc hémorragique
réanimé (Figure 34) retrouve un bais de 0,144 et une limite d’agrément (-1,176 et 0,889mmol.l'1)
comparables aux résultats précédents. Il apparait donc que le dosage capillaire peut représenter le dosage
artériel dans la période de réanimation volémique d’'un choc hémorragique.

Bland-Altman

-2-
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Figure 34 : Représentation de Bland et Altman comparant le dosage capillaire et artériel du lactate

dans un modéle expérimental de choc hémorragique réanimé (données EA 3072, non publiées).

Ces constatations ouvrent des perspectives intéressantes pour une utilisation clinique du dosage
capillaire des lactates chez les patients souffrant d’'une hémorragie grave(182).

Le taux capillaire de lactate pourrait étre réévalué facilement et apporter la méme information qu’un
dosage systémique : une diminution témoignerait d’'une diminution de la dette d’oxygéne globale de
I'organisme et a 'inverse, une augmentation un accroissement de cette dette d’oxygene(90).

La lactatémie systémique a déja montré son intérét dans la réanimation du choc septique(113).
Jones(113) a montré dans un essai randomisé controlé portant sur 300 patients que l'utilisation de la
clairance du lactate systémique :

Clairance du lactate = ([Lactate]initiale-[ Lactate]wierieure) / [Lactate]initiate

était aussi performante que la ScVO; au sein d’un algorithme de réanimation du choc septique basé sur la
PVC et la PAM entre autres.
La clairance du lactate telle que définie précédemment devait étre supérieure a 10% sur un intervalle de
temps minimum de 2 heures. En cas de clairance inférieure a 10%, les thérapeutiques comprenaient une
transfusion en cas d’hématocrite < 30% ou la mise sous dobutamine en cas d’hématocrite > 30%. La non
correction du taux de lactate était considérée par les auteurs comme une non correction de la dette
tissulaire en oxygene(183).
Si le dosage conventionnel du lactate systémique (artériel ou veineux) présente un intérét par rapport a la
ScVO; du fait de son colit moindre et de sa plus faible invasivité, il présente néanmoins des inconvénients
d’utilisation :

= ]e délai d’attente entre son prélévement et le résultat,

= ]anécessité d'un prélévement artériel ou veineux,

= levolume de sang prélevé.
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Le dosage sur sang capillaire répond a chacune des difficultés précédentes puisque le résultat est :
= immédiat,
= qu lit du malade,
= sur goutte de sang capillaire.
Ceci permet donc une réaction immédiate du clinicien pour adapter la thérapeutique appliquée au patient.

Néanmoins, il convient pour utiliser ce biomarqueur dans des algorithmes thérapeutiques, de connaitre sa
cartographie, et sa cinétique de production ainsi que sa clairance d’élimination chez le sujet sain.

Comme nous 'avons vu précédemment, le taux de lactate systémique est considéré par un grand nombre
d’auteurs comme un reflet direct et proportionnel de 'hypoxie tissulaire et notamment musculaire. Cette
conception historique commence a étre remise en question(184) a la lumiere des progres des techniques
de monitorage de la composition tissulaire en métabolites telle que la microdialyse(101). La production
musculaire du taux de lactate ne semble pas systématiquement corrélée a une hypoxie(184). Une
augmentation de la lactatémie peut également étre induite par l'action de catécholamines endogénes ou
exogénes telles que l'adrénaline sur la pompe membranaire myocytaire Na/K ATPase(100, 101).
L’adrénaline va, en augmentant l'activité de la pompe Na/K ATPase, activer les phases initiales de la
glycolyse dite anaérobie alors que le tissu n’est pas en condition réelle d’hypoxie(184). Cette activation de
la glycolyse va alors produire une augmentation de la quantité de pyruvate qui ne pourra pas étre
catabolisé par le cycle de Krebs et, par I'effet de la LDH, oxydé en lactate(76).

Par ailleurs, le lactate peut avoir un role de substrat énergétique en situation de stress pour des tissus a
haut potentiel glycolytique tels que le myocarde(76). En effet, le lactate capté a partir du compartiment
systémique pourra au niveau du cytosol étre réduit en pyruvate et alimenter I'oxydation phosphorylante
a partir du cycle de Krebs. Au niveau hépatique, le lactate peut constituer un substrat pour la
néoglucogenése. La glycolyse au niveau musculaire, produisant du lactate en paralléle, le lactate peut étre
considéré comme un des maillons d'une chaine de transport énergétique entre le foie et le muscle
squelettique appelé cycle de Cori(185, 186).

Ces éléments complexifient la physiologie du lactate telle qu’elle était considérée dans les décennies
précédentes et peut modifier l'interprétation que I'on doit faire d’'une variation locale ou systémique de
son taux.

Dans ce contexte, nous avons voulu durant cette expérimentation concernant le choc hémorragique,
évaluer en paralléle du taux de lactate systémique le taux de lactate intramusculaire.

2.4.2. Lactatémie musculaire

Dans notre étude, la composition musculaire en lactate évaluée par spectroscopie RMN, n’a pas montré de
variation significative au décours de la phase de choc ou de réanimation.
Ces résultats peuvent paraitre surprenants car, dans I’hypothese d’'une production musculaire de lactate
causée uniquement par hypoxie tissulaire, on pourrait anticiper une similitude entre 1'évolution de la
composition musculaire en lactate et le taux systémique.
Une non proportionnalité entre I'évolution du taux de lactate interstitiel d'un membre et le taux de lactate
systémique avait été retrouvée dans les travaux de Audonnet-Blaise(187). Chez le lapin sous anesthésie
générale, Audonnet-Blaise a étudié la composition interstitielle musculaire quadricipitale :

= en oxygene par microélectrode de Clark,

= en lactate par micro-dialyse.
Les animaux étaient placés pendant 20 minutes en état de choc par spoliation sanguine calibrée d’une
durée de 40min (50% de la masse sanguine) puis réanimés par réexpansion volémique pendant une
durée de 4 heures. La lactatémie systémique était mesurée en paralléle par prélévement artériel. Le but de
ce travail était de comparer les effets de deux solutés d’expansion volémique (plasma frais congelé et
gélatine fluide modifiée).
Dans ce modele, les auteurs ont retrouvé une augmentation d'un facteur 4 du taux de lactate systémique
(32 + 2,2 a 11,1 * 4,5mmoll?) a l'issue de la période d’hypovolémie alors que le taux interstitiel
musculaire n’évoluait que d'un facteur 2 durant la méme période. Le taux systémique du ratio
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lactate/pyruvate augmentait également de maniére significative a la fin de la période de choc
hémorragique avec une baisse secondaire durant la période de réanimation. Les résultats du ratio
lactate/pyruvate n’ont pas été publiés par Audonnet-Blaise. Il est probable, comme nous I'avons constaté
dans nos analyses par spectroscopie RMN que le dosage du pyruvate tissulaire soit 1'objet d’une
importante dispersion des résultats du fait de son faible taux tissulaire. La forte affinité du systéme
oxydatif pour le pyruvate(76) pourrait contribuer a ces constatations.

Dans le méme modéle expérimental, Boura(188) a évalué différents solutés d’expansion volémique
(hydroxyéthylamidon, albumine humaine, chlorure de sodium et substitut d’hémoglobine) en étudiant les
mémes techniques et parameétres que précédemment.

ATissue de la période de choc hémorragique, il n’avait pas été retrouvé d’augmentation du taux de lactate
interstitiel. Il n’a été retrouvé d’augmentation du taux de lactate interstitiel qu’a partir de 2 heures de
réanimation (Figure 35).
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Figure 35 : Taux de lactate interstitiel quadricipital par microdialyse

dans les groupes : substitut d’hémoglobine (subst), hydroxyéthylamidon (HEA), albumine (Alb) et serum
physiologique. * p<0,05 vs état de base. [Boura(188)].

Ces données issues de recueils de liquides de microdialyse décrivent I'évolution de la composition en
lactate du secteur interstitiel d'une loge musculaire. En effet, pour des raisons techniques liées a la
méthode de microdialyse, le dosage a lieu sur un liquide de dialysat qui avait échangé avec le milieu au
contact d’'une loge musculaire ou était inséré le cathéter de microdialyse. Ces valeurs ne reflétaient donc
pas strictement la composition du milieu intracellulaire myocytaire mais plutét le secteur interstitiel.

Nos analyses par spectrométrie RMN permettaient d’évaluer la composition intramyocytaire en
métabolites, en respectant I'architecture tissulaire. L’absence d’augmentation intramyocytaire du lactate
durant la période de choc correspond a la stabilité du lactate interstitiel musculaire durant la période de
choc retrouvée dans les travaux de Boura(188).

Ces différentes constatations tendent vers la méme conclusion : le taux de lactate intramusculaire durant
un état de choc hémorragique et sa réanimation n’est pas proportionnel au taux de lactate systémique.
L’intensité de I'altération du métabolisme énergétique musculaire et en particulier mitochondrial ne peut
donc pas étre directement évalué par 'évolution du taux de lactate systémique. La dette d’oxygéne globale
de l'organisme n’est donc probablement pas homogéne entre les différents groupes tissulaires
(musculaire, cérébraux, hépatiques par exemple).
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Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cette dissociation entre 1'évolution tissulaire musculaire et
systémique du taux de lactate durant un état de choc hémorragique :
= Le taux de lactate intratissulaire pourrait rester stable malgré une production augmentée si la
capacité de production du lactate issu de 'oxydoréduction du pyruvate par 'enzyme cytosolique
LDH ne dépasse pas les capacités d’extrusion cellulaire(76). Le lactate est transporté activement
en dehors du cytosol par des transporteurs monocarboxylates (MCT) couplés a un proton (famille
moléculaire des MCT) ou couplés au sodium (famille moléculaire des SMCT)(76). Si la quantité de
lactate produit au niveau cytosolique ne dépasse pas les capacités maximales de transport du
lactate vers le milieu extracellulaire, il est possible qu’il ne soit pas observé d’accumulation
intracellulaire de lactate et donc d’augmentation de sa concentration.
= Le muscle squelettique n’est pas la source d’'une augmentation du taux de lactate dans ce modeéle
de choc hémorragique. L’absence de diminution du taux de glucose intramusculaire durant les
phases d’ischémie et de réanimation va dans le sens de cette hypothese. Cependant, le choc
hémorragique ne constituant pas une interruption complete de la vascularisation sanguine, un
apport a minima de glucose pourrait demeurer. De la méme maniére, les réserves musculaires en
glycogéne sont une source de glucose rapidement mobilisable, empéchant toute interprétation
simple de I'évolution de la teneur musculaire en glucose dans ce modele.

En ce qui concerne 'absence d’association entre une augmentation du taux de lactate systémique et la
dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale musculaire dans un modeéle de choc hémorragique,
les hypotheses sont :
= La participation d’autres mécanismes que I'hypoxie a I'augmentation de la production tissulaire
de lactate. Dans les états de choc, 'augmentation des taux circulants d’adrénaline (endogéne ou
exogéne) est responsable d’'une augmentation de l'activité de la pompe Na/K ATPase(189). Cette
activation de la pompe membranaire Na/K ATPase est responsable d'une augmentation de la
glycolyse et donc de la production de pyruvate ce qui va par la loi d’action de masse au niveau de
I'enzyme LDH augmenter la production de lactate. Il est donc possible de voir augmenter la
production tissulaire de lactate sans que ce tissu soit obligatoirement soumis a un stress
ischémique.
= Le muscle squelettique présente une relative résistance a la diminution d’apport vasculaire en
oxygeéne par rapport a d’autres types tissulaires du fait de sa contenance en myoglobine(190). La
myoglobine posséde un réle de transport et de stockage de 'oxygéne au niveau musculaire(191,
192), ce qui peut réduire les effets initiaux d’'une anoxie et peut limiter les effets d’'une hypoxie
comparativement a d’autres groupes tissulaires (cutané, hépatique, intestinal par exemple).

L’absence de dysfonction de la chaine respiratoire mitochondriale n’est pas suffisante pour exclure toute
perturbation du métabolisme énergétique musculaire. Afin d’évaluer le transport des composés
phosphorylés a haute valeur énergétique tels que ’ATP nous avons étudié la composition intramusculaire
en créatine (Cr) et phosphorylcréatine (PCr). Les deux composés représentent le systéme de transport
intramyocytaire des composés phosphorylés a haute valeur énergétique produits par la respiration
mitochondriale.

2.4.3. Créatininémie et phosphocréatininémie musculaires

L’évaluation spectrométrique de la composition musculaire en Cr et PCr dans notre modele expérimental
retrouvait :

*  une stabilité du taux de PCr durant les phases de choc et de réanimation,

* une baisse significative du taux de Cr dés 90 minutes de réanimation.
Une baisse du taux de Cr a été retrouvée par Bravo(193) dans un modéle de préconditionnement
ischémique myocardique chez le porc. Bravo retrouvait une baisse du taux de Cr et une hausse du taux de
PCr dans le myocarde protégé par la technique de sténose coronaire répétée. Parmi les hypotheéses
mécanistiques apportées par Bravo, la notion d’hibernation métabolique (augmentation du métabolisme
anaérobie, de I'internalisation du glucose, de 'optimisation énergétique par exemple) est proposée(194).
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Dans un modele porcin de choc hémorragique réanimé en normothermie ou avec une période de 8 heures
d’hypothermie, Lusczek(195) a retrouvé une diminution du taux de créatinine plasmatique dans le groupe
d’animaux hypothermiques par rapport aux animaux normothermiques. Les animaux hypothermiques
présentaient également un taux de survie supérieur au groupe normothermique. Il n’a pas été apporté de
preuve mécanistique concernant cette association entre amélioration de la survie et modification du taux
de créatine plasmatique mais une conversion métabolique protectrice est mise en avant par les auteurs.

En conclusion, le dosage des taux de Cr et PCr musculaires par spectrométrie RMN retrouve une
diminution du taux de Cr témoignant d’'une modification du métabolisme énergétique musculaire en dépit
du fonctionnement préservé de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 36).
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Figure 36: Représentation schématique du métabolisme myocytaire énergétique centré sur le

lactate

Trait discontinu rouge : association métabolique mise en évidence par le protocole 2.

Cette diminution peut répondre a plusieurs hypothéses mécanistiques :
= Une diminution de la production de Cr qui a lieu au niveau rénal et hépatique(14). Cette
hypothese est peu probable eu égard a la cinétique rapide du modele utilisé.
= Une diminution du transport transmembranaire myocytaire de la Cr a partir du secteur
interstitiel.
= Une augmentation de l’élimination de la Cr par catabolisme qui a lieu de maniére non
enzymatique par cyclisation et produit de la créatinine (Crn).
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Ainsi, le mécanisme exact de la diminution du taux de Cr musculaire en situation d’agression reste a
établir. Cependant, une baisse du taux de Cr est responsable d'une modification du métabolisme
musculaire retrouvée dans de nombreuses myopathies : dystrophie musculaire de Duchenne, dystrophie
myotonique et myasténie par exemple.

Comme nous l'avons vu précédemment, pour certains auteurs, cette modification pourrait étre le reflet
d’'une mise en place d’'une protection métabolique de type hibernation musculaire(193).

Cette constatation ouvre des perspectives pour d’autres expérimentations :
= L’étude du couple Cr/PCr peut servir de marqueur d’altération du mécanisme énergétique
musculaire pour des agressions moins importantes que celles responsables d'une altération de la
chalne respiratoire mitochondriale ou pour mettre en évidence une atteinte a un stade plus
précoce.
= La supplémentation en Cr ou PCr pourrait constituer une voie thérapeutique, préventive et/ou
curative de la neuromyopathie de réanimation(196).

Au total, dans notre modéle de choc hémorragique, le dosage capillaire du lactate ne s’est pas avéré étre
un témoin fiable de la perfusion musculaire squelettique comme cela avait été le cas dans notre modele
d’ischémie de membre. En effet, au cours du choc hémorragique, I'hyperlactatémie capillaire n’est pas
associée a des signes d’hypoperfusion tissulaire majeure (altération du fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale, augmentation du taux de lactate musculaire).

Apreés avoir étudié le potentiel du dosage capillaire de lactate pour I'évaluation de la perfusion musculaire

dans le choc hémorragique, nous allons envisager son utilisation dans un modele expérimental d’ischémie
digestive comme biomarqueur de la perfusion de la muqueuse intestinale.
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3. Ischémie-reperfusion intestinale et monitorage de la perfusion

muqueuse par lactatémie capillaire

L’évaluation de la perfusion intestinale est d’'une importance majeure pour le clinicien, elle permet
notamment :
= d’évaluer la viabilité d'un segment intestinal soumis a une ischémie puis une manceuvre de
revascularisation,
= d’optimiser les résections et anastomoses(197) en permettant un geste le plus économique
possible tout en s’assurant de 'adéquation de la suppléance vasculaire des berges.

En pratique clinique de routine, cette évaluation se fait par inspection visuelle avec une faible
performance(198). Au vu des résultats de nos travaux sur I'ischémie de membre(199), le dosage capillaire
du lactate pourrait constituer une aide dans 'appréciation de la perfusion vasculaire intestinale.

Notre hypotheése était la possibilité d’utiliser le lactate capillaire pour améliorer la prise en charge
per opératoire des patients opérés en chirurgie digestive, en évaluant localement la proportion de
métabolisme tissulaire intestinal anaérobie.

Dans cette logique, nous avons évalué la lactatémie capillaire au niveau intestinal et systémique dans un
modeéle porcin d’ischémie intestinale. En paralléle, afin d’évaluer l'intensité de l'atteinte ischémique
intestinale sur le métabolisme tissulaire, nous avons évalué la fonction de la chaine respiratoire
mitochondriale et la production tissulaire d’anion superoxyde au niveau intestinal, sur le méme modéle.

3.1. Choix du modéle

Afin de pouvoir réaliser une ischémie intestinale segmentaire, nous avons choisi d’'utiliser un modéele
porcin de coeliochirurgie préclinique(200) familiere a notre équipe et décrite plus haut. Le volume du
systeme digestif dans ce modele permet en plus d'une dissection mésentérique proche de la clinique
humaine, la réalisation de biopsies muqueuses intestinales multiples, ce qui n’est pas réalisable dans les
modéles murins.
L’ischémie intestinale était induite par dissection et ligature de 4 vaisseaux artériolaires mésentériques a
destination d’'une méme anse grélique. A la fin d’'une période de 60 minutes d’ischémie, des dosages de
lactate sur sang capillaire issu

= de la muqueuse digestive, aux niveaux du centre de I'anse ischémique, des berges de résection

potentielles (limites distales de la zone ischémique) et de zones saines,
= du secteur systémique par ponction au niveau du groin.

Sur ces mémes zones d’intérét intestinales étaient réalisées des biopsies tissulaires pour :
= évaluation de la respiration mitochondriale par oxygraphie,
= évaluation de la production tissulaire d’anion superoxyde par résonance paramagnétique
électronique.

Au vu de la description des modalités techniques de ce protocole, il apparait clairement que le modele
préclinique porcin est le seul envisageable afin de pouvoir réaliser 'instrumentation et de disposer de
suffisamment de matériel tissulaire. Ceci nous a conduit a retenir cette solution malgré le coiit et la
difficulté de mise en ceuvre technique.
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3.2. Dosage capillaire du taux de lactate aux niveaux intestinal et systémique

Le taux de lactate systémique n’a pas présenté de valeur pathologique (>2 mmoll?!) au décours de
'ischémie créée dans notre modele.

Parmi les travaux de notre équipe, Collange(201) avait auparavant mis en évidence une augmentation du
taux de lactate systémique (4,0 =+ 1,0mmol.l'1) et dans la veine mésentérique supérieure (3,7 = 1,8mmol.I
1) au décours de 60 minutes d'ischémie par clampage de I'artere mésentérique supérieure et 60 minutes
de reperfusion. Cette différence peut s’expliquer par 'importance du territoire intestinal ischémié dans le
modeéle de Collange par rapport au modéle porcin.

Le taux de lactate capillaire au niveau de la séreuse pariétale intestinale est augmenté de fagon
significative dans le segment ischémique (3,98 = 1,91mmol.l'!) par rapport aux berges de résection (1,05 =
0,46mmol.l'1) et au territoire sain (0,74 + 0,34mmol.I'1).

Ces résultats confirment notre hypothese de départ, a savoir 'augmentation du taux capillaire de lactate
intestinal pendant une période d’'ischémie artérielle.
Le dosage capillaire du lactate pourrait donc constituer un outil d’évaluation de l'ischémie intestinale
utilisable en clinique pour :
= évaluer la perfusion vasculaire d’'un segment intestinal au décours d’une suspicion d’ischémie
mésentérique,
= optimiser la largeur de la résection et le choix du site d’anastomose(202).

Il n’existe pas a notre connaissance d’autres évaluations du dosage capillaire du lactate comme outil de
monitorage de I'ischémie intestinale. Par analogie avec la situation d’ischémie de membre, 'augmentation
du taux de lactate au niveau intestinal est probablement la résultante d’'une diminution de la pression
tissulaire en oxygeéne responsable d'une augmentation de la proportion de la glycolyse dans la production
énergétique. Le pyruvate résultant de cette glycolyse va par oxydoréduction liée a I'enzyme LDH générer
du lactate(76). Ce lactate sera ensuite transporté au niveau du secteur interstitiel et capillaire par les
transporteurs MCT et SMCT.

Si la production intracellulaire de lactate dépasse les capacités de transport des MCT et SMCT, une
accumulation de lactate devrait se retrouver au niveau tissulaire.

Afin de répondre a cette question, nous avons évalué la quantité de lactate dans les biopsies intestinales
par spectrométrie RMN.

3.3. Taux de lactate intestinal par spectrométrie RMN

Le taux de lactate tissulaire intestinal était significativement augmenté dans la zone ischémique par
rapport aux zones de résection et aux zones saines.

La encore, il s’agit a notre connaissance de la premiére évaluation de la teneur intestinale en lactate lors
d’une ischémie mésentérique dans un modele préclinique.

Cette accumulation du taux de lactate tissulaire s’accompagnait d’'une diminution significative de la teneur
tissulaire en glucose dans les zones intestinales soumises a I'ischémie par rapport aux régions controles.
Dans ce modéle, I'étude du taux de glucose intratissulaire est pertinente pour confirmer 'augmentation de
la glycolyse anaérobie du fait de l'absence totale de perfusion vasculaire et de stock de glycogene
inexistant au niveau intestinal.

Au total, notre modeéle préclinique d’ischémie intestinale nous a permis de montrer :

= une augmentation du taux de lactate capillaire intestinal aprés une période d’ischémie de 60
minutes,

80



= que cette augmentation correspondait a une augmentation globale de la composition intestinale
en lactate et a I'inverse une diminution du taux de glucose témoignant d’'une participation de la
glycolyse anaérobie a cette production de lactate,

= Ee parallele, une altération concomitante de la fonction respiratoire mitochondriale intestinale
était retrouvée.

3.4. Intensité de I'atteinte mitochondriale intestinale

Nous avons retrouvé une diminution significative de l'activité de la chaine respiratoire mitochondriale
dans les zones ischémiques par rapport aux zones de transition et saines pour les substrats dépendants
du complexe I (Vmax) et du complexe II (Vsuccinate).

A notre connaissance, il s’agit de la premiére évaluation sur un modéle préclinique de la fonction
mitochondriale intestinale aprés un stress ischémique(203).

Chan(204) a retrouvé sur une analyse histologique des signes de souffrance tissulaire (oedeme interstitiel,
destructions épithéliales) a partir de 90 minutes d’ischémie jéjunale.

L’étude de la vascularisation muqueuse intestinale, de type terminale(205) (Figure 37) permet
d’expliquer 'analogie de ces résultats avec le modéle d’ischémie de membre(206).
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Figure 37 : Schématisation de la vascularisation muqueuse intestinale chez le porc

SA : artére sous muqueuse ; SV : veine sous muqueuse ; A artériole centro villositaire ; veinule para axiale
villositaire ; TV : veinule transverse ; VP : plexus capillaire villositaire ; CP : plexus capillaire péri cryptale ;
CA': artére suppléante péri cryptale; D glandes duodénales; E : épithélium; LP : lamina propria ; MM :
musculaire muqueuse ; SM : sous muqueuse ; TM : tunique musculaire ; séreuse. [Bellamy(205)].

Le clampage des vaisseaux mésentériques est responsable d'une abolition compléte de 'apport artériel en
oxygeéne et donc:
= d’une augmentation de la proportion de la glycolyse anaérobie dans le métabolisme énergétique,
= d'une souffrance tissulaire et en particulier mitochondriale par diminution de la production
énergétique(207), stress oxydatif et inflammation notamment.

Une hypothese mécanistique peut étre celle de l'atteinte mitochondriale digestive durant la phase
ischémique avec notamment une modification structurelle et fonctionnelle des complexes de la chaine
respiratoire du fait d’'une modification de I'environnement énergétique. Dans ce contexte, De Jong(179) a
décrit certaines modifications structurelles du complexe I, ce qui est compatible avec la forte altération de
la Vimax retrouvée dans nos résultats.
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Notre modéle évaluait uniquement l'atteinte mitochondriale liée a lI'ischémie, sans revascularisation.
Comme nous l'avons vu précédemment, une hypothése a vérifier serait que l'altération de la chaine
respiratoire mitochondriale soit plus importante encore aprés une période de reperfusion(33) qui
amplifierait notamment l'intensité de l'atteinte oxydative(178) du fait de 'augmentation de la production
de ROS par la chaine respiratoire mitochondriale(4) des cellules intestinales.

Le protocole d’étude 4 avait pour but d’évaluer l'effet de la durée d’ischémie intestinale sur le taux de
lactate capillaire local. Les résultats ont confirmé I'intérét du dosage capillaire local du lactate pour aider a
identifier les zones intestinales ischémiques pour des durées d’ischémie allant de 1 heure a 6 heures.
Cependant, il ne semble pas y avoir de proportionnalité entre la durée d’ischémie mésentérique et la
valeur absolue du taux de lactate capillaire local au niveau intestinal dans ce modéle expérimental.

Lactate

Systéme Vasculaire

*
*

Interstitium

—

V Cycle de Krebs 3
N 7

Figure 38: Représentation schématique du métabolisme cellulaire énergétique centré sur le
lactate

Trait discontinu rouge : association métabolique mise en évidence par le protocole 3.

Le dosage capillaire du lactate au niveau intestinal pourrait donc constituer un outil performant pour :
= confirmer une atteinte ischémique intestinale,
= suspecter une atteinte de la fonction mitochondriale associée a cette ischémie.

Les perspectives ouvertes par I'évaluation de la lactatémie capillaire intestinale dans I'IR mésentérique
pourraient porter sur :

= ]’évaluation de la lactatémie capillaire intestinale au moment de la revascularisation,

= l’évaluation de I'efficacité de différentes stratégies de reperfusion.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Les études que nous avons menées en évaluant le dosage capillaire et tissulaire du lactate sur des modéles
expérimentaux d’ischémie-reperfusion tissulaires ont permis de mettre en évidence :

= une augmentation du taux de lactate capillaire et/ou tissulaire dans les compartiments atteints
par une ischémie de membre ou intestinale,

= une diminution du taux de lactate capillaire dans le compartiment ischémié durant la reperfusion
de membre,

= l'absence de variation du taux de lactate dans le compartiment musculaire dans le modéle de choc
hémorragique,

Ainsi :

= Dans les situations d’ischémie par interruption du flux sanguin artériel localisé a un
compartiment, le lactate tissulaire ou capillaire au niveau du compartiment ischémique pourrait
constituer un biomarqueur d’ischémie et de reperfusion vasculaire.

= En revanche, dans le choc hémorragique, le lactate capillaire ne refléte pas I'évolution du
métabolisme tissulaire musculaire squelettique. Cependant, du fait de la corrélation des taux
artériel et capillaire de lactate, le lactate capillaire constitue une cible d'intérét pronostique et
d’évaluation globale des stratégies de réanimation.

Contrairement aux considérations historiques qui décrivaient le lactate uniquement comme le produit
d’'une impasse métabolique en situation d’anaérobie tissulaire, il semble que la physiologie du lactate
dépasse une « modélisation » linéaire dans les situations d’hypoperfusion globale comme le choc
hémorragique.

L’ensemble de nos résultats ouvre d’autres perspectives de recherche.

= L’utilisation de la lactatémie capillaire comme outil de monitorage de I'IR de membre et
intestinale semble prometteuse pour des applications en chirurgie vasculaire et digestive
notamment. Cet outil pourrait permettre par exemple de détecter précocement une récidive
ischémique apreés revascularisation et d’optimiser les sites de résection intestinaux.

* Le dosage capillaire du lactate pourrait également permettre d’aider a identifier des situations a
risque de lésions tissulaires ischémiques, telles que la dysfonction mitochondriale, qui font I'objet
de recherches pour des thérapeutiques ciblées: le conditionnement ischémique ou
pharmacologique par exemple.

= L’apport du dosage capillaire de la lactatémie systémique en réanimation pour guider la
thérapeutique dans les situations de choc hémorragique semble également prometteur. Son
utilisation possede des avantages en terme de maniabilité et sécurité d’utilisation par rapport aux
parametres cibles actuellement utilisés tels que le lactate artériel ou la ScVO..

Ces différentes ouvertures restent a évaluer au cours d’autres protocoles expérimentaux et cliniques. Le
premier de ces essais est en cours, en chirurgie de revascularisation du membre inférieur.
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Introduction: Systemic capillary lactate, an end product of cellular anaerobic metabolism, has not
established credibility in monitoring limb reperfusion. We assessed, in mice, whether local capillary
lactate, arising from the reperfused limb, might be a relevant biomarker of reperfusion.

Report: Systemic and local capillary lactate were sampled in the non-ischaemic and in the ischaemic
limb. Only local lactate concentrations significantly increased after 2 h of ischaemia and decreased after

Discussion: Local, but not systemic, capillary lactate appeared as a potential reperfusion biomarker in this
experimental acute limb ischaemia model.
© 2011 European Society for Vascular Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Acute limb ischaemia is a common and critical vascular disease
with a mortality rate of 15—20%. Post-revascularisation care requires
careful limb vascular monitoring for early critical ischaemia recur-
rence. However, in emergencies, such clinical follow-up might be
difficult. Peripheral pulse status is not strongly correlated with
tissue perfusion and to clearly determine whether the revascular-
isation is successful remains a challenge.

Lactate, the end product of cellular anaerobic energetic metab-
olism, which is a key biomarker of tissue hypoxia, is of interest as an
ischaemia biomarker. Systemic lactate has not convincingly been
useful in monitoring limb reperfusion.! However, microdialysis
demonstrated a short time course of lactate normalisation in
muscular tissue after revascularisation.?

We tested the hypothesis that local capillary lactate arising from
the ischaemic limb might be a better biomarker for early reperfusion
than systemic lactate, and determined simultaneously systemic and
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local lactate kinetics in a one-limb ischaemia—reperfusion (IR)
mouse model. Skeletal muscle mitochondrial function, impaired
following IR, was also analysed.>*

Report
Experimental design, blood and muscle sampling and analysis

Mice were separated into two groups: the sham group (SHAM,
n = 13), which did not undergo, IR, and the ischaemic group (IR,
n = 12), which had left limb ischaemia induced by a tourniquet
applied for 2 h followed by a 2-h reperfusion. Then, gastrocnemius
muscles were excised for mitochondrial respiration analysis. The
left leg was considered as ischaemic (IR-ISCH) and the right
contralateral leg was considered as non-ischaemic (IR-CTL).3

Local and systemic capillary lactates were measured simulta-
neously before ischaemia, 2 h after ischaemia (I) and 2 h after IR,
using the Lactate Pro® device (LT170, Arkray, KGK, Japan).”

Mitochondrial maximal oxidative capacities were investigated
using glutamate—malate in saponin-skinned gastrocnemius fibres.?

The investigation was carried out in accordance with Helsinki
Accords for Humane treatment of Animals during Experimentation
(institutional approval no. AL/02/21/12/09).

1078-5884/$ — see front matter © 2011 European Society for Vascular Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Figure 1. Capillary lactate values (A): local capillary lactate sampled at the ischaemic
leg level (B): systemic capillary lactate sampled at the contralateral non-ischaemic leg
level Data are presented in three experimental conditions: before ischaemia, after
ischaemia and after ischaemia—reperfusion in the ischaemic leg (IR-ISCH) and in the
non-ischaemic leg (IR-CTL). Horizontal line at the mean and vertical bar for the SEM.
(n = 11) *p < 0.05 (before vs. [-ISCH: p = 0.00013, I-ISCH vs. IR-ISH: p = 0.00017).

Statistical analysis

Data were expressed as mean =+ standard error of mean (SEM). A
one-way analysis of variance (ANOVA) was used, with the
Newman—Keuls post-test analysis and t-test for requiring analysis.
p < 0.05 was accepted as significant.

Results

Mitochondrial respiratory chain oxidative capacity (Vimax) was
similar in sham animals and in the non-ischaemic contralateral leg
of the IR animals (8.58 + 0.85 vs.9.39 + 1.33 pmol min~—! g~ dry
weight, p = 0.59, in SHAM and IR-CTL, respectively).

Vmax Wwas significantly decreased in ischaemic muscle as
compared with SHAM and IR-CTL (5.40 + 0.95 vs. 8.58 + 0.85 and

E. Noll et al. / European Journal of Vascular and Endovascular Surgery 43 (2012) 339—340

9.39 + 1.33 pmol min~! g~ dry weight, p = 0.04, —30% + 14% and
p = 0.03, —32% + 12%, respectively).

Ischaemia significantly increased local capillary lactate levels in
the ischaemic leg, compared to baseline value (14.73 + 1.50
vs.4.71 + 0.64 mmol 171, in I-ISCH, p = 0.00013, Fig. 1).

The small increase in lactate value in the systemic leg failed to
reach statistical significance (5.99 + 0.57 mmol 1= in I-CTL,
p = 0.62).

Thus, lactate increase was significantly greater in the ischaemic
than in the non-ischaemic leg (+419% + 173, vs. +108% =+ 93, for I-
ISCH and I-CTL; p = 0.031).

After 2 h of reperfusion, local capillary lactate levels significantly
decreased (5.94 + 0.95 mmol 1!, p = 0.00017). Systemic lactate
value failed to change significantly (6.34 + 0.91 mmol 1-1).

Thus, lactate variation was significantly greater in the ischaemic
than in the non-ischaemic leg (—59% =+ 8, vs. +13% =+ 22, for IR-ISCH
and IR-CTL respectively, p = 0.015).

Discussion

In accordance with data reported after IR in rodents, we
observed a decreased muscle mitochondrial maximal oxidative
capacity after this 2-h ischaemia—2-h reperfusion protocol in mice.
Such results further support that mitochondria are early target of IR
injury.

Although systemic lactate is of prognostic interest, its slow and
progressive changes preclude use in the early diagnosis of re-
thrombosis.!

Local capillary lactate, sampled directly at the ischaemic leg
level, demonstrated both a rapid increase during ischaemia and
arapid decrease during reperfusion. Such kinetics are in agreement
with data obtained using microdialysis, and could allow an early
diagnosis of successful reperfusion.’

In summary, this study demonstrates that local, but not
systemic, capillary lactate levels might be reperfusion biomarkers
after limb IR. Since capillary blood lactate monitoring is a rapid and
repeatable bedside method,’ clinical studies are warranted to test
whether local lactate kinetics might be helpful in determining the
success of revascularisation in vascular surgery in man.
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Abstract :

Background: Protection against acute skeletal muscle metabolic dysfunction and oxidative
stress could be a potentially therapeutic target in volume expansion for the severely bleeding
patients.

Objectives: This study aims at comparing 130/0.4 hydroxyethyl starch (HES) with 4% albumin
for first line volume expansion in experimental hemorrhagic shock (HS) with a particular
emphasis on oxidative stress and mitochondrial function.

Design: randomized, experimental study

Setting: Digestif cancer Research institute pre-clinical laboratory, Strasbourg University
Hospital, France, from February 2012 to June 2013.

Animals: 20 large white pigs.

Intervention: Pressure targeted HS and volume resuscitation (4 % human serum albumin or
130/0.4 HES) was performed in 20 large white pigs.

Main outcomes measures: Muscular biopsy on gastrocnemius muscle were performed for
metabolomics screening, mitochondrial respiratory chain assessment and Electron Spin
Resonnance reactive oxygen species (ROS) production along with arterial and venous ROS
production at baseline (T0), and of shock (T1), 90 min (T2) and 180 min (T3) after volume
expansion.

Results: Arterial superoxide production between T1 and T2 showed a significant decrease in
albumin group (p= 0,02) but not in the HES group. Venous blood superoxide production
significantly decreased between T1 and T2 in the HES group (p=0.004). There was a statistically
significant decrease in gastrocnemius muscle creatine content from TO to T2 (p<0.05) and T3
(p<0.05), in contrast with muscular lactate content and mitochondrial respiratory chain
oxidative capacity which remained constant at these respective time points.

Conclusion : The main findings of this study are (1) the systemic reduction in superoxide anions
production observed with either albumin or HES, coinciding with (2) a similar protected

metabolic profile on skeletal muscle in both HES and albumin resuscitated groups.



Ethical Approval number: 38.2012.01.031



Introduction

Hemorrhagic shock (HS) is a major cause of morbidity and mortality in trauma and
surgical practice ! 2. Volume expansion is critical along with hemostatic attempt,
particularly before packed red blood cells are available 3. The optimal plasma volume
expander to be administered remains controversial 5. In the critical care setting, most
clinical trials failed to distinguish the effects of the resuscitative fluid itself from other

interventions ©.

Skeletal muscle (SM) metabolism impairment, such as mitochondrial dysfunction, have
recently been shown to play a key role in experimental HS 7 8. Therefore protection
against acute SM metabolic dysfunction could be a potentially therapeutic target in the
severely bleeding patients.

Oxidative stress (0S) is a key factor in the process of triggering the tissue insults
observed during the ischemia-reperfusion sequence observed during treated HS °.
Indeed, OS favors microvascular leakage 111 and mitochondrial dysfunction 712,
Experimentally, hydroxyethyl starches (HES) have shown protective effects against 0OS
in HS models 1314, However, HES have detrimental sides effects on hemostasis and renal
function limiting their use in the severely bleeding patient. Human serum albumin fluid
resuscitation is not associated with these drawbacks and also possesses some
biochemical anti oxidative properties 1°>. However, human serum albumin effects on
skeletal muscle metabolism has not been appropriately assessed in the experimental HS
setting.

This study aims at comparing 130/0.4 HES with 4% albumin for first line volume
expansion associated with crystalloid perfusion in experimental HS with a particular

emphasis on OS and mitochondrial function. Our hypothesis was a similar antioxidant



effect and protective properties on SM mitochondrial metabolism during HS

resuscitation with 4% albumin and 130/0.4 HES associated with crystalloid perfusion.



Material and methods:

Animals:

After institutional approval by the institutional Ethical Committee on Animal
Experimentation (IRCAD, Strasbourg, France, approval number: 38.2012.01.031 on the 6
February 2012, Chair: Pr D. Mutter), 20 Large White pigs were studied under
standardized general anesthesia.

All animals used in the experimental laboratory were managed according to the ARRIVE
guidelines, French laws for animal use and care as well as directives of the European
Community Council (2010/63/EU). Pigs were fasted for 24 hours before surgery with free
access to water. Premedication by intramuscular injection of ketamine (20 mg.kg') and
azaperone (2 mg.kg!) was administered 1 hour before surgery. After arrival at the
surgical lab, animals were weighed and a 22-gauge IV catheter was inserted into an
auricular vein with constant saline perfusion (0.9% sodium chloride) at 6 ml.kg-1.h1
flow during the entire experimental procedure. General anesthesia was induced with IV
propofol (3 mgkg?') and tracheal intubation (Portex Blue line 6 mm) was facilitated
with rocuronium (1 mg.kg1).

Anesthesia was maintained with 2% end-tidal isoflurane concentration with 60 %
nitrous oxide in oxygen 1617, Analgesia was provided with IV tramadol (2 mg.kg1) every
5 hours. Mechanical ventilation was controlled with an Aisys Carestation (GE
Healthcare, United Kingdom) to reach an end-tidal COz concentration between 35 and

45 mmHg18.

Experimental setting:
A central IV line (Arrow® international) was inserted into the left external jugular vein

for central venous blood sampling. An arterial catheter (leader cath, Vygon®) was
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placed into the right femoral artery for invasive arterial pressure monitoring and
arterial blood sampling.

A controlled hemorrhagic shock was induced by progressive jugular vein blood
withdrawal to reach a target mean arterial blood pressure (MAP) of 40+5 mmHg. When
required, additional arterial blood subtractions were performed to maintain the target
MAP at 40 mmHg during 2 hours. After 2 hours of hypotension, colloidal fluid therapy
was initiated with a randomized use of either 4% human serum albumin (Vialebex® LFB
Biomedicaments, France) (n=10) or 130/0.4 hydroxyethyl starch (Voluven® Fresenius-
Kabi, Finland), (n=10). Colloidal volume expansion depending of the randomized group
(HES or Albumin) was added to the basal crystalloid perfusion to compare the two
mixed crystalloid-colloidal volume expansion strategies as used in routine clinical
setting.

Fluid therapy was stopped after reaching 90% of baseline MAP and the experiment

proceeded for 3 additional hours.

Monitoring:

Monitoring included electrocardiography (ECG), oxygen saturation by pulse oxymetry
(Sp02), core temperature monitoring with esophageal probe (Odam Physiogard SM785
TM, France). Normothermia was maintained with an under and upper-body warming
blanket.

Heart rate, (MAP), core temperature, SpO2, were recorded every 15 min for all animals.

Blood Sampling
Arterial blood, central venous blood samples were harvested before the induction of the

HS (baseline ,T0), after 2 hours of bleeding (T1), 90 min after fluid therapy (T2) and 180
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min after fluid therapy (T3) for planned analysis (arterial blood gas, arterial and venous

EPR analysis).

Arterial Blood Gas analysis:
Arterial blood gas and arterial lactate!® contain were analysed using the Siemens®
Rapidlab® 865 Blood Gas Analyser. Blood gas and lactate measurement were performed

on 13 animals.

Mitochondrial respiratory chain functional assessment:

Gastrocnemius muscle samples were harvested at baseline (TO), after 2 hours of
bleeding (T1), 90 min after fluid therapy (T2) and 180 min after fluid therapy (T3).
Immediately after harvesting, mitochondrial respiratory chain was assessed in the
gastrocnemius samples using the saponin skinned fibers technique. This technique, as
previously described??, allows an in-depth study of mitochondria in their tissue
environment.

After recording the tissular baseline oxygen consumption (VO) the Complex I linked (CI-
linked) substrate state respiratory rate was monitored with the adjunction of saturating
amount of adenosine diphosphate (ADP). To assess the activity of the mitochondrial
respiratory chain complexes II, complex [ was then blocked with amital (0,02 mM) and
complex II stimulated with succinate (25 mM) for selective complexes II linked
substrate state respiratory rate monitoring (CII linked).

After the measurements, fibers were dried at room temperature for 24 h and 15 min at

150°C122021 Respiration rates were expressed as pmol Oz2.min-1.g dry weightL.

Metabolomic measurement:
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HRMAS NMR spectroscopy was performed for all the tissular samples of the cohort.
Tissular samples were prepared at -20°C as previously described?? 23. HRMAS NMR
spectra were analyzed on a Bruker Avance III 500 spectrometer operating at a proton
frequency of 500.13MHz. HRMAS NMR data acquisition and spectra processing were
performed as previously described??23. A one-dimensional (1D) proton spectrum using
a Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence?* and 128 transients was acquired
for each sample. Free induction decays were multiplied by an exponential window
function of 0.3 Hz prior to Fourier transformation and were corrected for phase and
baseline distortions using TopSpin 2.1 (Bruker GmbH, Germany). The chemical shift was
referenced to the peak of the methyl proton of L-lactate at 1.33 ppm. The quantification
procedure was based on the pulse length-based concentration measurement (PULCON)
as previously described?3. Spectra were normalized according to each sample weight
and calibrated using the signal intensity of a 19.3 nmol reference standard external
solution of lactate, scanned under the same analytical conditions. Quantification results

were expressed as nmol/mg of tissue.

Electron Spin Resonance (EPR):

ROS, which has unpaired electrons, could absorb electromagnetic radiation energy
and move between energy levels in magnetic field. Through detecting and recording the
electromagnetic radiation energy, the ROS concentration could be directly determined
with a specific spin probe 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2, 2, 5, 5-

tetramethylpyrrolidine hydrochloride (CMH) which is specific for superoxide2> 26.
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Arterial and Venous blood sample were collected in a heparinized syringe and stored on ice at
4°C. After one hour, 20ul of blood were mixed with 20ul of spin probe CMH /Heparin
(400uM/100U per mL) solution and introduced in a capillary. Detection of ROS production
was conducted using BenchTop EPR spectrometer E-SCAN. The EPR signal is proportional
to the unpaired electron numbers and could, in turn, be transformed in absolute produced

micromoles (pmol/min™).

For tissular supeoxyde production, muscular biopsies harvested at the gastrocnemius were
incubated in a plate at 37°C with the spin probe CMH (200uM) for 30 minutes under 20
mmHg of oxygen partial pressure (in order to be under physiological conditions) using Gas-
Controller (Noxygen Sciences Transfer, Elzach, Germany). Detection of ROS production in

the supernatant was conducted using BenchTop EPR spectrometer E-SCAN.

After the EPR measurement, pieces of muscles were dried at room temperature for 24 h and

15 minutes at 150°C, and ROS production was expressed in pM/min/mg dry weight.

For comparative analysis between HES and albumin group data are expressed as ratio from

TO.

At the end of the procedure the pigs were sacrificed according to our protocol with an
intravenous injection of a lethal dose of potassium chloride under deep general

anesthesia.

Statistical analysis
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Analyses were performed using pooled analysis of the 20 animals to study global
hemorrhagic shock effect and comparative analysis of albumin (n=10) and HES group

(n=10).

All data are shown as means and standard errors (S.E.M.). The Student’s t test or
analysis of variance (ANOVA) followed by the Dunnett multiple comparison test, when
appropriate, were used to calculate p values. A p<0.05 (two sided) was required to
reject the null hypothesis. Statistical analyses were performed using the Prism© 6
software (GraphPad Software®©).

Since there was no previous data to support an educated sample size calculation, this

study serves as a pilot to better determine the sample size.
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Results:

One animal did not survive throughout the entire study period (5 % global mortality
rate). The other animals completed the study. Total body weight, amount of shed blood
and colloid resuscitation volumes did not significantly differ between the two treatment
groups. The experimental vascular volume management characteristics did not differ
between the albumin and HES groups (Table 1). Table 2 shows standard monitoring
values and main biological findings. As per protocol, hemorrhage markedly reduced
MAP to the target value at T1 and similarly increased heart rates in both groups. Blood
lactate concentrations were increased to a similar value in both groups.

The animals’ core temperature and SpOZ2 did not differ between the study groups at any

time point.

EPR superoxide anions production assessment:

Figure 1 shows arterial and venous EPR superoxide production. Pooled analysis
including all animals showed significant decrease in arterial blood superoxide
production between TO (baseline) and T2 (90 min after colloid resuscitation initiation,
0.46 +0.04 and 0.33 *0.03 pmol.min! respectively, p<0.05). Venous blood superoxide
anions production shows similar trend between TO and T2 without reaching statistical
significance (0.34 £0.04 and 0.23 +0.02 umol/min-! respectively, p=0.09).

Comparative analysis of the arterial blood EPR superoxide production in treatment
groups between the end of the shock state (T1) and 90 min (T2) after volume
resuscitation showed a significant decrease in albumin group (from 1.02 +0.09 to 0.81
+0.09 pmol/min-1, p= 0.02) but not in the HES group (from 0.77 *0.09 to 0.64 + 0.03

umol/min-1, p=0.15).
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Conversely, venous blood EPR superoxide production significantly decreased between
T1 and T2 in the HES group (from 0.88 = 0.09 to 0.70 £0.09 umol/min-1, p=0.004) At the
same time points the albumin group showed a trend in decrease (from 0.94 £0.06 to
0.78 £0.08 pmol/min-1, p=0.08).

Figure 2 shows tissue EPR superoxide production in gastrocnemius skeletal muscle.
Compared to baseline values, there was no significant change in pooled analysis at T1,
T2 and T3. In albumin and HEA groups, comparative analysis at T2 and T3 didn’t show

any difference.

Gastrocnemius muscle mitochondrial respiratory chain functionnal assesment:

In pooled analysis of gastrocnemius muscle mitochondrial respiratory chain oxidative
capacity : at T1, T2 and T3 compared to TO there was no statistically change in oxidative
capacity considering CI linked substrate state: 2.85 +0.25, 2.71 +0.18, 2.68 £+0.21 and 3.1
+0.24 pmol O2.min-1.g dry weight1, respectively, p>0.05), CII linked substrate state: 3.02
+0.24, 2.84 £0.16, 2.87 +0.17 and 3.20 £0.23 pmol Oz.min-lL.g dry weight1, respectively,
p>0.05).

Comparative analysis of the gastrocnemius skeletal muscle mitochondrial respiratory
chain oxidative capacity after HES or albumin volume restoration is represented in
figure 3. After HES or albumin reanimation CI linked and CII linked substrate state
oxidative capacity did not differ from end of shock value (T1) compared to 90 (T2) and

180 min (T3).
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Gastrocnemius Muscle Metabolomics screening:

Gastrocnemius muscle lactate content measured with metabolomics screening is shown
in figure 4. In pooled analysis, there was no statistically significant variation at T1, T2
and T3 when compared to TO. Comparative analysis between albumin and HES groups
did not show any difference at T2 and T3.

Gastrocnemius muscle creatine and phosphorylcreatine content, as assessed with
metabolomics screening, is shown in figure 4.

In pooled analysis, there was a statistically significant decrease in gastrocnemius muscle
creatine content from TO (12.19 +0.57 nmol.mg1) to T2 (9.93 +0.73 nmol.mg1, p<0.05)
and T3 (9.35 #0.78 nmol.mg!, p<0.05) whereas phosphorylcreatine content did not
show any significant variation:

Comparative analysis at T2 and T3 showed no difference between albumin and HES

group in gastrocnemius muscle creatine and phosphorylcreatine content.
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Discussion:

The main findings of this study are (1) the systemic reduction in superoxide anions
production observed with either albumin or HES, coinciding with (2) a similar
metabolism profile on skeletal muscle in both HES and albumin resuscitated groups,
including maintained mitochondrial oxidative capacity, confined tissue superoxide
anions production, a conserved lactate and phosphorylcreatine muscular contents,

corresponding to a preserved muscular metabolism.

To our knowledge, this is the first direct experimental finding of systemic decrease in
ROS production at the early stage of HS with albumin resuscitation. Albumin is
biochemically expected to have free radical-trapping properties due to its cysteine
residue representing the main thiol circulating pool 15 and its six methionine residues.
However these biochemical properties had to be confirmed in vivo during standardized

HS resuscitation.

Our findings confirm the indirect experimental evidences of decreased ROS production
during HS resuscitation with 130/0.4 HES. Intestine, lung, liver an brain lipid
peroxidation levels were decreased in the 130/0.4 HES treated group compared to the
200/0.5 and succinylated gelatin groups in a volume-targeted HS model in rodents 27.
The same finding was observed in a pressure-targeted HS model focusing on ileal levels
of lipid peroxidation and comparing 130/0.4 HES, ringer lactate and shed blood 28. On
the contrary, increase in systemic ROS production have been suspected during
experimental HS resuscitation with lactate Ringer’s 2°. ROS production seems to be

alleviated still not abolished with balanced crystalloid resuscitation 3°,
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In our study we also focused on the metabolic consequences of HS resuscitation on
skeletal muscle. Impairment of heart mitochondrial respiratory chain function has been
reported during rodent HS resuscitation combining lactate Ringers solution and shed
blood 31. Mitochondrial respiratory chain dysfunction is a major cellular insult leading to
intense redox signaling, reduced ATP production and impaired cell viability. We already
demonstrated in the past mitochondrial respiratory chain involvement in severe
pathological situations such as acute lower limb and mesenteric ischemia 16 32,
Protection against mitochondrial respiratory chain dysfunction is a major therapeutic
goal for acute resuscitation. In our study, mitochondrial respiratory chain function was
preserved in both groups during the shock state and the resuscitation period. This
mitochondrial protection could have been mediated by the systemic decrease in ROS
production 33.

Metabolomic screening of skeletal3* muscle during the shock and resuscitation time
course also showed a protected metabolism profile: decrease in muscular creatine and
stable lactate content. Reduced serum content in creatine has been observed in
hypothermic resuscitation of HS and was associated with improved survival 7.
Intramuscular variation of Phosphorylcreatine/creatine content has also been described
in left ventricular muscle during experimental ischemic preconditioning procedures3+.
Phosphorylcreatine/creatine cycle act as a shuttle for high energy phosphate produced
in the mitochondrial intermembrane space3> and energy supply source for anaerobic
metabolism. Creatine is synthetized in the liver and targeted to the muscle where it is
phosphorylated to phosphorylcreatine. The mechanistic relationship between skeletal
muscle creatine content and the protective effect observed in some resuscitation
strategies has yet to be determined. Our data are showing preserved mitochondrial

respiratory rate and stable phosphorylcreatine level, ruling out alteration of high energy
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phosphate production. The mechanistic relationship between skeletal muscle creatine
content and the protective effect observed in some resuscitation strategies has yet to be
determined. Metabolic switch to hibernating-like condition is one of the suggested
theories3* for the metabolic shift in the creatinine metabolic pathway.

The stable muscle lactate content is associated with the absence of muscular
mitochondrial respiratory chain dysfunction at the resuscitation time point. At the end
of the shock period, the lack of lactate increase despite reduced oxygen delivery was
somewhat surprising. However this is consistent with microdialysis skeletal muscle
interstitial lactate monitoring in another experimental pretransfusionnal hemorrhagic
shock model 3637.

This experiment has some limitations. We did not investigate the survival consequences
accociated with this protected skeletal muscle metabolism profile. This was an
exploratory pilot study on acute anti oxidative and muscular effect of two colloids
resuscitation strategies that were associated to crystalloid perfusion, albumin and
130/0.4 HES These results should be further confirmed. There was no crystalloid
control group in this study. We decided to compare albumin to the other anti oxidant
related colloid: 130/0.4 HES. Introduction of an third group would have limited the
power of the statistical analysis or mandated the use of a larger number of animals. This
was found unnecessary since a direct comparison between HES and crystalloid has
already been investigated in a rodent HS model and showed more intestinal lipid
peroxidation with crystalloid resuscitation?®. In addition, colloids have been

demonstrated to be more efficacious in plasma volume expansion than crystalloids.

Conclusion:
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During pressure controlled experimental HS model, albumin and 130/0.4 HES in
conjunction with crystalloid perfusion, demonstrated similar systemic antioxidant

properties and preservation of skeletal muscle metabolic profile.
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Figure 1:

Effect of hemorrhagic shock (T1), 90 min (T2) and 180 min (T3) colloid resuscitation on
arterial and venous superoxide anion production compared to baseline (T0). Pooled
albumin and HES group analysis on arterial (A) and central venous (B) blood superoxide
anions productions. Comparative analysis of albumin and HES groups arterial (C) and
central venous (D) blood superoxide anions productions.

Values are means (s.e.m.). *p<0,05

HES=Hydroxyethystarch ; EPR=Electron paramagnetic resonance, Tx=T1 or T2
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Figure 2:

Effect of hemorrhagic shock (T1), 90 min (T2) and 180 min (T3) colloid resuscitation on
gastrocnemius skeletal muscle EPR superoxide anions production assessment compared
to baseline (TO0). A, pooled albumin and HEA group analysis on gastrocnemius skeletal
muscle. B, comparative analysis of albumin and HES groups on gastrocnemius skeletal
muscle superoxide anions productions.

Values are means (standard error of the mean [S.E.M.]).
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Comparative effect of albumin (red bars) and HES (blue bars) volume expansion after
hemorrhagic shock, 90 min (T2) and 180 min (T3) after colloid administration, on
gastrocnemius skeletal muscle mitochondrial respiratory chain oxidative capacity. A
Complex I linked oxidative capcity, B Complex II linked oxidative capcity .Values are

means (S.E.M.), wt, weight.
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Figure 4 :

Effect of hemorrhagic shock (T1), 90 min (T2) and 180 min (T3) colloid resuscitation on
gastrocnemius skeletal muscle metabolomic screening for lactate, creatine and
phosphocreatine.

Pooled albumin and HES group analysis on gastrocnemius skeletal muscle lactate (A)
creatine (C) and phosphocreatine (E) content. Comparative analysis of albumin and HES
groups on gastrocnemius skeletal muscle lactate (B), creatine (D) and phosphocreatine
(F) content.

*p<0.05

Table 1 : volume characterization of the hemorrhage and resuscitation

HES Albumin p
Body Weight (kg) 259+14 26.1+1.0 0.94
Shed blood (ml.kg-1) 31.5+19 315+2.2 0.98

Colloid resuscitation (ml.kg-1) 22.3+19 24.0+3.1 0.63

HES = Hydroxyethylstarch
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Table 2: Hemodynamic variables and biochemical data at different experimental time

points.

HES
Heart Rate (Bpm)
Albumin
HES
MAP (mmHg)
Albumin
HES
Sp02 (%)
Albumin
HES
Temperature (°C)
Albumin
HES
HCO3- (mmol.l-1)
Albumin
HES
Lactate (mmol.I-1)
Albumin
HES
Hb (g/dl)
Albumin

TO

916

786

663

632

94+2

953

36.9+£0.5

36.7+£0.2

320+1.5

324+0.6

T1

152 +17°

153+16°

40 + 2°

42 +2°

927

98+1

38.4+ 0.7

38.0+0.3°

27.9+0;5

29.0+1.0°

T2

122 +7

137 + 14°

55+ 3°

51+2°

38.0+£0.7

38.0+0.3°

27.4+1;9

30.5+0.7

T3

132+6°

126 £+ 9°

52+3°

52+2°

95+3

972

38.0+ 0.8

37.8+0.4°

30.6 £ 0;85

30.7+ 0.7

®p<0.05 vs TO within each group

®p<0.05 Albumin vs HES

group
HES Hydroxytehylstarch

Bpm = beat per minutes, SpO2 = pulse oxymetry, °C= Celsius degrees, Hb=arterial
Hemogobin. TO=baseline, T1=end of bleeding, T2=90 min after volume expansion,

T3=180 min after volume expansion.
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Enhanced-Reality Video Fluorescence
A Real-Time Assessment of Intestinal Viability
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Objective: Our aim was to evaluate a fluorescence-based enhanced-reality
system to assess intestinal viability in a laparoscopic mesenteric ischemia
model.

Materials and Methods: A small bowel loop was exposed, and 3 to 4 mesen-
teric vessels were clipped in 6 pigs. Indocyanine green (ICG) was administered
intravenously 15 minutes later. The bowel was illuminated with an incoherent
light source laparoscope (D-light-P, KarlStorz). The ICG fluorescence signal
was analyzed with Ad Hoc imaging software (VR-RENDER), which provides
a digital perfusion cartography that was superimposed to the intraoperative
laparoscopic image [augmented reality (AR) synthesis]. Five regions of inter-
est (ROIs) were marked under AR guidance (1, 2a-2b, 3a-3b corresponding
to the ischemic, marginal, and vascularized zones, respectively). One hour
later, capillary blood samples were obtained by puncturing the bowel serosa at
the identified ROIs and lactates were measured using the EDGE analyzer. A
surgical biopsy of each intestinal ROI was sent for mitochondrial respiratory
rate assessment and for metabolites quantification.

Results: Mean capillary lactate levels were 3.98 (SD = 1.91) versus 1.05
(SD = 0.46) versus 0.74 (SD = 0.34) mmol/L at ROI 1 versus 2a-2b (P =
0.0001) versus 3a-3b (P = 0.0001), respectively. Mean maximal mitochon-
drial respiratory rate was 104.4 (£21.58) pmolO,/second/mg at the ROI 1
versus 191.1 £ 14.48 (2b, P = 0.03) versus 180.4 &+ 16.71 (3a, P = 0.02)
versus 199.2 +25.21 (3b, P =0.02). Alanine, choline, ethanolamine, glucose,
lactate, myoinositol, phosphocholine, sylloinositol, and valine showed statis-
tically significant different concentrations between ischemic and nonischemic
segments.

Conclusions: Fluorescence-based AR may effectively detect the boundary
between the ischemic and the vascularized zones in this experimental model.

Keywords: augmented reality, capillary lactate, indocyanine green (ICG)
video fluorescence, intestinal viability, ischemia, laparoscopic intraoperative
ischemia assessment, metabonomics, mitochondrial, nuclear magnetic
resonance, oxidative stress, respiration, spectroscopy.
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ufficient blood supply is of paramount importance for success-

ful anastomotic healing and avoidance of intestinal ischemia and
necrosis. Insufficient microcirculation of the anastomosed segments
leads to anastomotic leakage and stricture.! Intestinal microcircula-
tion and viability are usually estimated from the color of the serosa’s
surface, the presence of peristalsis, pulsation, and bleeding from
marginal arteries. This is subjective and based on the surgeon’s ex-
perience and may well lead to misinterpretations.? Several methods
have been proposed to assess the intestinal viability intraoperatively
and guide the extent of the resection.’> The most reliable techniques
include spectroscopy and fluorescence methods.

Spectroscopic studies, near-infrared spectroscopy (NIRS) and
visible light spectroscopy (VLS), evaluate O, tension (StO;) by as-
sessing the amount of light passing through tissues. On the basis of
wavelength, NIRS (700—730 nm) is suitable for all vascular segments
whereas VLS (475-625 nm) is suitable mainly for capillaries. In a
series of 20 patients undergoing colorectal resection, Hirano et al*
showed that StO; can be safely and reliably measured by NIRS and
that a low StO is strongly related to an increased risk of anastomotic
leakage. An important limitation of the StO, method is the lack of
uniformity in StO, measurements between various VLS and NIRS
equipment and different wavelength profiles.

Fluorescence studies, perfusion fluorometry or laser fluores-
cence angiography (LFA), evaluate blood flow by referring to the
fluorescence of a dye [fluorescein or indocyanine green (ICG)] when
illuminated by a laser.

Kudszus et al’ recently evaluated the impact of indocyanine-
green LFA in a case-matched study involving 201 patients undergoing
open colorectal resection with LFA compared with a retrospective
well-matched cohort of 201 patients. Authors found that LFA may
significantly reduce the rate of severe complications and the rate of
anastomotic leakage.

In 2011, Matsui and Winer evaluated the ability of intraopera-
tive near-infrared (NIR) ICG-based angiography to predict ischemic
bowel in an experimental model of mesenteric ischemia in pigs and
rats. Authors used the FLARE (Fluorescence-Assisted Resection and
Exploration) imaging system, consisting in light-emitting diodes in
the spectra of white light (400-650 nm) and NIR fluorescence exci-
tation light (745—779 nm). The exposed bowel images were acquired
using customary optics and eventually merged with the ICG fluores-
cence distribution images. The FLARE demonstrated better accuracy
in pre(éiicting bowel survival when compared with clinical evaluation
alone.

The use of this technology has been limited to open surgery,
and new tools are becoming available to extend the benefits of
fluorescence-guided surgery to the minimally invasive approach.””’

Recently, a new incoherent light source (D-light P) equipped
with a special filter and special NIR-optimized endoscope to de-
tect the ICG fluorescence signal has been developed by Karl Storz,
Tiittlingen, Germany. Our Research and Development department de-
veloped the Ad Hoc imaging software (VRRENDER PERFUSION,
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IRCAD) to analyze the region of interest (ROI) within the opera-
tive field of the high definition laparoscopic camera, extrapolating
the tissue perfusion difference by comparing it with a control area.
Fluorescence intensity (as time to fluorescence peak) is directly cor-
related to perfusion, and the software allows to construct a virtual
cartography of the perfused area and to overlay it to the laparoscopic
image of the patient. This overlaying of real and synthetic images to
enhance the definition of anatomic details goes along with the concept
of augmented reality (AR).

The aim of this experimental study was to assess the perfor-
mance and accuracy of a fluorescence-based AR method to evaluate
the intestinal perfusion in a model of mesenteric ischemia by com-
paring the results of the image analyzer software to the objective
measurement methods of visceral and cellular ischemic suffering,
local capillary lactate level, mitochondrial activity, and the metabo-
nomic fingerprint of ischemia, at the different ROI in the ischemic
and nonischemic bowel.

Lactate is the end product of the anaerobic energetic
metabolism acting as a biomarker of tissue hypoxia-ischemia. In this
experimental study, we aimed to evaluate the capillary lactate level at
the small bowel ROIs outlined by the AR. In addition, we measured
mitochondrial activity at the ROIs identified by the AR because this
is highly dependent on the O, supply and reflects cellular energetic
status. Finally, the metabonomic profile of ischemia was defined on
the ischemic and nonischemic bowel segments as identified with the
AR. The “metabolome” or “metabonome” is the complete set of the
low-molecular-weight (<1500 Daltons) metabolites found in a sys-
tem (cell, tissue, or organism) in a specific condition.!” Assessing
the metabonomic profile implies quantifying the dynamic metabolic
response of the living system to physiologic or pathologic stimulation.

MATERIALS AND METHODS

Animals

A total of 7 adult swine were used in this nonsurvival study.
One pig was involved in the pilot study to establish the technical steps
of the experiment and to assess the ICG dose that produces optimal
signals for the image analyzer software. Six animals [3 males and
3 females, mean weight 38.3 kg (SD = 10.2)] were involved in the
study protocol.

All animals used in the experimental laboratory were man-
aged according to French laws for animal use and care and accord-
ing to the directives of the European Community Council (num-
ber 86/609/EEC). Pigs were fasted for 24 hours before surgery with
free access to water. Premedication by intramuscular injection of ke-
tamine (20 mg/kg) and azaperone (2 mg/kg) (Stresnil, Janssen-Cilag,
Belgium) was administered 1 hour before surgery. Induction was
achieved by intravenous propofol (3 mg/kg) combined with pancuro-
nium (0.2 mg/kg). Anesthesia was maintained with 2% isoflurane.
At the end of the procedure, the pig was sacrificed according to our
protocol with an endovenous injection of a lethal dose of potassium
chloride.

NIR Optimized Laparoscope

To capture the fluorescence signal, the D-light P laparoscope
(Karl Storz, Tiittlingen, Germany) was used. The filter of the D-light
P can be switched into the light transmission path. The filter transmits
light in a range of 690 to 780 nm and completely blocks light of more
than 800 nm. In addition, switching the filter out of the light path
allows standard white light observation.

2 | www.annalsofsurgery.com

Image Analyzer Software

VR RENDER is a proprietary medical imaging analyzer soft-
ware suite, which allows for 3D reconstruction of Digital Imaging
and Communication in Medicine (DICOM) images.

VR-RENDER PERFUSION is a plug-in to the VR RENDER
using the Python Scientific Package, with a modified algorithm able to
correlate fluorescence over time intensity changes to tissue perfusion.

Determination of the Optimal ICG Dose Regimen

The minimum dose regimen of ICG to obtain a reliable flu-
orescence that could be converted into a pixel/intensity curve using
the VR-RENDER PERFUSION software was determined in a pilot
pig in which 4 different doses of [CG—0.05 mg/kg, 0.12 mg/kg, 0.25
mg/kg, and 0.5 mg/kg—were injected intravenously after creation of
4 ischemic small bowel loops. Digital videos were recorded and an-
alyzed with the software during the procedure to determine the dose
of ICG allowing for an optimal signal/noise ratio.

Laparoscopic Creation of the Model of Ischemia

A pneumoperitoneum was established with a Veress needle.
A vertical midline incision was made and a 10-mm port was intro-
duced through the fascia for the D-Light-P laparoscope (Karl Storz,
Tittlingen, Germany). Two additional 10-mm working ports were
placed. A loop of small bowel was identified and suspended us-
ing 3 transparietal fixing devices (T-Pea Lifter, Surgical Perspective,
France). Windows were created in the mesentery and 3 to 4 vessels
were clipped. The laparoscope was fixed to an articulated mechanical
support to stabilize the image during video capture. After 15 minutes
of ischemia, the scope was shifted to laser modality and 0.5 mg/kg of
ICG (ICG-PULSION, Pulsion Medical System, Munich, Germany)
was rapidly injected intravenously. Ventilation was suppressed for 20
seconds to stop the breathing motion during video capture.

Augmented Reality Identification of the
Ischemic Area

The algorithm of the VR-RENDER PERFUSION highlighted
the signals generated at maximum fluorescence intensity, at the start-
ing flow point, and at the time to reach peak level. The software was
set to detect areas of the bowel in which there was a delay of at least
50% to reach peak of fluorescence intensity. This allowed to construct
digital cartography with a code-color correlated to the intestinal per-
fusion, which was overlapped to the laparoscopic real-time images
to obtain AR. The ROIs were marked laparoscopically on the small
bowel serosa using a surgical pen mounted over a needle holder and
following the profile designed by the AR (Fig. 1). The ROIs were
coded as follows: segment 1 (ischemic area); segments 2a and 2b
(marginal areas or future resection lines); segments 3a and 3b (vas-
cular areas) (see Supplemental Digital Content 1, which shows the
procedure, at http://links.lww.com/SLA/A370).

Systemic and Local Capillary Lactates Measurement

After 60 minutes of ischemia, a laparotomy was performed and
the small bowel was exteriorized. Systemic capillary lactates were
measured on a blood sample obtained by puncturing the groin of
the pig, and local capillary lactates were measured on blood samples
obtained by puncturing the serosa at the ROI outlined by the AR using
a handheld device (EDGE analyzer, Apex Biotechnology, Taiwan).
The order of sampling at the ROI was predetermined by means of
randomizer software.

Mitochondrial Respiratory Chain Assessment

Full-thickness bowel biopsies were taken at the previously
marked ROI following the same predetermined randomized order.

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins
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Enhanced-Reality of Bowel Perfusion

FIGURE 1. Augmented reality identification of the ischemic area. VR RENDER PERFUSION software correlated fluorescence intensity
changes over time to the tissue perfusion. The algorithm highlighted the signals generated at maximum fluorescence intensity,
at the starting flow point, and at the time to reach peak level. This allowed to put together a digital cartography correlated to the
intestinal perfusion, which was overlapped to the real-time laparoscopic images. The ROIs were marked laparoscopically on the
small bowel serosa using a surgical pen mounted over a needle holder and following the profile designed by the fluorescence-
based augmented reality. The ROIs were coded as follows: segment 1 (ischemic area), segments 2a and 2b (marginal areas),

segments 3a and 3b (vascular areas).

Mitochondrial activity was determined as previously reported.'! In-
testinal biopsies were quickly cut into 5 pieces each (1-2 mm?)
allowing mitochondria challenge within their cellular environment.
The samples were placed in a 2 mL water-jacketed oxygraphic cell
(Oxygraph-2k, Oroboros instruments, Innsbriick, Austria) equipped
with a Clark electrode. After determination of basal oxygen con-
sumption (VO0), the maximal tissue respiration rates were measured at
37°C under continuous stirring in the presence of saturating amount
of adenosine triphosphate as phosphate acceptor (V max). Once V
max has been recorded, electron flow goes through complexes I, 111,
and IV, because of the presence of glutamate (5 mmol/L) and malate
(2 mmol/L). Complex I was then blocked with Amytal (0.02 mmol/L)
and complex II was stimulated with succinate (25 mmol/L). In this
condition, mitochondrial respiration is evaluated by complexes II,
I, IV (Vsuce)- Finally, N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride (TMPD, 0.5 mmol/L) and ascorbate (0.5 mmol/L)
were added as an artificial electron donor to cytochrome c. So, cy-
tochrome ¢ oxidase (complex IV) is studied as an isolated step of
respiratory chain (Vimpd).

After the experiments, tissues were harvested and dried (15
minutes at 150°C) and respiration rates were expressed as pmol of
oxygen/second/mg of dry weight.

Magnetic Resonance Spectroscopy Metabonomics
Measurement

A small quantity of the same full-thickness small bowel
biopsies taken at the ROI following the predetermined random-
ized order was immediately snapped frozen in liquid nitrogen to
stop any metabolic activity and sent for magnetic resonance spec-
troscopy. High-resolution magic-angle spinning (HRMAS) spectra
were recorded on a Bruker Advance III 500 spectrometer (Bruker
Biospin, Fillanden, Switzerland) operating at a proton frequency
of 500.13 MHz. The spectrometer is equipped with a 4-mm double-
resonance (1H, 13C) gradient HRMAS probe. A Bruker Cooling Unit
regulates the temperature at 4°C. All nuclear magnetic resonance
(NMR) experiments were conducted on samples spinning at 3502

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins

Hz. For each biopsy sample, a 1D 1H spectrum using a Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence was acquired as previously
reported.!? Metabolites were quantified using the 1D CPMG spectra.
Spectra were normalized according to each sample weight and cali-
brated using the signal intensity of a reference solution containing a
known amount of lactate.!® Peak area integration was used to calcu-
late the concentration. For our experiments, only peaks that were well
resolved in 1D CPMG spectra were quantified using MatLab R2010
(MathWorks, France).

Statistical Analysis

Statistics were performed using the GraphPad Prism 5 soft-
ware. The ¢ test or the analysis of variance analyses followed by the
Dunnet Multiple Comparison test were used to calculate P values
for continuous variables, when appropriate. A nonparametric Spear-
man correlation was also performed when required. A P < 0.05 was
considered as statistically significant.

RESULTS

The optimal dose of ICG giving the best signal/noise ratio using
the setting D-Light (Karl Storz) and the customary VR-RENDER
plug-in was determined at 0.5 mg/kg in the pilot study. The surgical
procedure was uneventful. Establishment of small bowel ischemia
was systematically reproduced in all animals.

Mean fluorescence time-to-peak in segment 1 ( = ischemic
area) was 12.89 seconds (SD = 7.02) and was significantly longer
when compared with segments 2a + 2b ( = future resection lines) in
which it was 6.01 seconds (SD = 3.44), P = 0.01, and to segments 3a
+ 3b ( = vascular zones) in which it was 5.69 seconds (SD = 3.68),
P = 0.01. There was no statistically significant difference between
marginal (2a 4 2b) and vascular (3a + 3b) zones.

Mean systemic lactate level was 0.95 mmol/L (SD = 0.5).
Mean local capillary lactates levels were statistically significantly
higher in the segment 1 (3.98 mmol/L; SD = 1.91) than in seg-
ments 2a-2b (1.05 mmol/L; SD = 0.46) and segments 3a-3b (0.74
mmol/LSD 0.34). The nonparametric Spearman correlation showed
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a correct relationship between local lactates and fluorescence time-
to-peak in the ischemic area (p = 0.71) and a decreasing correlation
in future resection lines (p = 0.5 for 2a and p = 0.42 for 2b) and in
vascular areas (p = 0.33 and 0.30).

Mitochondrial Respiratory Chain

Mean Vj (basal oxygen consumption) in the ischemic area
(segment 1) was 66.4 pmol O,/s/mg (SD = 25.67), and as a result
lower when compared with the mean values of all the other segments,
reaching a statistically significant difference when compared with the
mean values of segment 3a (110 pmol Oy/s/mg; SD = 24.68).

Mean Viax (complexes I, 111, IV) was statistically significantly
reduced in the ischemic zone (104.4 pmol O,/s/mg of dry tissue; SD
= 52.87) when compared with resection line 2b (191.1 pmol Oy/s/mg
of dry tissue; SD = 25.08) (P = 0.03) and to both perfused zones 3a
(180.4 pmol Oy/s/mg of dry tissue; SD = 37.36) (P = 0.02) and 3b
(199.2 pmol Oy/s/mg of dry tissue; SD = 50.41) (P = 0.02).

Mean Vi (complexes II, 111, V) was statistically signif-
icantly reduced in the ischemic zone (105.3 pmol O,/s/mg of dry
tissue; SD = 58.14) when compared with zones 2b (213.2 pmol
0,/s/mg of dry tissue; SD = 22.75) (P = 0.02) and 3b (219.1 pmol
0,/s/mg of dry tissue SD = 63.86) (P = 0.01).

Mean Viypa (complex IV) was lower in the ischemic zone
when compared with both resection lines and vascular zones but the
difference was not statistically significant.

Metabonomics

A total of 23 metabolites were quantified in the small bowel
biopsies by the NMR HRMAS:(1) lactate, (2) glucose, (3) acetate, (4)
alanine, (5) ascorbic acid, (6) asparagine, (7) aspartate, (8) choline,
(9) creatinine, (10) ethanolamine, (11) glutamine, (12) glutamate,
(13) glutathione, (14) glycerophosphocholine, (15) glycine, (16) ly-
sine, (17) myoinositol, (18) phenylalanine, (19) phosphocholine, (20)
sylloinositol, (21) taurine, (22) tyrosine, and (23) valine. For the
remaining metabolites, quantification was compromised because of
low signals and/or overlapping of the spectra. Among these metabo-
lites, statistically significant different concentrations (expressed in
nmol/mg of tissue) between the ROIs 2a, 2b, 3a, and 3b when com-
pared with the ischemic segment 1 were found for alanine, choline,
ethanolamine, glucose, lactate, myoinositol, sylloinositol and valine
(Fig. 2). No statistically significant differences in concentrations were
found between segments 2a or 2b (resection lines) versus 3a or 3b
(vascular zones).

DISCUSSION

Proper evaluation of bowel perfusion is the key to success for
resection anastomoses in surgery of the gastrointestinal tract. Indeed,
improvement in local perfusion due to the development of collateral
circulation is unlikely to occur during the first 5 days after a bowel
resection with inadequately vascularized margins.!* Consequently,
anastomotic perfusion and intestinal viability are determined at the
time of surgery and should be assessed correctly during the surgical
procedure. Implementation in the clinical routine of an objective
and accurate assessment method of intestinal blood supply could be
desirable to decrease the rate of anastomotic complications directly
ascribable to reduced perfusion.

Fluorescence-based methods are the most promising, and new
platforms are now available for intraoperative assessment in the set-
ting of minimally invasive laparoscopic surgery. However, interpre-
tation of the fluorescence signal in NIR video mode without any
image manipulation is difficult. In the present experimental study,
we propose a new fluorescence videography-based real-time AR tool
to guide the intestinal resection and to assess vascular supply at the
future anastomotic site.
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Surgical AR is the process of superimposing virtual images
of a patient to real-time intraoperative images to “augment” the live
view. Virtual images are generally generated by software manipula-
tion of preoperative DICOM images (CT-SCAN, NMR, or US) to
obtain a virtual 3D model of the patient. Currently, the virtual model
allows surgeons to navigate into the patient’s anatomy and plan the
surgical procedure. More recent developments aim at integrating the
model in the real intraoperative images allowing to guide the surgical
procedure by precise discrimination of crucial anatomical details and
organ relationships.'>'® One of the main limitations of AR is in that
the virtual model is a snapshot of the preoperative patient anatomy
and is not “flexible,” and hence the very low intraoperative accuracy
of'the AR for mobile structures. In our method of assessment of bowel
vascular supply, virtual images are directly generated from the intra-
operative “live” image signals produced by the specific laparoscope
and light source. The system provides an “intraoperative real-time”
virtual digital cartography of bowel vascularization on the basis of the
fluorescence signal of ICG, which is directly correlated to perfusion.

ICG is a fluorescent dye, which is used to assess cardiac func-
tion and liver function and is a well-tolerated compound with some
anaphylactic or urticarial reactions described. The ICG binds totally
to albumin and solely stays in the intravascular compartment. The
uptake of ICG is an active process, and more than 95% of ICG passes
in the bile in 15 minutes provided that hepatic function is normal.
The current dose of ICG to determine liver function in humans is
0.5 mg/kg.!” The optimal dose of ICG in fluorescent studies has not
yet been determined. Paschen and Muller'® evaluated the pharma-
cokinetic of ICG in pigs using the standard dose of 0.5 mg/kg to
evaluate liver blood flow. In our pilot study, the dose providing the
optimal signal/noise ratio was also 0.5 mg/kg.

In 2006, Toens et al validated the indocyanine (IC) view
videography in a rabbit model of ischemia. Animals were injected
with ICG (ICG-PULSION, Pulsion Medical System, Munich, Ger-
many) at 0.25 mg/kg. The regions of interest were illuminated with a
laser (0.16 w; wavelength 780 nm). Digital videos were recorded us-
ing a digital video camcorder (IC View System, Pulsion Medical Sys-
tem, Munich, Germany), showing uptake, steady-state distribution,
and substance clearance. Recorded fluorescence was correlated to
tissue perfusion using the specific software (IC-CALC SOFTWARE,
Pulsion Medical System, Munich, Germany). The increment of fluo-
rescence (pixel intensity) in regions of interest was measured as the
curve steepness of light-emission pixel intensity per second.!” The
accuracy of the IC view in assessing intestinal viability was very high.

The main differences between the Toens et al’s study and our
model are as follows: first, we used a laparoscopic platform equipped
with a NIR optical system and second, we converted the fluorescence
signal into a digital cartography that was overlapped to the live la-
paroscopic images to guide resection according to perfusion degree. A
third major difference lies in the fact that we did not use fluorescence
intensity, which is influenced by the distance between light source and
target, but fluorescence time-to-peak is independent of the distance
and is related to the blood flow, and gives a dynamic information
as opposed to fluorescence intensity alone. The software’s algorithm
was initially set to discriminate a difference of 50% in fluorescence
intensity between the ROIs when compared to the manufacturer’s
standard, which is a “calibration aid” provided by Pulsion Medical
consisting in a sterile plastic card with a squared spot that gives a
constant signal when illuminated by NIRS (Fig. 3). After the pilot pig
was used, the software setting was changed to identify a 50% rise in
time-to-peak (perfusion delay) and alter the color code attributing an
“empty spot” to the digital perfusion cartography when the rise in the
fluorescence signal was delayed by more than 50%. With this setting,
fluorescence-based AR videography allowed to precisely identify the
ischemic region and the well-vascularized bowel in our model. The

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 2. Metabolites presenting statistically significant different concentrations between the ischemic ( = segment 1) resection
lines ( = segment 2a-2b) and vascular zones ( = segment 3a-3b). Metabolites concentrations are expressed as nmol/mg of
tissue. Analysis of variance test followed by Dunnett’s test comparing the metabolites concentration in the ischemic segment
(segment 1) with segments 2a, 2b, 3a, and 3b. P < 0.05 was considered statistically significant. *P < 0.05; {P < 0.001.

results provided by our system were compared to objective measures
of visceral and cellular suffering. Lactate is the end product of the
anaerobic energetic metabolism and an increase in lactate levels re-
flects hypoxic-ischemic conditions.

Systemic capillary lactate is of prognostic interest in mesen-
teric ischemia but its increase is slow and not suitable for early
diagnosis.?’ Local capillary lactate,?! directly sampled at the ischemic
site and measured with the Lactate Pro device (LT170, Arkray, KGK,
Japan), appeared more accurate in an ischemic leg model showing
both rapid increase during ischemia and a rapid decrease during reper-
fusion. In our experimental study, we aimed to evaluate the capillary
lactate level at the ROIs outlined by the AR using the Edge handheld
device. The system provided a fast, consistent, and quantitative evalu-

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins

ation of the grading of ischemia in this 1-hour model of ischemia. The
fluorescence-based laparoscopic augmented-reality system allowed
to precisely identify the resection line separating the ischemic zone
from vascular areas with a good correlation between fluorescence
time-to-peak and capillary lactate level (p = 0.71 for the ischemic
area).

Mitochondria are the main source of energy of cells through
a process known as “oxidative phosphorylation.” This is a complex
phenomenon. Schematically, it starts with a series of redox reactions
in which electrons are transferred from donors (NADH or QHj)
to the most electronegative acceptor, which is oxygen (O). This
electron transport chain produces the energy necessary to generate
an electrochemical gradient across the mitochondrial membrane by
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FIGURE 3. Laparoscopic view of the calibration aid. A calibration aid consisting in a sterile plastic card with a squared spot that gives
a constant signal when illuminated by NIRS (Pulsion Medical) was inserted through a small laparotomy and used as a reference
for fluorescence intensity to eliminate the variable “distance” between light source and target. (A) White light laparoscopic image
showing the calibration aid close to the ischemic small bowel loop. (B) Near-infrared illuminated image showing fluorescence
intensity of the reference spot as compared to fluorescent mesenteric vessels.

actively pumping H+ protons into the intermembrane space. The
transmembrane gradient is used to produce the “cellular currency
of energy,” adenosine triphosphate. There are 3 enzymatic proton
pumps: complexes I, I1I, and IV.

Ischemic lesions, by reducing the presence of O, as terminal
electron acceptor, impair complexes I, I1I, and I'V, and the transmem-
brane gradient is consequently abolished with energy depletion and
cellular necrosis.!® In our 1-hour model of mesenteric ischemia, we
found an already significant impairment of respiratory chain in the
ischemic zone as compared with the nonischemic segments as ex-
pressed by the Vinax and Vgyeci- The fluorescence-based AR could
effectively differentiate the small bowel zones presenting these very
early signs of energetic suffering. The preserved activity of com-
plex IV (Vimpd) can be easily explained by the short duration of
the ischemia and is a sign of cellular viability, because the reac-
tions depending on complexes I and III are ready reversible in the
ischemia-reperfusion models. It would be of particular interest to as-
sess the mitochondrial respiration at different time points to exactly
establish the point of no return and if fluorescence AR would be able
to exactly determine whether this limit has been outreached.

There are 2 main techniques to analyze the metabonome:
Mass spectroscopy and NMR spectroscopy. NMR spectroscopy is
rapid, cost-effective, nonselective (i.e., it removes bias for a specific
molecule), and by this sample preparation requires minimal manipu-
lation and gives metabolic information on intact biological tissues. All
in all, the principle of NMR spectroscopy is similar to the MR imaging
process. The sample is placed into a magnetic field that aligns molecu-
lar nuclear spins. The application of a radiofrequency pulse enhances
the energy level by inverting spin orientation, and the magnetization
of the sample is deflected away from the magnetic field. Switching off
the radiofrequency pulse allows the spins to relax to the original and
stable energy level. This modification produces a detectable NMR
signal that can be analyzed. Each molecule is identified by a series of
spikes in the spectrum (Fig. 4) and the area under the peak is propor-
tional to the concentration. The NMR spectrum of most metabolites
has been analyzed and new spectra may be extrapolated on the ba-
sis of the available metabolic fingerprints. NMR spectroscopy has
been used to characterize malignant tissues.”??* Our laboratory of
membrane physics reported on the usefulness of metabonomic pro-
filing to determine the adequacy of lung transplant.?* Vincenti et al*®
assessed metabonomic profiling in small bowel samples after induc-
tion of intestinal ischemia-reperfusion injury by mesenteric artery
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or portal vein outflow occlusion in rats. Similarly to our study, the
authors found dramatic changes in the intestinal biochemical profile
and outlined 9 metabolites (out of 43 quantified) as being significantly
different among the mesenteric artery, portal vein, and sham groups.
Among these metabolites, there were glucose, lactate, and amino
acids such as glutamate, glutamine, methionine, valine, leucine, and
isoleucine.

In our model, metabolic profiles demonstrated decreased glu-
cose levels and increased tissue lactate and amino acids following
ischemia, showing an increased anaerobic glycolysis. The signifi-
cant increase of choline, ethanolamine, sylloinositol, and myoinositol,
which are phospholipids involved in the cellular membrane integrity,
may represent an early sign of cellular ischemic damage. Interestingly,
in our study, the glutathione, which is one of the most important en-
dogenous antioxidant functions, and thereby an important marker of
oxidative stress,?® was only marginally modified and was not different
in the ischemic, marginal, and vascular zones. This is due to the short
duration of ischemia in our model (1 hour), which is not sufficient
to generate irreversible tissue damage. The same consideration ap-
plies to glutamate, glutamine, and creatinine, which were also within
normal value range. The small bowel samples analyzed for metabolic
profile were taken after the vascular cartography generated by AR in
a randomized fashion to reduce the influence of the time “ischemia
start-to-sampling” of a specific ROI in the analysis, because metabo-
lites are extremely labile and all metabolic activity has to be blocked
immediately after sampling (by snap freezing tissue).

To summarize, there was a strong agreement between the
fluorescence-based AR discrimination of the intestinal perfusion
at the ROIs and different markers of cellular energetic status
and metabolism: local lactates, mitochondrial respiration rate, and
metabonomic profiling. The main aim of the present study was to
show the feasibility of the technique and to identify precise out-
comes to allow for the reduction in the number of experimental sub-
jects. In fact, the outcome of anastomotic leak or stricture would
require a very large number of animals to evaluate the superior-
ity of fluorescence-based AR to determine intestinal viability when
compared with clinical assessment alone. The surrogate use of cellu-
lar suffering markers (metabonomics and mitochondrial respiratory
rate) might considerably reduce the number of experimental subjects.
Further experimental studies to evaluate the clinical interest of this
technology including survival models with digestive resections and
anastomoses are currently underway at our institute.

© 2013 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 4. NMR high-resolution magic angle spin spectra. '"H NMR HRMAS spectra performed on pig bowel biopsies obtained
after AR identification of the ROI: ischemic zone (segment 1), marginal zones (segments 2a and 2b), and vascularized zones
(segments 3a and 3b). Each molecule is identified by a series of spikes in the spectrum and the area under the peak is proportional

to the concentration (nmol/mg of tissue).

CONCLUSIONS

This experimental study gives robust evidence that
fluorescence-videography-based real-time AR system may effectively
detect the boundary between the ischemic and the vascularized area
in a laparoscopic model of mesenteric ischemia. Further experimental
studies are underway to evaluate this technology to intraoperatively
determine intestinal perfusion and viability at the future anastomotic
site in various surgical procedures to reduce the risk of anastomotic
or leak or stricture.
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Metabolism-Guided Bowel Resection:
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Abstract

Background. Strip-based handheld devices can measure lactatemia on capillary blood obtained by needle puncturing.
We aimed to assess the kinetic of bowel capillary lactates, metabolomics profiling, and mitochondria respiratory rate
in a prolonged model of bowel hypoperfusion. Materials and Methods. In 6 pigs, a 3- to 4-cm ischemic segment was
created in 6 small bowel loops (total = 36 loops) by clamping the vascular supply, for a duration of | to 6 hours.
Hourly, 5 blood samples were obtained by puncturing the serosa, and lactates were measured using a handheld
analyzer. Samples were made at the following regions of interest (ROIs): center of the ischemic area (1), proximal and
distal clinical margins of resection (2a-2b), and vascularized zones (3a-3b). Every hour, surgical biopsies of ROIs were
sampled. Activity of bowel mitochondria complexes was measured after |, 3, and 5 hours of ischemia. Quantification
of metabolites was performed on all samples (total N = 180). Results. Capillary lactates were significantly higher at
ROI | versus ROI 3ab at all time points. After | hour lactates at the margins were significantly higher than those at
vascularized areas (P = .0095), showing a mismatch between visual assessment and actual perfusion status. From 2
to 6 hours, there was no difference in lactates between ROIs 2a-2b and 3a-3b. Maximal tissue respiration decreased
significantly after | hour (ROI | vs ROI 3ab). Seven metabolites (lactate, glucose, aspartate, choline, creatine, taurine,
and tyrosine) expressed significantly different evolutions between ROlIs. Conclusions. Capillary lactates could help
precisely estimate local bowel perfusion status.

Keywords
capillary lactates, metabolomics profiling, magnetic resonance spectroscopy, oxygraphic mitochondria respiratory
rate, bowel hypoperfusion
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Introduction

Intestinal perfusion is a crucial parameter to promote
optimal digestive anastomotic healing after intestinal

resections. Clinical intraoperative evaluation of bowel
perfusion is based on macroscopic subjective criteria (eg,
the color of the serosa), which are unreliable.'

Reduced oxygen supply impairs the mitochondria
respiration process and triggers a cytoplasmic low-
performance energy-producing process, which is the
anaerobic fermentation of 6-carbon sugars. Lactate is the
end product of this anaerobic energy shift. The measure-
ment of local production of lactates could precisely
inform on the perfusion status of the limited portion of
bowel that will be involved in the anastomosis.
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Lactatemia can be measured on capillary blood using
strip-based devices® within seconds. For example, the
Edge lactate analyzer (ApexBio, Taipei, Taiwan, ROC) is
a handheld device that measures lactatemia using test
strips equipped with a specific biosensor. Only a small
amount of blood (<3 pL) is required, and results are
obtained in less than 45 seconds.

In previous experiments, we could demonstrate that
capillary local lactates measured directly on blood
obtained by needle puncturing of the intestinal serosa rep-
resent an accurate marker of intestinal perfusion status®>
and that pre-anastomotic lactate levels are predictive of
anastomotic healing.6

In those experiments the level of bowel perfusion to be
identified was preset by a software interface, and lactates
were used to assess the accuracy of the software. We used
a near-infrared fluorescence videography system inte-
grating a proprietary software able to generate a digital
cartography of the perfusion based on the fluorescence
time-to-peak of the dye indocyanine green (ICG), and to
overlap the digital cartography on real-time laparoscopic
images. This technique, named FLER (FLuorescence-
based Enhanced Reality), showed good accuracy and cor-
relation with metabolic data and the ability to provide
quantitative assessment of organ perfusion. However,
FLER analysis require extensive technological resources.

Following experimental works from our anesthesiol-
ogy and vascular surgery departments,”® a clinical trial
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01634815) is currently
ongoing to evaluate local capillary lactates as potential
markers of recurrent ischemia in revascularized limbs.

In analogy with the application to vascular surgery,
this low-price technology could well represent an easy-
to-use and readily available biological marker to assist
the surgeon during digestive surgery to correctly assess
the anastomotic site in gastrointestinal resections.

The aim of this study was to evaluate the kinetic of
instant capillary lactates, mitochondria respiratory rate, and
metabolomics profiling in a controlled, prolonged model of
bowel ischemia in order to validate the use of local capillary
lactates as a tool to guide intestinal resection.

Materials and Methods

Animals

A total of 6 female swine (Sus scrofa domesticus, ssp.
Large White), mean weight 30.2 = 3.1 kg, were used in
this nonsurvival study. There was no specific reason for
sex selection, and the resultant cohort of female-only ani-
mals was due to chance. The present experimental study
is part of an experimental protocol on intestinal ischemia
(No. 38.2012.01.039), which received full approval
by the local ethical committee on animal experimentation

(ICOMETH, Registration No. 38, agreement from the
French Ministry of Higher Education and Research
renewed on December 30, 2013). All animals used in the
experimental laboratory were managed according to
French laws for animal use and care and according to the
directives of the European Community Council (2010/63/
EU) and the ARRIVE guidelines.’

Anesthesia and Animal Monitoring

Premedication was achieved by intramuscular injection of
ketamine (20 mg/kg) and azaperone (2 mg/kg) (Stressnil;
Janssen-Cilag, Belgium) administered 10 minutes before
surgery. Induction was obtained by intravenous propofol
(3 mg/kg) combined with pancuronium (0.2 mg/kg).
Anesthesia was maintained with 2% isoflurane. A venous
central catheter was placed in the jugular vein, and an
invasive arterial line was placed in the contralateral carotid
artery for continuous invasive pressure registration.
Hypothermia was prevented using warming blankets. An
esophageal temperature probe was also inserted.

Model of Mesenteric Ischemia

A laparotomy was performed and a short 3- to 4-cm isch-
emic segment was created in 6 small bowel loops in each
animal (total = 36 loops) by clamping the vascular sup-
ply. Duration of clamping ranged from 1 to 6 hours.
Based on the position of the clamping and on the discol-
ored “bluish” aspect of the serosa, 5 regions of interest
(ROIs) were visually identified as the ischemic zone
(ROT 1), margins of resection (ROIs 2a-2b, “boundar-
ies”), and normally vascularized (ROIs 3a-3b) zones.
ROIs were marked with a surgical pen (Figure 1A-D).
The ischemic area was removed “en bloc,” every hour.

Arterial, Venous, and Capillary Lactates

Every hour, a blood gas analysis was performed on blood
samples withdrawn from the carotid artery and the jugular
vein, respectively. At the same time points, capillary lactates
were measured using the EDGE analyzer, on blood drops
obtained by puncturing the pig’s groin (supposed to reflect
systemic lactatemia) and by puncturing bowel serosa at the
ROIs to measure local intestinal lactatemia (Figure 1E).

Mitochondria Respiratory Rate (pmol of
Oxygen/Second/mg of Dry Weight)

After 1, 3, and 5 hours, a surgical biopsy of each intestinal
ROI was sampled and immediately placed in a 2-mL water-
jacketed oxygraphic cell (Oxygraph-2k OROBOROS
Instruments, Innsbruck, Austria). The following activities
were measured as previously described™'*!":
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Ischemic segment

«Boundaries»

\

ROI 2a ROI 2b

Vascular areas

Figure |. Schema of intestinal regions of interest (ROls).

Visual aspect of small bowel loops after 2 hours (A), 4 hours (B), and 6 hours (C) of ischemia. Based on the discolored “bluish” aspect of the
serosa, 5 ROIs were visually identified as the ischemic zone (ROI ), margins of resection (ROls 2a-2b, “boundaries”), and normally vascularized
(ROls 3a-3b) zones (D). Capillary lactates were analyzed using the EDGE lactate analyzer (E).

—_—

-V, = basal oxygen consumption

Vior = tissue respiration in the presence of a satu-

rating amount of ADP to evaluate complexes I, III,

and IV of mitochondrial respiration

3. Vuax = tissue respiration after stimulation of complex
I with succinate, to evaluate complexes L, II, III, and IV

4V vl tissue respiration after complex I is blocked
with Amytal, to evaluate complexes I, III, and IV

5. Vows = tissue respiration after addition of artificial

electron donors to cytochrome ¢ oxidase (complex V)

»

Metabolomics Profiling of Ischemia Using
High-Resolution Magic Angle Spinning
(HRMAS) Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) Spectroscopy (nmol/mg of Tissue)

Every hour, a piece of the surgical biopsy taken at the dif-
ferent intestinal ROIs was placed in an Eppendorf tube

and immediately snap frozen in liquid nitrogen.
Subsequently, biopsies were placed into a disposable
30-mL Kelf insert in the presence of 10 mL of DO and
stored at —80°C until the HRMAS analysis was per-
formed. HRMAS spectra were recorded on a spectrome-
ter (Bruker Advance III 500) equipped with a 4-mm
double resonance (‘H, °C) gradient HRMAS probe as
previously reported.>'?

Pathology

Every hour, full-thickness bowel biopsies were sampled at
the ischemic area and at a control site (vascular areas 3a and
3b alternatively) and placed in 4% buffered formalin for at
least 24 hours. Sections (4-pum thick) were cut from paraffin-
embedded tissues and stained with hematoxylin and eosin.
Six sections per biopsy were analyzed. A standardized semi-
quantitative histology score to evaluate ischemia was
applied by a blinded pathologist to normal and ischemic
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areas. The score was composed as follows: 0 = normal
mucosa; 1 = partial epithelial edema and necrosis; 2 = dif-
fuse swelling and necrosis of epithelium; 3 = necrosis with
submucosal neutrophil infiltration; 4 = widespread necro-
sis and massive neutrophil infiltration and hemorrhage.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism version 6. Bias and agreements between systemic
capillary and arterial lactates were assessed using the
Bland—Altman method. Pearson’s parametric correlation
coefficients were also calculated. One-way ANOVA fol-
lowed by Dunnett’s multiple comparison tests were used
to calculate P values for continuous variables at the dif-
ferent zones of the bowel.

Results

Hemodynamic and body temperature remained stable
over the 6-hour experimental procedure time. Subjectively,
there was a progressive “recoloring” of the bowel serosa
during the progression of ischemia (Figure 1A-C).

Systemic Arterial and Capillary Lactates
(mmol/L)

Pearson’s R correlation between systemic arterial and
systemic groin capillary lactates per all time points was
0.9. Rho coefficients between systemic arterial and local
capillary lactates were 0.87 (ROI 3a), 0.85 (ROI 3b), 0.75
(ROI 2a), 0.79 (ROI 2b), and 0.53 (ROI 1). The Bland—
Altman method showed a good agreement with low bias
(difference between the means) for arterial and groin cap-
illary lactates and for arterial and vascularized intestinal
areas. High biases were found between arterial and capil-
lary lactates at the ischemic area (Figure 2). Mean capil-
lary lactates (mmol/L) were significantly higher at the
ischemic zone (ROI 1) than at the clinically identified
margins of resection (ROIs 2ab) at all time points but
after 5 hours of ischemia, and higher than at the vascular-
ized zones (ROIs 3ab) at all time points. Mean capillary
lactates were statistically significantly higher at the clini-
cally identified margins of resection (ROI 2ab) when
compared with ROIs 3ab after 1 hour of ischemia (P =
.0095). At longer ischemia times, there was no statisti-
cally significant difference (Table 1).

Mitochondria Respiratory Rate (pmol of
Oxygen/Second/mg of Dry Weight)

Mean maximal tissue respiration rate (V. X) was statisti-
cally significantly reduced after 1 hour of ischemia
when compared to the control area (P = .03). At a longer
duration, the difference was not significant. Mean V.op

was significantly decreased after 3 hours of ischemia
when compared to viable margins (P = .01) but improved
after 5 hours at the ischemic zone. Mean V_  ~was pro-
gressively reduced with increased ischemia time without
reaching statistical significance at any time point (Figure 3
and Table 2).

HRMAS NMR Spectroscopy (nmolimg of
Tissue)

A total of 25 metabolites could be quantified in small
bowel biopsies (lactate, glucose, acetate, alanine, ascor-
bate, asparagine, aspartate, free choline, creatine, etha-
nolamine, glutamine, glutamate, reduced glutathione,
glycerophosphocholine, glycine, lysine, myo-inositol,
phenylalanine, phosphocholine, syllo-inositol, taurine,
tyrosine, valine, isoleucine, total choline; Figure 4). At
some point, 7 metabolites (lactate, glucose, aspartate,
free choline, creatine, taurine, and tyrosine) expressed a
statistically significant different values between the
ischemic area (ROI 1) and vascular areas (ROI 3ab).
Pearson’s R correlation between capillary lactates and
HRMAS lactates per all time points (n = 180 replicates)
was 0.69.

Pathology

Mean ischemia score was invariably zero at control areas
at all time points. At the ischemic area, tissue damage was
mild and the score presented no statistically significant
differences over time at the ANOVA analysis. Minimum
score was observed after 4 hours of ischemia (0.5 + 0.8)
while a maximum score was observed after 5 hours
(1.33 £0.8).

Discussion

Oxygen debt leads to a local rapid accumulation of lactate
in ischemic tissues and, more slowly, in the systemic cir-
culation. A simple tool to obtain an intraoperative cartog-
raphy of bowel perfusion is the measurement of local
capillary lactates using strip-based technology.

In the present model, systemic lactates (arterial mea-
sured on blood sampled at the femoral artery and capil-
lary lactates measured at the pig’s groin) showed a high
agreement and were both comparable to local capillary
lactates at boundaries (2a-2b) and to those at vascularized
areas (3a-3b) per all time points. A low agreement was
found with ischemic bowel areas, reflecting that systemic
lactatemia is unreliable to identify bowel hypoperfusion,
at least when a small portion of the bowel is ischemic.
Capillary lactates at the ischemic zone did not display a
time-dependent increase, and for this reason one could
conclude that local lactates are not a good chronologi-
cal marker of ischemia. However, per any time point,
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Figure 2. Bland—Altman difference versus average of arterial versus capillary lactates.

The Bland—Altman bias between systemic and capillary lactates was —0.22 (SD 0.4), —0.42 (SD 0.58), —0.88 (SD 0.85), and —=3.5 (SD 2.75) for
groin, vascular areas (region of interest [ROI] 3ab), boundaries (ROI 2ab), and ischemic area (ROI |), respectively. Upper and lower 95% limits of
agreement with arterial lactates ranged from —1.02 to 0.57 (groin), from —1.58 to 0.73 (ROI 3ab), from —2.55 to 0.79 (ROI 2ab), and from -8.9

to 1.9 (ROI 1).

Table I. Local Capillary Lactates.

Ischemia ROI | (Ischemic ROI 2a/2b P Value® ROI 3a/3b P Value® P Value® (2a/2b
Time Zone) (Resection Lines) (I vs 2a/2b) (Vascular Zones) (I vs 3a/3b) vs 3a/3b)

| hour 475+ 254 2.38+0.74 .007 1.67 + 0.45 .0007 .0095

2 hours 7.68 £4.16 3.14 £ 1.59 .003 2.34+£0.78 .0004 A3

3 hours 45+2.11 2.02 £ 0.56 .0012 1.85 + 0.62 .0008 48

4 hours 4.08 +2.85 224 £0.82 .04 1.87 + 1.13 .029 .36

5 hours 475+ 321 2324227 .08 2.09 £ 2.04 .04 79

6 hours 3.82+224 210+ 1.17 .045 .74 £ 1.02 014 43

Abbreviation: ROI, region of interest.
*P < .05 was considered statistically significant.

capillary lactates allowed to build a clear cartography of
bowel perfusion per all time points (except after 5 hours
of ischemia). More interestingly, after 1 hour ischemia,
lactates at the clinically identified resection line were still
significantly higher than those at the vascular zone, dem-
onstrating a mismatch between the visual appreciation
and the real metabolic status of the bowel.

Lactate clearance is a sign of improved 0O, supply since
the lactate pool can be mobilized as substrate for oxidative
energy production and glucose synthesis in the presence of

O.. We surmised that the apparent improved perfusion at
the ischemic area, which occurred particularly between 2
hours and 6 hours of ischemia, was probably due to a prob-
lem with the model itself. More specifically, the phenom-
enon could be explained by the limited length of the
ischemic segment and by the presence of an overlapping
vascular network on the serosa, which might have favored
reperfusion starting from the second hour of ischemia. The
second potential explanation could be the occurrence of
some ischemic preconditioning. This could have occurred
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Figure 3. Changes over time in mitochondria respiratory rate.
The figure shows the sequencing of mitochondria respiration rates (Vo, Ve Vauyrar Yimaxe Voupn) iN the ischemic zone (region of interest [ROI]
1), in boundaries (ROI 2a-2b), and in the vascularized control area (ROI 3). Activated complexes: V, (1); Vaop (I, 10, 1v); V oMy TAL (11, 1, 1v); Viax

(LT V) Voo (V). Required substrate: V| (glutamate, malate); V,

(succinate, stimulator of complex Il); V.
cytochrome C oxidase).

TMPD

Table 2. Mitochondria Respiratory Rate.

(adenosine-diphosphate); V, .

(amytal, inhibitor of complex I); V
(tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride and ascorbate, electron donors for complex IV,

MAX

ROI | (Ischemic ROI 2a/2b P Value® P Value®
Ischemia Time  Respiration Rate Zone) (Boundaries) (I vs 2a/2b)  ROI 3 (Control) (I vs Control)
| hour v, 60.38 + 28.81 73.23 + 3451 44 73.15 £ 39.24 .53
Vop 14451 £ 45.71 200.19 £ 90.46 A7 228.44 + 89.83 .06
Vv TaL 94.79 + 35.37 132.52 £ 57.72 .16 150.33 £ 51.77 .055
Viax 141.57 + 52.48 21592 £ 105.48 .12 273.12 £ 116.68 .03
Vo 203.2 + 60.62 221.33 £ 121.64 73 270.45 + 156.37 .34
3 hours v, 63.85 + 44.81 67.2 +26.18 .84 55.36 + 18.96 .67
Vo 106.88 + 54.69 196.99 + 70.29 .0l 159.42 + 46.35 14
V amrraL 107.4 £ 54.76 128.75 + 37.73 34 104.55 + 32.44 9l
Viax 163.83 £ 108.13 226.36 £ 75 .16 182.42 + 46.38 7
Voo 172.74 + 84.83 202.68 + 58.85 .39 175.46 + 34.73 .94
5 hours v, 48.8 +28.09 52.22 + 27.34 .8 42.79 £ 23.39 .69
Vo 183.15 + 82.88 160.65 * 60.14 S5l 149.09 £ 34.53 37
V ayTAL 119.62 + 58.23 120.58 £ 5.17 .97 119.58 £ 50.35 .99
Viax 181.11 +99.57 192.87 + 78.67 .78 216.78 + 128.34 .78
Vo 160.1 £ 61.22 216.85 + 11641 .28 287.39 + 168.17 e

Abbreviation: ROI, region of interest.
P < .05 was considered as statistically significant.
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Figure 4. High-resolution magic angle spin nuclear magnetic resonance spectroscopy (nmol/mg of tissue): significant metabolites.
Lactate, glucose, aspartate, free choline, creatine, taurine, and tyrosine, expressed at some point statistically significant different values between
the ischemic area (region of interest [ROI] |) and vascular areas (ROI 3ab) at the ANOVA analysis. P < .05 was considered statistically significant.

because 6 small bowel loops were simultaneously made
ischemic and evaluated subsequently at a 1-hour interval.
Although great care was taken to reduce the risk of any
reperfusion by removing the ischemic area “en bloc” every
hour, some systemic signaling might have induced
preconditioning.

In a porcine model of free small bowel flaps, Birke-
Sorensen and Andersen used a microdialysis catheter to
monitor local lactate and glucose. They could identify an
accurate cutoff of the lactate/glucose ratio to discriminate
between ischemic and nonischemic segments. "

In a 1-hour ischemia experiment, using magnetic reso-
nance spectroscopy to assess the metabolic profile, we also
found significantly decreased glucose levels and increased
tissue lactate and amino acids, demonstrating a shift toward
anaerobic glycolysis.” In the present long-lasting model, the
lactate/glucose ratio at tissue level remained constant in the
ischemic area over time, with an increase in mean glucose
levels after 6 hours of ischemia. This increased glucose pro-
duction is compatible with the occurrence of reperfusion.

On the other hand, Abrahéo et al'* evaluated ischemia-
reperfusion injury in a rat small bowel modulated by isch-
emic preconditioning. The authors found that lactate
values were significantly lower in the group receiving 20
minutes of ischemic preconditioning irrespective of
morphological aspect of mucosal damage. Pathology
evaluation did not show any significant time-dependent
progression of mucosal damage. We also found a very
mild mucosal damage even after 6 hours of ischemia.

Additional evidence toward the hypothesis of local reper-
fusion of the ischemic bowel, which occurred in this model,
stems from the oxygraphic assessment of the mitochondria
respiratory rate. This technique allows for the dynamic
assessment of the functional status of mitochondria by

measuring the activity of various oxidative phosphorylation
enzymatic complexes. Oxidative phosphorylation starts
with a series of redox reactions (electron transport chain) in
which electrons are transferred to the oxygen, which is the
most electronegative acceptor. These reactions generate the
energy necessary to actively pump H+ protons in the inter-
membrane space and create an electrochemical transmem-
brane gradient, which is used to produce adenosine
triphosphate (ATP). There are 3 enzymatic proton pumps:
complexes I, III, and IV. While severe impairment of com-
plex IV (cytochrome C oxidase) leads to irreversible lesions,
ischemia-induced dysfunction of complexes I and I1I can be
readily reversible during the reperfusion phase.

Ischemia, by reducing the presence of 0O, as terminal
electron acceptor, impairs the activity of those com-
plexes, with progressive reduction of the gradient, energy
depletion, and ultimately necrosis.

After 1 hour of ischemia, we found a significant respi-
ratory chain impairment in the ischemic zone as compared
to the nonischemic segments as expressed by reduced
VM N (1 hour). However, while a relative decrease of
basal respiration (VO) occurred, VM Ax remained constant
over time, witnessing a preserved function of complex [V
activity as well as the absence of decoupling between oxi-
dation and phosphorylation (OXPHOS), which is an addi-
tional marker of occurred reperfusion. Decoupling can be
calculated with the acceptor control ratio (ACR = Vi, AX/
A" 0),15 which was not modified in this model.

The potential protective effect of multiple ischemic
loops could have played the same role on mitochondrial
respiration as stressed for lactate/glucose ratio, since
ischemic preconditioning has been shown to specifically
restore activities of complexes I and II in ischemic skel-
etal muscle by our group.'®
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To provide insights in order to better understand what
happened in this short segment ischemia model, we per-
formed a metabolomics analysis of small bowel full-
thickness biopsies, using nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMRS). This is a powerful research tool,
which provides a quantitative snapshot of the tissue
metabolism in a given condition."”

In a rat model of intestinal ischemia/reperfusion by
mesenteric artery or portal vein occlusion, Vincenti et al
performed NMRS quantification of intestinal metabolic
impairment in both conditions.'® The authors found that
portal vein occlusion leads to more severe metabolic
changes in terms of accumulation of lactates, amino
acids, and fatty acids, and decrease of glucose, while a
more intense oxidative stress is observed in arterial occlu-
sion, with reduction of reduced glutathione.

In our experiment, among the 25 metabolites that
could be identified, only 7 (lactate, glucose, aspartate,
free choline, creatine, taurine, and tyrosine) expressed
some statistically significant differences during the evo-
lution of the hypoperfusion. Critical metabolites involved
in oxidative stress, such as reduced glutathione, although
lower in the ROI 1 when compared to vascular areas,
showed no statistically significant differences.

Aspartate is a nonessential amino acid that participates
in gluconeogenesis. In this model, aspartate presented a
bimodal evolution in the ischemic area when compared to
vascular areas (increased after 2 hours, significantly
decreased after 4 hours to increase again after 6 hours).
This evolution might correlate with a modification in glu-
coneogenesis during the alternate anaerobic/aerobic
metabolic phases that occurred in the model.

Choline is an essential component of cell membranes. "’
The significant peak of choline levels observed after 2
hours in the ischemic area when compared to controls could
well correlate with the most intense period of cellular turn-
over with a higher release of membrane components in
response to the hypoxic injury. This phenomenon was prob-
ably slowed down once functional recovery occurred.

Creatine metabolism plays a crucial role in intestinal
mucosal homeostasis and adaptive response to stress fac-
tors such as hypoxia.”’ In our model, creatine constantly
expressed lower values at the ischemic area reaching sta-
tistically significant difference after 3, 4, and 6 hours of
ischemia.

Taurine has an antioxidant activity, which protects
mitochondria from excessive superoxide production (radi-
cal of oxygen mediated damage) by stimulating the elec-
tron transport chain.”' Taurine was significantly decreased
after 1 hour in the ischemic region when compared to per-
fused areas, and remained lower over time, but without
reaching statistically significant differences from 2 to 6
hours. Conversely, tyrosine, which also expresses antioxi-
dant activities,” but more specifically against reactive
nitrogen intermediates damage,” was significantly higher
in the ischemic zone and decreased over time.

What must be remembered concerning this highly
controlled study is the following: (@) that the measure-
ment of local capillary lactates using strip-based low-
cost technology can very accurately build a metabolic
cartography of the bowel in almost real time and (b) that
there was a concordance between kinetics of capillary
lactates, mitochondria respiratory rate, and metabolo-
mics profiling of ischemia, witnessing the robustness of
the experimental model. The ability to precisely discrim-
inate well-perfused areas using capillary lactates was
preserved during the progression of ischemia per all time
points. To obtain capillary blood samples in the laparo-
scopic setting, we have used in previous experiments a
motorized sterile pipette'® introduced through one of the
laparoscopic ports. Capillary blood is aspirated from the
bowel and then transferred on the strip of the lactate ana-
lyzer. A clinical trial will be promoted soon at the
University Hospital of Strasbourg to evaluate the accu-
racy of indocyanine green fluorescence and capillary lac-
tates in identifying the optimal resection site in
laparoscopic colorectal resections. More generally, the
indications for the use of capillary lactates in gastrointes-
tinal surgery are all those requiring some resection (eg,
sleeve gastrectomy) or resection-anastomosis (eg,
colorectal surgery). The barrier for clinical adoption
today is mainly the absence of any data on patients
(except the trial performed currently at the University of
Strasbourg on limb perfusion after vascular surgery).
Capillary lactates have been largely used by athletes to
self-monitor their pre and post effort levels. In medicine,
the largest use of real-time lactate assessment is done in
obstetrics (scalp or umbilical cord lactates) to exclude an
acidotic status of the baby. The cost is 2 Euros (approxi-
mately US$2.5) per strip, and the time to obtain results is
45 seconds, which means a mild impact on global costs.
Should the serial lactate measure be of clinical impact in
reducing the rate of anastomotic leakage, this simple
technology will certainly gain popularity.

Conclusions

Intraoperative measurement of capillary lactates is accu-
rate to identify optimal resection margins and future anas-
tomotic sites in digestive resections. Oxygraphic
evaluation of mitochondria respiratory rate and evolution
of the metabolomics profiling over time showed concor-
dant kinetics in this experimental model. The next step is
the translation to the clinical setting of this simple tech-
nology to evaluate the potential impact to establish the
optimal resection site in digestive resections.
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RESUME DE L’ETUDE

Evaluation de la lactatémie capillaire locale dans I'ischémie

Titre de la recherche critiqgue chronique de membre inférieur, avant et apres
revascularisation.

Titre abrégé Lactatémie capillaire et ischémie critique chroniqgue de membre

Promoteur Hopitaux Universitaires de Strasbourg

Investigateur coordonnateur | Professeur Pierre DIEMUNSCH

N° HUS 5244

N° ID RCB 2012-A00239-34

Evaluation d'un nouveau critére biologique, la lactatémie
capillaire locale pour optimiser la prise en charge des patients
porteurs d'une ischémie critique chronique nécessitant une
Justification de la recherche |revascularisation rapide. Utilisation potentielle a terme de la
lactatémie capillaire comme indicateur diagnostique d'une
récidive ischémique dans un membre revascularisé.

Etude descriptive de la lactatémie capillaire locale dans un
membre inférieur en ischémie critique chronique avant
intervention de revascularisation de ce membre par
détermination des valeurs de lactatémie capillaire au niveau de
ce membre comparées aux valeurs obtenues au membre
supérieur vascularisé normalement (rapport lactatémie capillaire
orteil/ lactatémie capillaire doigt : LCO/LCD).

Objectif principal

- Déterminer la cinétique de décroissance de la lactatémie
capillaire (rapport LCO/LCD) dans le membre ischémié
reperfusé,

- Corréler cette cinétique de décroissance de la lactatémie
capillaire aux facteurs de risque cardiovasculaires associés
(diabete, tabagisme, hypercholestérolémie, age, sexe),

- Corréler cette cinétique de décroissance a un pronostic de
Objectifs secondaires si récupération du membre,

applicable - Corréler les résultats de lactatémie capillaire aux méthodes
classiques d'évaluation de la perfusion d'un membre (évaluation
clinique, écho-doppler artériel, Index de Pression Systolique:
IPS, TcPO2),

- Corréler une éventuelle re-augmentation de la lactatémie
capillaire a une récidive ischémique par oblitération précoce
apres revascularisation.

Rapport Lactatémie Capillaire Orteil / Lactatémie Capillaire Doigt
(LCO/LCD) avant intervention de revascularisation d’'un membre
Critére d’évaluation principal inférieur en ischémie critique chronique (considéré comme positif
si > 2).

Version n°5.1 du 11/12/2014 intégrant la modification substantielle n®4.1 ransmise pour information au CPP Est IV
le 12/12/2014
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Criteres d’évaluation
secondaires

Les criteres d'évaluation secondaire seront :

-la diminution du ratio LCO/LCD dans les suites immédiates de la
revascularisation (étude de cinétique).

-modélisation de la cinétique de décroissance de la lactatémie
capillaire dans le membre reperfusé et analyse multivariée
(régression logistique) pour déterminer les facteurs prédictifs
de variations de la lactatémie capillaire (succeés ou échec de la
revascularisation, statut hémodynamique, facteurs de risque
cardio-vasculaires associés),

-détermination d'une courbe ROC et de son aire sous la courbe,
pour décrire la sensibilité et la spécificité d'une re-augmentation
significative de la lactatémie capillaire pour la détection d'une
oblitération précoce du pontage.

Plan expérimental

Etude multicentrique
Interventionnelle
Prospective

Ouverte

Criteres d’éligibilité

Criteres d'inclusion :

- Ischémie critique chronique d’'un membre inférieur
nécessitant une procédure de revascularisation rapide.

- Consentement écrit éclairé du patient age supérieur ou égal
a 18 ans:

Criteres de non inclusion :
- Présence d'un syndrome inflammatoire ou infectieux
(érysipéle par exemple) dans le membre ischémié.
- Patient a risque de pied diabétique c’est a dire, selon la
définition de 'HAS (prévention pied diabétique, 2007)
o présence d’'une neuropathie sensitive, et/ou
o déformation du pied (hallux valgus, orteils en
marteau ou en griffe, proéminence de la téte des
métatarsiens), et/ou
o antécédent d’ulcération du pied, et/ou
o antécédent de I'un de ces facteurs (c’est a dire
antécedent de pied diabétique).
- Nécrose des orteils.
- Participation a un autre protocole de recherche clinique.
- Présence d'une artériopathie oblitérante bilatérale au niveau
des membres supérieurs.
- Patient en état de choc quelle qu'en soit la cause.
- Présence d'une insuffisance hépato-cellulaire.
- état général trop altéré (grabataires, démences, ...)
- Refus du patient de participer a I'étude
- Personnes majeures protégées

Version n°5.1 du 11/12/2014 intégrant la modification substantielle n°4.1 ransmise pour information au CPP Est IV le

12/12/2014




Protocole de Recherche Clinique — Pr Pierre DIEMUNSCH

Déroulement pratique de
I'essai

Mesure de la lactatémie capillaire a I'orteil et au doigt :

1) apres l'inclusion et juste avant la procédure de
revascularisation

2) a 1h30, 3h, 6h, 12h, 24h et 48h aprés la revascularisation
Le taux de lactate capillaire de référence est celui mesuré au
doigt avant la procédure de revascularisation.

Dispositif Médical de
Diagnostic ex vivo

The Edge — Lecteur de Lactatémie

Appareil de mesure du lactate sanguin », produit par la société :
APEX BIOTECHNOLOGY CORP

Taiwan

Certificat CE 0197

Médicaments/traitements
autorisés

Prise en charge habituelle des ischémies critiques chroniques de
membre au CHU de Strasbourg. Aucune restriction ni addition du
fait du protocole.

Nombre de sujets nécessaires

30

Méthode statistique

Test non paramétrique apparié de Wilcoxon pour le ratio
LCO/LCD.

Méthode de Pearson pour le calcul des corrélations.

Analyses multivariées pour les déterminants des variations de
lactatémie capillaire (régression logistique).

Calendrier prévisionnel

Durée de la période d'inclusion : 3 ans
Durée de participation de chaque sujet : 48h
Durée totale de I'étude : 3 ans et 48h

Version n°5.1 du 11/12/2014 intégrant la modification substantielle n°4.1 ransmise pour information au CPP Est IV le

12/12/2014
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J SQUELETTIQUE EXPERIMENTALE : PLACE DE etde '3 Santé
LA LACTATEMIE CAPILLAIRE DANS LE
MONITORAGE DE LA REPERFUSION ET TRANSPOSITION AU MODELE INTESTINAL

Résumé
Les objectifs de ce travail expérimental étaient :

1. Evaluer la place de la lactatémie capillaire comme dispositif de monitorage de I'ischémie et de
la reperfusion tissulaire.

2. Comparer le suivi local du taux de lactate, au niveau du compartiment ischémi€, par rapport
au taux systémique du lactate lors des I'ischémie de membre, l'ischémie intestinale ainsi que durant
le choc hémorragique.

La mesure capillaire du taux de lactate pourrait permettre:

1. d’affirmer I'existence d’'une ischémie tissulaire régionale. Le taux systémique du lactate ne
permet ce diagnostic,

2. de confirmer I'efficacité d’'une reperfusion au niveau d’'un membre préalablement ischémique
tandis que la mesure systémique des lactates ne le permet pas. L'affirmation de l'efficacité de la
reperfusion et de sa constance, par une mesure aussi simple que la lactatémie capillaire
compartimentale représente une avancée majeure en comparaison avec les autres méthodes
existantes. La mesure capillaire du taux de lactate systémique dans une situation d’hypoperfusion
par choc hémorragique n’est pas associée a augmentation du taux de lactate intra-musculaire.

Mots clés : Ischémie-Reperfusion, lactate

Résumé en anglais
Our objectives for this experimental work were:
1. Assessment of capillary lactate for tissue ischemia and reperfusion monitoring.

2. Compare the local and systemic capillary lactate time course during compartmental ischemia
insults like limb ischemia, intestinal ischemia or during hemorrhagic shock.

The capillary measurement of the lactate in IR could be interesting for:

. Assessing a limb or intestinal tissue ischemia. On the opposite, the systemic measurement
could not assess this diagnosis.

. Assessing the efficiency of a limb reperfusion. On the opposite, the systemic measurement
could not assess this diagnosis.

The systemic capillary lactate measurement during haemorrhagic shock related hypo perfusion could
not be associated with an increase in intra muscular lactate.

Key words : Ischemia-Reperfusion, lactate




