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I INTRODUCTION

Actuellement, les stéatopathies métaboliques sont la cause la plus fréquente
d’hépatopathie chronique en France et dans les pays occidentaux. Les stéatopathies
métaboliques sont une manifestation hépatique du syndrome métabolique. Elles sont

associées a I'obésité viscérale et a la résistance a l'insuline.

Le terme de stéatopathies hépatiques non alcooliques (Non
AlcoholicFattyLiverDisease, NAFLD) est également utilisé, soulignant les similitudes

histologiques avec les lésions observées dans les stéatopathies d’origine alcoolique.

Les stéatopathies métaboliques regroupent la stéatose hépatique simple, sans
inflammation, ni souffrance cellulaire, et la stéatohépatite non alcoolique (Non
AlcoholicSteatoHepatitis ou NASH), associant a la stéatose une inflammation et une

souffrance cellulaire.

Ces deux formes peuvent s’accompagner ou non de fibrose. La distinction entre ces
deux états est essentielle. La stéatose est considérée comme bénigne et réversible,
alors que la stéatohépatite serait associée a une évolution pathologique grave. La
stéatohépatite est associée a une diminution de la survie globale et favorise le
développement de la fibrose. Celle-ci peut évoluer jusqu’au stade de cirrhose,
exposant alors le foie cirrhotique a la survenue d’'un hépatocarcinome. Des cas
d’hépatocarcinomes développés sur foie non cirrhotique ont également été décrits.
Un mécanisme de carcinogenese particulier serait impliqué dans la survenue de ces

hépatocarcinomes lors des stéatopathies meétaboliques sans cirrhose [1].

Le diagnostic de NASH constitue donc un enjeu important dans la prise en
charge des stéatopathies métaboliques. La méthode de référence pour diagnostiquer
la NASH reste la biopsie hépatique. Devant la prévalence croissante de ces Iésions,
de nombreuses études ont été entreprises et plusieurs scores clinico-biologiques

proposeés. Il n'existe cependant pas de score idéal pour le diagnostic de la NASH.

Le dosage de l'activité de I'alanine amino transférase (ALAT) sérique est un
test effectué en routine, reflétant une souffrance hépatocytaire dans plusieurs
hépatopathies chroniques, et est un parameétre utilisé dans plusieurs scores
biologiques ayant pour but de diagnostiquer la NASH.



Récemment, des marqueurs sériques de mort cellulaire ont été identifiés
comme potentiels marqueurs de la NASH. Ces marqueurs sériques permettent de

quantifier les différents types de mort cellulaire : 'apoptose et nécrose.

L’objectif de ce travail était d’évaluer la performance diagnostique de ces
marqueurs sériques de mort cellulaire dans le spectre des stéatopathies

métaboliques, et plus particulierement dans le diagnostic de NASH.



Il LES STEATOPATHIES METABOLIQUES

1.1 Définition et épidémiologie

L’histoire naturelle des stéatopathies métaboliques n’est pas clairement
établie, mais ses principaux facteurs de risque sont bien identifiés. L’obésité, en
particulier I'adiposité viscérale et la résistance a l'insuline, éléments constitutifs du

syndrome meétabolique sont la premiere cause de stéatopathies métaboliques.

[1.1.1 L'obésité

L'obésité est définie selon I'Organisation mondiale de la santé par un indice de
masse corporelle (IMC), supérieur a 30. L’obésité morbide est définie par un IMC
supérieur a 40. L'IMC est calculé par le rapport du poids (kg) sur la taille au carré

(m?). L'IMC normal est entre 20 et 25, un IMC supérieur a 25 signe le surpoids.

On distingue I'obésité androide, centrale ou viscérale, ou la distribution des
graisses est principalement abdominale, et 'obésité gynoide. Alors que la premiére
est associée au syndrome métabolique, la seconde ne se complique que rarement

d’insulino-résistance et de maladies cardio-vasculaires.

L'augmentation de la prévalence de l'obésité dans le monde en fait un
probléeme majeur de santé publique. Selon un rapport de 'OMS de 2008, le nombre
de cas d'obésité a doublé depuis 1980, 35% de la population mondiale est en

surpoids et 11% est obése.

En France, I'enquéte Obépi de 2012 rapporte 32,3% de cas de surpoids et
15% de cas d'obésité dont 1,2% d'obéses morbides chez des sujets de plus de 18
ans.
Les différentes études Obépi réalisées depuis 1997 permettent d’observer une
augmentation progressive de la prévalence de I'obésité en France. Néanmoins,
l'augmentation relative de 3,4% du nombre de personnes obéses au cours des trois

derniéres années est significativement inférieure aux années précédentes (Figure 1).



Figure 1: Répartition de la population en fonction du niveau d’IMC selon le rapport
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11.1.2 Le syndrome métabolique

Le syndrome métabolique regroupe des anomalies du bilan glucidique,
lipidique, I'hypertension artérielle et I'obésité. Plusieurs définitions sont proposées
selon les organisations (Tableau I). Selon le consensus actuel, la présence de trois
facteurs parmi l'obésité viscérale, I'’hyperglycémie, I'hypertriglycéridémie, le faible
taux d’HDL-cholestérol et I'hypertension artérielle définit un syndrome métabolique
[2]. L'existence de ce syndrome preédispose a la survenue d’un diabéte de type Il et
au développement de maladies cardio-vasculaires. L'obésité et la sédentarité sont

des facteurs qui prédisposent au syndrome métabolique.

La prévalence du syndrome métabolique est complexe a définir, car elle varie
selon I'age, le genre, I'ethnie et la définition utilisée. Dans la population américaine,
la prévalence du syndrome métabolique varie de 35 a 39% selon la définition du
NCEP ATP Ill ou de I'IDF [3]. En France, la prévalence du syndrome métabolique
défini selon le NCEP ATP Il est de 10% chez les hommes et 7% chez les femmes
[4].



Tableau I: Définitions du syndrome métabolique

OMS 1999 EGIR 1999 FID 2005 NCEP ATP 1112001

CONDITION OBLIGATOIRE

Intolérance au glucose Hyper insulinémie

ou insulinorésistance (non diabétique) Obeésité abdominale Aucune
ou diabéte de type 2

+ 2 parmi 3 parmi
OBESITE
IMC > 30 kg/m2 ou Tour de taille - ?&Z‘:‘g‘;ﬂ;ﬁgfﬁ;‘;‘e Tour de taille -
T/H: > 0,9 (H) >94 cm (H) e e > 102 cm (H)
et 0,85 (F) =80 cm (F) Sox6) 288 cm (F)

HYPERTENSION ARTERIELLE

Pression artérielle

Pression artérielle = Pression artérielle = Systolique = 130 Pression artérielle 2
140/90mmHg ou 140/90mmHg ou mmHg Diastolique = 130/85mmHg ou
traitement traitement 85mmHgou traitement

traitement
DYSLIPIDEMIE
HDL-C
HDL-C <1,3 mmol/l (H) HDL-C
< 0,9 mmol/l (H) HDL-C <1 mmol/l < 1,29 mmol/l (F) <1,3 mmol/l (H)
<1 mmol/l (F) ouTG >2 mmolll ou traitement < 1,29 mmol/l (F)
ou TG > 1,7 mmol/l Et TG > 1,7 mmol/l ou EtTG> 1,7 mmol/l
traitement
AUTRES

MICROALBUMINURIE .
Taux d‘excrétion HYPERGLYCEMIE a HYPERG.LYCEMIE 4 HYPERGLYCEMIE a
urinaire > 20ug/min ou jeun Jeun

jeun
albumine/créatine > 110 mg/dl 2100 mg/d| > 110 mg/dl
>30mg/g ou diabéte de type 2

OMS = Organisation Mondiale de la Santé ; EGIR = European Group for the Study of
Insulin Resistance ; NCEP ATP llll= National Cholesterol Education Program Third Adult
Treatment Panel ; FID = Féderation Internationale du Diabéte, H = Homme, F= Femme ;
HDL-C = High Density Lipoprotein-Cholestérol ; TG = Triglycérides



[1.1.3 Les stéatopathies métaboliques

Les stéatopathies métaboliques sont définies par un ensemble de
manifestations hépatiques associées a I'obésité et l'insulino-résistance. Elles sont
caractérisées par une surcharge graisseuse hépatique dont le spectre va de la
stéatose a la stéatohépatite, évoluant vers la fibrose, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire. Elles peuvent étre désignées par le terme NAFLD, ou Non
AlcoholicFattyLiverDisease (foie gras non alcoolique), ses caractéristiques
histopathologiques étant identiques a celles observées lors des hépatites

alcooliques.

Il est actuellement admis que les stéatopathies métaboliques sont une
manifestation hépatique du syndrome métabolique. Si leur prévalence est de 20 a
30% dans la population générale [5],[6], 28 a 55% des patients diabétiques, 27 a 92
% des patients ayant une hyperlipidémie, et 60 a 95% des obéses présentent une
stéatopathie métabolique [7]. Une sous population particuliere est représentée par
les obéses morbides. Chez ces patients, la prévalence des stéatopathies
métaboliques atteint 90%, et le stade de stéatohépatite toucherait jusqu’a 37% des
patients [8], alors que dans la population générale, la prévalence de la stéatohépatite

serait de 2 a 3%.
1.2 Physiopathologie

11.2.1 Physiopathologie de I'obésité

L'obésité résulte d'un déséquilibre entre I'apport énergétique et les dépenses
énergétiques. Dans de rares cas, I'obésité est due a une modification génétique
identifiée. Une mutation de géne de la leptine ou de son récepteur [9] , une mutation
du récepteur de Ila mélanocortine[10] ou du géne du récepteur de la
cholécystokinine[11] sont alors responsables d'une prise alimentaire excessive. Plus
récemment, le réle de la flore intestinale a été mis en évidence. La composition du
microbiote intestinal serait unique chez chaque individu, avec un ensemble de
bactéries communes a tous les individus. Cette flore intestinale serait influencée par
des facteurs génétiques, I'alimentation, ou un traitement (antibiotiques, gastric by

pass). Le microbiote modifierait 'immunité et le métabolisme de I'hdte, en modulant
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'adiposité, la sensibilité a l'insuline, et I'inflammation de bas grade qui leur sont
associées. Ce systéme microbien jouerait un réle sur la perméabilité intestinale, en
permettant la translocation de lipopolysaccharides (LPS) dans le sang, appelée aussi

endotoxémie métabolique [12].

Mais c’est surtout I'évolution du mode de vie, avec une prise alimentaire
excessive par rapport a une activité physique décroissante qui est principalement
rapportée comme responsable du maintien du déséquilibre entre apport et dépense
énergétique. L'évaluation de ces parameétres reste complexe. Une plus grande
consommation de boissons sucrées et une augmentation de la taille des portions
alimentaires sont rapportées [13]. La diminution de I'activité physique est liée aux

transports ou aux occupations domestiques plus sédentaires [14], [15].

11.2.2 Physiopathologie de l'insulino-résistance

L’insulino-résistance est définie par une réduction ou un défaut d’action de
I'insuline sur ses tissus cibles : muscle, tissu adipeux et foie. Elle comprend plusieurs
degrés de seéverité, allant de I'intolérance au glucose au diabéte de type Il. Elle est
quantifiée selon THOMA IR, « homeostatic model assessment », calculé par le taux
de glucose et d'insuline. L’insulino-résistance est le facteur constitutif du syndrome

meétabolique.

Chez les individus sains, la fixation de la molécule d’insuline sur son
récepteur, situé au niveau de la membrane cellulaire, entraine une phosphorylation
des substrats du récepteur de l'insuline (IRS 1 et 2). Ces protéines phosphorylées
activent la voie PI3K/ AKT. Dans les tissus cibles (tissu adipeux, musculaire et foie)
ce signal cellulaire entraine une augmentation de la glycogénogenése et de la
lipogenése, avec diminution de la néoglucogenése et de la glycogénolyse. Dans le
tissu adipeux et musculaire, l'insuline entraine I'augmentation de la captation de

glucose en mobilisant le transporteur 2 du glucose (GLUT2) a la membrane (Schéma
1).

La résistance a l'insuline est la conséquence d’une atténuation du signal
insulinique, due a un défaut sur la cascade de signalisation. La phosphorylation du
récepteur a l'insuline et des protéines IRS non pas sur un résidu tyrosine, mais sur

des résidus sérine ou thréonine a été rapportée comme mécanisme principal dans la
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résistance a l'insuline. Les acides gras libres, le diacyl glycérol, le glucose ou des
cytokines inflammatoires (TNFa, 1I13) et méme linsuline peuvent induire cette

phosphorylation.

Dans [l'obésité, [I'hyperplasie et [I'hypertrophie du tissu adipeux
s’accompagnent d’une part d’'une capture réduite du glucose, des acides gras libres
et d’'une augmentation de la lipolyse, et d’autre part d’'une inflammation de bas grade
par la production de cytokines inflammatoires. Ces éléments contribuent au
développement de l'insulino-résistance dans le tissu adipeux initialement, puis dans

le foie et le muscle.

Schéma 1 :Actions de I'insuline chezles individus sains

- Insuline

Récepteur insuline

|
IRS 1-2

PI3-K

AKT
v

Métabolisme

Glucidique Lipidique Protéique
Anabolisme Transport du glucose Lipogenése Synthése
I:II:II:I (muscle, tissu adipeux) | (foie, tissu adipeux) protéique

Glycogénogenése
(muscle, foie)

Catabolisme Glycogénolyse Lipolyse Protéolyse
(muscle, foie) (tissu adipeux) (muscle)
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[1.2.3 Physiopathologie des stéatopathies métaboliques
Le développement des stéatopathies métaboliques est encore mal élucidé.

Premiére théorie : la stéatose fragiliserait les hépatocytes

La premiére hypothése proposée, en 1998, est celle des deux étapes (« 2 hit-
hypothesis »)[16]. La premiére étape aboutit a 'accumulation des graisses dans le
foie (stéatose), due a I'afflux augmenté d’acides gras libres vers le foie. Ces acides
gras proviennent de l'apport alimentaire, et de [linsulino-résistance des tissus
périphériques qui entrainent d’'une part une libération accrue des acides gras libres
(lipolyse du tissu adipeux et musculaire), et d’autre part une augmentation de la
production hépatique de glucose et d’acides gras. Dans le foie, les acides gras libres
sont estérifiés pour former des triglycérides, alors stockés dans le cytoplasme des
hépatocytes sous la forme de gouttelettes lipidiques. Les triglycérides peuvent aussi
étre exportés sous la forme de particules de VLDL. Sur ce parenchyme stéatosique,
plus sensible alors, certains facteurs (la 2eme étape) comme le stress oxydatif
mitochondrial, les cytokines inflammatoires, le stress du réticulum endoplasmique
déclencheraient une réponse inflammatoire aboutissant a la constitution de la

stéatohépatite et a I'apparition de fibrose (Schéma 2, d’aprés [17])
Deuxieme théorie : la stéatose aurait un rble protecteur

Dans I'hypothése précédente, la stéatose fragiliserait les hépatocytes, les
rendant alors plus sensible a la seconde étape. Or la stéatose pourrait au contraire
avoir un role protecteur. En effet, les acides gras libres, s’ils ne sont pas stockés
sous la forme de triglycérides, ont une toxicité hépatique, en augmentant le stress

oxydatif et en activant directement la production de cytokines inflammatoires [18].

La stéatose pourrait également étre une réponse au stress des hépatocytes
dd a linflammation hépatique, secondaire a I'endotoxémie, au déséquilibre du
microbiote intestinal et a la sécrétion de cytokines par le tissu adipeux, organe

endocrine et immun [19].

Les cytokines inflammatoires peuvent étre produites par le tissu adipeux ou
directement par le foie. Elles sont responsables d’une mort hépatocytaire (apoptose
et nécrose) associée a un afflux de polynucléaires neutrophiles, caractérisant la
stéatohépatite (Schéma 2 d’aprés Dowman et al. [17]).
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Schéma 2 :Physiopathologie des stéatopathies métaboliques

7~
( Obésité et [ - N

A . Lipogenese de

insulino

résistance novo ﬂl Stéatose 2eéme Stress oxydatif/ dysfonction
\l/ étape mitochondriale
Stressdu RE
AGL AGL

Ck inflammatoires
Adipokines
Endotoxine

NASH/Fibrose

Alimentation

\ 18re étape j

A: Théorie des « 2 étapes ». La premiére étape correspond a la stéatose, qui fragilise le
parenchyme hépatique, alors plus sensible a l'action de certains facteurs (stress
oxydatif, stress du RE, etc),entrainant alors une stéato-hépatite et la fibrose.

Obésité et — \

SOR Lipogenese de Stéatose:
insulino
L novo protecteur
résistance
Stressdu RE
AGL AGL NASH/ . )
. Adipokines
\l/ Fibrose .
Endotoxine

Alimentation \l Lipotoxicité !
Y

Stress oxydatif/ dysfonction
mitochondriale

k Ckinflammatoires /

B: Rdle protecteur de la stéatose. Les acides gras libres sont cytotoxiques et peuvent
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réle protecteur.

AGL: acides gras libres, NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis; RE: réticulum
endoplasmique, Ck: cytokines



Roéle de 'apoptose

L’apoptose hépatocytaire serait aussi un important mécanisme de progression
de la sévérité des hépatopathies métaboliques. Les deux voies de I'apoptose
cellulaire contribueraient aux Iésions hépatiques. La voie extrinseque est activée par
les récepteurs de mort cellulaire. La voie intrinséque est activée par des dysfonctions
des organites intra-cellulaires, comme la mitochondrie, le lysozyme, le stress du
réticulum endoplasmique. Les acides gras libres pourraient étre des facteurs
déclenchant de cette augmentation de I'apoptose hépatocytaire au cours de la NASH
[20]. Les hépatocytes apoptotiques activeraient les cellules de Kupffer (macrophages
résidents du foie), responsables d’'une part de 'augmentation de l'inflammation, et
d’autre part de la progression de la fibrose. En effet, les macrophages activeraient

via le TGFp les cellules étoilées, profibrosantes.

Actuellement, la séquence proposée par la théorie des deux étapes est remise
en question. Dix a 20% seulement des patients ayant une simple stéatose
évolueraient vers la NASH, suggérant que ces deux entités seraient dues a des

mécanismes différents. La NASH aurait une origine multifactorielle.

1.3 Aspects histopathologiques

Aucun consensus de prise en charge diagnostique des stéatopathies
métaboliques n’a encore été défini et la biopsie reste la méthode de référence.
Toutefois la biopsie a certains inconvénients. |l s’agit d’'un geste invasif, entrainant
des compliactions de type douleur dans 30%, des complications plus sévéres

(hémarragies en particulier) dans 0.3% des cas et un décées dans 0.03% [21].

Les lésions élémentaires observées dans les stéatopathies métaboliques sont
identigues a celles observées dans [lintoxication alcoolique chronique. Elles
correspondent aux étapes de l'atteinte hépatique, qui comme nous I'avons vu,
probablement seraient non forcément successives ni obligatoires: stéatose,
stéatohépatite (définie par un infiltrat inflammatoire fait de polynucléaires
neutrophiles localisés au contact d’hépatocytes ballonnisés), et fibrose (figure 2). A
ces lésions élémentaires, s’associent fréequemment d’autres Iésions non spécifiques
comme les corps de Mallory, formations éosinophiles rubanées dans le cytoplasme

des hépatocytes ballonnisés, ou les méga-mitochondries.
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Le systeme de classification le plus utilisé actuellement évalue et quantifie trois
des Iésions observées dans les stéatopathies métaboliques: la stéatose, la
ballonnisation et I'inflammation. Il s’agit du score NAS (NAFD activity score), décrit

par Kleiner et al.[22] (Tableau II).

La stéatose se grade en score 0 si elle touche moins de 5 % des hépatocytes, en
score 1 entre 5 et 33 %, score 2 entre 33 et 66 %, et en score 3 si elle intéresse plus
de 66 % des hépatocytes. Elle est macro-vacuolaire si les vacuoles de stéatose sont
de taille supérieure a celle du noyau, micro vacuolaire si elles sont de taille inférieure.

La stéatose se développe initialement dans les zones péri centrolobulaires.

La ballonnisation et linflammation sont gradées selon les criteres définis
précédemment par Brunt et al.[23]. Trois grades sont proposeés pour la ballonnisation
selon le nombre d’hépatocytes atteints (0: aucun, 1: quelques, 2: nombreux).
L’inflammation est gradée selon le nombre de foyers inflammatoires intra lobulaires
observés au grandissement 200 (0 : aucun, 1: 1 ou 2 foyers, 2 : 3 ou 4 foyers, 4 : 5
foyers ou plus). Les éléments inflammatoires constituant ces foyers sont précisés

(polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles, lymphocytes, macrophages...).

La somme du grade de ces lésions permet d’établir le score NAS (NAFLD
Activity Score), de 0 a 8. Un score inférieur a 2 élimine le diagnostic de
stéatohépatite, supérieur a 5 affirme la stéatohépatite. Entre 2 et 5, le diagnostic ne

peut étre porté (Borderline).

Si la fibrose n’est pas incluse dans ce score, car considérée comme réversible
d’'une part, et comme étant la conséquence de la stéatohépatite d’autre part, elle est
cependant bien décrite. La fibrose se développe initialement dans les sinus des
zones péri centrolobulaires. La classification differe de la classification de METAVIR,
utilisée pour les hépatopathies chroniques virales, ou la fibrose est a point de départ
portal. Le grade 1 correspond a une fibrose sinusoidale péri centrolobulaire, discréte
(1a), ou modérée (1b) ou péri portale (1c). Le grade 2 correspond a une fibrose
sinusoidale péri centrolobulaire et péri portale. Le grade 3 est défini par la présence

de pont, et le grade 4 par la cirrhose (Tableau II).

Un nouveau score a été proposé réecemment pour grader I'atteinte hépatique
dans les stéatopathies métaboliques [24]. Dans ce systeme, le grade de la stéatose
est identique a celui proposé par Kleiner et al. La ballonnisation se grade de 0 a 2.

Dans le grade 0, les hépatocytes sont normaux, ils ont une forme cuboidale, une
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taille normale et un cytoplasme éosinophile. Dans le grade 1, on observe des foyers
d’hépatocytes de forme arrondie, au cytoplasme clarifié, mais de taille inférieure a
deux fois la taille d’'un hépatocyte normal. Dans le grade 2, les hépatocytes sont
identiques a ceux du grade 1, mais avec une taille plus importante, supérieure a
deux fois celle d’'un hépatocyte normal. L’inflammation lobulaire, comme dans le
score NAS est définie par des foyers inflammatoires au sein des lobules hépatiques,
observés au grandissement 200. Le grade est égal a 0 s’il n’y a pas de foyer, 1 s’il y
a 1 ou 2 foyers par champs, 2 s'il y a plus de 2 foyers par champs au grandissement
200.

Un score d’activité est calculé par la somme des grades de la ballonnisation et
de linflammation, de 0 a 4: pas d’activité, activité légére, modérée et sévére
(Tableau IlI).

La fibrose est évaluée selon les mémes modalités que dans le score NAS.

Ce score SAF (Stéatose, Activité, Fibrose), reprenant ces différents items a
été proposé et validé par I'équipe de Bédossa et al. Dans l'algorithme proposé
(Schéma 2), une stéatose inférieure a 5% exclut le diagnostic de stéatopathie
métabolique, quel que soit le grade d’inflammation et de ballonnisation. S’il existe
une stéatose supérieure a 5%, le diagnostic de stéatopathie métabolique peut étre
porté. Le diagnostic de stéatohépatite est posé si le score d’activité est au moins

égal a 2.

Dans I'étude de Bedossa et al., qui portait sur 679 patients, 158 n’avaient pas de

stéatose :
-2 présentaient une ballonnisation de grade 1, sans inflammation,
- 9 présentaient une inflammation, sans ballonnisation,

- 3% des patients avec un foie par ailleurs normal présentaient une fibrose, le

plus souvent de grade 1,

- 18% des patients avec une stéatopathie métabolique sans stéatohépatite

présentaient une fibrose.

Ce systéme permet de mettre en évidence et de mieux étudier ces sous types
de population, dont I'évolution des |ésions ne semble pas étre la séquence classique

stéatose — ballonnisation, inflammation - fibrose.
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Figure 2 : Aspects histopathologiques des NAFLD

2a:Grades de stéatose selon le pourcentage d’hépatocytes stéatosiques. HES x100

o

Stéatose de grade 1
5a33%

Stéatose de grade 2 I
334 66%

Stéatose de grade 3
Plus de 66%

2b:Stéatohépatite: hépatocytes ballonnisés au contact de polynucléaires neutrophiles.
HES x200

2c:Fibrose sinusoidale péri centrolobulaire (Grade 1a selon Brunt).
Trichrome de Masson x200
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Tableau ll: Score NAS et fibrose selon Kleiner et al.

Stéatose Inflammation
o Nombre foyer/ Ballonnisation Score NAS
° grandissement 200
0-3 0-3 0-2 0-8
0:<5% 0:0 0: absence 0-2: Non NASH
1:5-33 % 1:<2 1:quelques 3-4: Borderline
2: 34-66 % 2:2-4 2: nombreuses =>5: NASH
3:67-100 % 3:>4

Score NAS = somme des grades de stéatose, inflammation et ballonnisation

Fibrose

0-4
0: normal
1: sinusoidale péri centrolobulaire (discrete:a, modérée:b), péri portale (c)
2: sinusoidale, péri centrolobulaire ET portale
3: septa fibreux

4: cirrhose
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Tableau lll: Score SAF et algorithme diagnostique selon Bedossa etal.

Inflammation
Ste?tose Nompre foyer/ Ballonnisation Score SAF
Yo grandissement
200
0-3 0-2 0-2
0:<5% 0:0 0: absence Stéatose: 0-3
) . , Activite : 0-4
1:5-33 % 1:<2 1.ballqnn|ses,tallle<2 =Ballonnisation+
hépatocytes .
Inflammation
2:34-66 % P 2: ballqnnlses, taille>2 Fibrose
hépatocytes
3:67-100 %
Steatosis Ballooning Lobular inflammation - :
Diagnosis
(0,1,2,3) {0,1,2) {0,1,2)
0 ——> 0,1,2 —> 0,1,2 ——> NoNAFLD
7 0 ——> NAFLD
0 é 1 ——> NAFLD
~
/ 2 ———> NAFLD
/ 7 0 —— > NAFLD
=
1,2,3 < > 1 > 1 — 5 NASH
\ 2 ———> NASH

0 > NAFLD
2 E 1 ——> NASH

2 — S NASH
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1.4 Méthodes diagnostiques non invasives

Devant la prévalence et I'évolution des stéatopathies métaboliques, la
recherche de méthodes diagnostiques non invasives s’est considérablement
développée au cours des derniéres années. Ces nouveaux procédés sont destinés a

évaluer le degré de stéatose, de fibrose et a diagnostiquer la NASH.

I1.4.1 Identification et quantification de la stéatose

En pratique, la recherche et I'évaluation de la stéatose ne sont recommandées
gu’en cas de transplantation. Chez les patients obéses sans signe d’appel, il n'y a

pas d’intérét a diagnostiquer la simple stéatose.

L’échographie, le scanner et I'IRM sont différentes méthodes d’imagerie
permettant d’évaluer la stéatose, sans pouvoir diagnostiquer la stéatohépatite ou la
fibrose. L'échographie et le scanner permettent de diagnostiquer la stéatose
hépatique, en comparant I'aspect du parenchyme hépatique a celui du parenchyme
rénal ou du parenchyme splénique. Cependant, pour ces deux méthodes, la
sensibilit¢ diminue pour des degrés de stéatose inférieure a 30%. L'IRM et la
spectro-IRM ont une meilleure sensibilité, et détectent la présence de triglycérides
dans le foie dés 3% de stéatose. Cet examen est colteux, n’est pas fait en routine et

n’est pas encore indiqué dans ce cadre [25, 26] .

Plusieurs scores ont été proposés, a des fins surtout épidémiologiques et sont

détaillés en annexe [27] .

11.4.2 Prédiction de la NASH

Dans la prise en charge des stéatopathies métaboliques, le diagnostic de
stéatohépatite est un élément primordial. Contrairement a la simple stéatose, 20 %

des patients avec une stéatohépatite vont évoluer vers la cirrhose.

Les parametres biologiques simples de routine ont été initialement étudiés.
Etant donnée la faible performance diagnostique de ces marqueurs, d’autres

indicateurs de la souffrance et de l'inflammation hépatocytaire ont été recherchés.
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Enfin, des tests spécifiques combinant des dosages de différents composants

biochimiques ont été mis au point.

Marqueurs biologiques de routine

Parmi les marqueurs étudiés en routine, I'activité de 'ALAT et la yGT semblent
étre les meilleurs prédicteurs de NASH [28]. Cependant ces marqueurs peuvent étre
normaux malgré une atteinte hépatique, et semblent avoir une sensibilité et une

spécificité insuffisantes pour diagnostiquer une NASH [29, 30].

Marqueurs nécrotico-inflammatoires

La NASH est caractérisée par une souffrance cellulaire conduisant a

I'apoptose associée a une inflammation.

Différentes cytokines ont été évaluées comme facteur prédictif de NASH, mais
aucune ne semble étre un bio-marqueur fiable et reproductible. L’adiponectine, le
TNFa ou encore la cytokine CCL2 secrétée par les macrophages n’ont pas prouvé

leur intérét dans le diagnostic de NASH.

La kératine 18 (K18) est la principale protéine du cytosquelette hépatocytaire.
Lors de I'apoptose, l'activation des caspases entraine le clivage de nombreuses
protéines, dont la K18. Le fragment clivé peut alors étre dosé dans le sérum des
patients, reflétant ainsi le degré d’apoptose cellulaire. Le dosage du fragment clivé
de la K18 a été rapporté comme un facteur prédictif de NASH [31]. Ce marqueur est

aussi prédictif de la fibrose hépatique chez des patients alcooliques [32].

Les stéatopathies métaboliques sont associées a un état inflammatoire
systémique chronique. La CRP étant une protéine produite par le foie lors de
linflammation, plusieurs études ont porté sur I'étude de cette protéine lors des
différents stades de l'atteinte hépatique. Bien que certaines études rapportent une
augmentation significative de la CRP lors de la NASH et de la fibrose[33], d’autres
concluent que la CRP ne permet pas d’évaluer le degré d’atteinte hépatique [34, 35].
Sur un cohorte de plus de 600 patients européens, il a été rapporté que la CRP
serait associée a la stéatose, indépendamment de I'lMC, mais pas aux autres lésions
observées dans les stéatopathies métaboliques. La CRP serait un marqueur de

stéatose, mais pas de NASH [36].
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Tests spécifiques

Les différents tests proposés comprennent I'association de plusieurs

parameétres biologiques perturbés au cours des stéatopathies métaboliques.
Nice model

Le Nice model est calculé a partir des niveaux sériques d’ALAT et du fragment
clivé de la K18 et de la présence du syndrome métabolique. Il a été mis au point a
partir d'une cohorte d'évaluation de 310 patients obéses morbides et validé sur 154
patients. Le diagnostic de NASH était défini par un score NAS supérieur ou égal a 5.
Dans la cohorte de validation, la prévalence d’'un NAS=5 était de 9%. La valeur de la
courbe AUROC était de 0,88 pour la cohorte d’évaluation et de 0,83 pour la cohorte
de validation. La sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur

prédictive négative étaient respectivement de 0,84, 0,86, 0,44 et 0,98 [37].
Nash Test

Le Nash test combine les 13 paramétres suivants : I'alpha2-macroglobuline,
I’haptoglobine, I'apolipoproteine A1, les triglycérides, le cholestérol, ’ALAT et 'ASAT,
la yGT, et la bilirubine totale, ajustés a I'age, le genre, le poids et la taille. Pour mettre
au point cet algorithme, 257 patients et 383 contrdles ont été inclus, et classés en 3
groupes : non NASH, borderline ou NASH. Parmi les 257 patients avec NAFLD, la
prévalence de la NASH était de 24.5%. La sensibilité pour la NASH était seulement
de 33% avec une valeur prédictive positive de 67%. Mais lorsque les cas borderline
et NASH étaient regroupés, la sensibilité pour la NASH atteignait 88% et la valeur

prédictive positive 74% [38].
Les autres principaux tests utilisés sont présentés en annexe.

11.4.3 Quantification de la fibrose

La présence et la sévérité de la fibrose sont des éléments essentiels dans la
prise en charge des stéatopathies métaboliques. La plupart des méthodes sont
performantes pour le diagnostic de fibrose a un stade avancé (F3, F4), mais
demeurent insuffisantes pour discerner les différents stades précoces de fibrose (FO,
F1, F2).
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Marqueurs biologiques

Les transaminases ne permettent pas d’identifier et d’évaluer la fibrose.
Cependant, I'activité de 'ASAT a été rapportée comme un marqueur de fibrose, et le
ratio ASAT/ALAT prédirait une fibrose avancée [39].

L’acide hyaluronique ou le collagéne de type IV sont impliqués dans la
constitution de la fibrose. Leur dosage prédirait une fibrose a un stade avancé [40,
41].

Tests spécifiques

Comme pour la stéatose et la stéatohépatite, des modéles ont été mis au
point pour évaluer la fibrose. Les principaux sont résumés dans le tableau présenté

en annexe.

NAFLD fibrosis score

Le NAFLD fibrosis score dépend de six parameétres : I'age, I'’hyperglycémie,
'IMC, le taux de plaquettes, I'albumine et le rapport AST/ALT. Il a été mis au point
sur une cohorte de 733 patients. LAUROC est de 0,88 et 0,82 pour la cohorte
d’évaluation et de validation respectivement. Deux valeurs seuils ont été définies et
permettent de prédire une fibrose avancée (=F3-4) ou débutante (<F1) dans 75% des
cas. Chez ces patients, le stade de fibrose était bien évalué dans 90% des cas. Pour
des valeurs situées entre ces valeurs seuils, I'évaluation du stade de fibrose n’est
pas possible (ce qui représente 50% des patients). Ce modéle d’évaluation de la
fibrose est actuellement le seul largement validé par plusieurs études [42] et est

disponible gratuitement online (nafldscore.com).
FibroTest

Le FibroTest est le test le plus utilisé en France. Il a été initialement mis au
point pour diagnostiquer la fibrose significative dans les hépatites chroniques virales
C et B et dues a [lalcool. Un algorithme utilisant cinq marqueurs (alpha2-
macroglobuline, haptoglobine, apolipoprotéine A1, bilirubine totale, yGT), ajustés a
'age et au sexe du patient, permet d’établir un index de fibrose comme estimation de
la fibrose hépatique. Ce test a ensuite été évalué dans les stéatopathies
meétaboliques. L’étude a porté sur 170 patients suspectés de présenter des Iésions
hépatiques dues a I'obésité. Le diagnostic de fibrose significative correspondant a
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une fibrose supérieure ou égale a deux, la sensibilité et la spécificité étaient de 77 %
respectivement, pour une valeur seuil a 0.3 et de 15% et 98% pour une valeur seuil a
0.7. Il existe un certain nombre de causes assez bien identifiées de faux positifs et
faux négatifs du FibroTest, dues a une modification d’un des différents parametres
indépendamment de I'atteinte hépatique (hémolyse, maladie de Gilbert, cholestase,

inflammation aigué).

FibroMetres

Les FibroMetres sont des tests permettant d’évaluer le degré de fibrose et
laire de fibrose a l'aide de paramétres variables selon [I'étiologie. Pour les
stéatopathies métaboliques, le grade de fibrose est évalué a partir des plaquettes, du
niveau d’ASAT et d’ALAT, de la ferritine, de la glycémie, de I'dge et du poids du
patient. L’aire de fibrose se calcule a partir du taux d’acide hyaluronique, du TP, des
transaminases et de la glycémie. Le logiciel utilisé dispose d’un systéme expert. Ce
test a été évalué sur 235 patients, dont la prévalence de fibrose =2 était de 27.7%,
avec une efficacité pour le diagnostic de fibrose significative de 91% (AUROC 0.943)

avec une valeur prédictive positive de 97.4% [43-45].

Méthodes physiques

Fibroscan

L’élastométrie impulsionnelle ultra sonore (Fibroscan®) permet par la mesure
de la vitesse de propagation d’'une onde générée par un transducteur ultra sonore,
d’évaluer I'élasticité hépatique (kPa). Cette technique a été validée pour la détection
de fibrose avancée dans de nombreuses pathologies hépatiques, avec une bonne
reproductibilité inter et intra observateur. Cependant, cette reproductibilité est moins
bonne pour diagnostiquer la fibrose débutante, ou dans un foie stéatosique (>25% de
stéatose), ou encore chez les patients avec un BMI>25kg/m?. De plus, d’autres
facteurs influent sur I'élasticité hépatique, dont la nécrose et I'inflammation. Il est
recommandé d’effectuer les mesures 3 mois apres la normalisation des
transaminases, et des algorithmes intégrant la valeur des ALAT sont utilisés pour
linterprétation des résultats. D’autres facteurs comme une cholestase extra
hépatique, une congestion hépatique, une amylose hépatique ou une prise

alimentaire récente faussent les résultats de I'examen. Dans 11,6% a 18,4% des
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cas, la mesure de I'élasticité ne peut étre obtenue. Un IMC élevé a été rapporté
comme étant un facteur indépendant d’échec de cette technique. Récemment une
nouvelle sonde XL adaptée aux patients obéses a été proposée et semble montrer

une plus grande efficacité [46, 47].
ARFI

Cette nouvelle méthode permet la mesure de la dureté hépatique par une
technique d’élastométrie. Elle peut étre intégrée sur un systéme d'échographie.
Plusieurs études rapportent des résultats similaires a ceux du Fibroscan pour

I'évaluation de la fibrose [48].
1.5 Prise en charge

11.5.1 Mesures hygiéno-diététiques

Les mesures hygiéno-diététiques conduisant a une perte de poids sont les
plus efficaces dans la prise en charge des stéatopathies métaboliques. Elles
consistent en une perte pondérale progressive (environ 10 % du poids initial, 0,5 a
1,5 Kg/semaine), obtenue par un régime diététique équilibré (réduction calorique,
réduction des boissons sucrées, consommation de fibres et d'acides gras
polyinsaturés) et par la pratique d’exercice physique, qui reste utile indépendamment

de la perte pondérale.

11.5.2 Prise en charge chirurgicale

Il est connu que cette perte de poids est difficile a obtenir, et une chirurgie
bariatrique peut étre proposée dans certains cas. Associée a la perte de poids,
d’autres effets sont observés aprés une telle chirurgie comme une amélioration de
l'insulino-résistance, une diminution des troubles lipidiques et une diminution de

'inflammation. Les mécanismes, encore mal élucidés sont étudiés avec intérét [49].

11.5.3 Prise en charge médicamenteuse

A ces mesures s’associe la prise en charge médicamenteuse des affections
concomitantes avec utilisation de statines pour les dyslipidémies, d’anti-
hypertenseurs ou d’anti-diabétiques selon les recommandations spécifiques
habituelles.
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A TI'heure actuelle, il n’existe pas de consensus pour un traitement
medicamenteux des stéatopathies métaboliques. Parmi les molécules les plus
évaluées, on note les agonistes des récepteurs nucléaires PPAR
(Peroxisomeproliferator-activatedreceptor) gamma, la metformine et la vitamine E
[50].

Les thiazolidinediones (TZD), agonistes actuels des PPARYy, entrainaient la
maturation du tissu adipeux, et une diminution de la sécrétion de cytokines pro
inflammatoires par celui-ci. lls amélioraient la sensibilité a l'insuline du tissu adipeux,
du foie et du muscle. L'une des TZD, la pioglitazone améliorait la stéatose,
'inflammation et la souffrance hépatocellulaire, avec également une amélioration des
valeurs des transaminases. Les effets de cette molécule sur la fibrose n’ont pas été
démontrés [51]. L'innocuité au long cours de cette molécule n'est pas démontrée
avec notamment des risques de cancer vésicaux qui interdit son usage actuel en
Europe (usage possible aux USA). La rosiglitazone, une autre TZD, a été retirée du
marché. Une diminution de la stéatose, du taux d’ALAT et de la résistance a l'insuline
était observée, sans modification de l'inflammation et de la souffrance cellulaire [52].
De plus, une augmentation des ASAT et une prise de poids a I'arrét du traitement ont
été rapportées. Surtout son usage a été associé a une augmentation d'événements

cardio-vasculaires qui a entrainé son retrait du marché.

La metformine est un anti diabétique appartenant a la classe des biguanides.
Elle augmente la sensibilité a linsuline via la voie de 'AMPK. Si ce traitement
améliore la perte de poids, l'insulino-sensibilité et le taux de glycémie, son réle dans

I'amélioration des lésions hépatiques n’a pas pu étre démontré [53].

Dans une étude contrdlée, la vitamine E, un anti oxydant, a été testée versus
un placebo et de la pioglitazone. Une amélioration du score histologique (NAS) dans

les groupes traités par la vitamine E et la pioglitazone a été observée.[51].

Enfin, l'acide ursodeoxycholique (UDCA) qui est utilisé dans plusieurs
hépatopathies chroniques pour son rdle anti apoptotique et cytoprotecteur, a été
etudié. Bien que plusieurs études rapportent une diminution des transaminases avec
ce traitement, une importante étude de 174 patients démontre qu’aucune différence
entre les patients traités par UDCA et le groupe contrdle n’est observée, tant sur le

dosage des transaminases que sur les Iésions histopathologiques[54].
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Il MATERIELS ET METHODES

I11.1 Patients et recueil des données

Ce travail a été réalisé sur la série de patients obéses morbides du Pdle
digestif du CHU de Nice chez lesquels une chirurgie de I'obésité a été effectuée. I
s’agit de sujets des 2 sexes, avec un IMC justifiant d’'une chirurgie de I'obésité
(IMC>40 kg/m? ou IMC >35 kg/m? avec comorbidités invalidantes). Ces patients n’ont
pas d’autres causes d’hépatopathie et une consommation d’alcool < 20 g/j. Ces
patients ont été recrutés de novembre 2002 a avril 2013, au cours de quatre
programmes hospitaliers de recherche clinique obtenus successivement.

Pour chaque patient, les données cliniques, un bilan biologique incluant un bilan
hépatique et endocrinien, et une sérothéque sont disponibles. Au cours de
l'intervention, une biopsie hépatique a été réalisée pour étude histologique.

Les données du bilan biologique suivantes ont été dosées sur un prélevement
sanguin fait apres 12 heures de jetne : ASAT, ALAT, yGT, bilirubine totale, taux de
prothrombine (TP), glycémie, insulinémie, peptide C, hémoglobine glyquée,
cholestérol total, HDL-cholestérol, LDL cholestérol, triglycérides, acides gras libres,
et CRP.

L’HOMA-IR (Homeostasis Model AssesmentinsulinResistance) est un index
qui refléte l'insulino-résistance générale. Il caractérise les anomalies de la sensibilité
et de la sécrétion insulinique a partir des concentrations plasmatiques a jeun du
glucose (mmol/L) et de l'insuline (pIU/L). Il est calculé selon la formule [glucose] x
[insuline]/ 22,5.

L’Adipose-IR est un index qui refléte l'insulino-résistance du tissu adipeux. I
caractérise les anomalies de la sensibilité a l'insuline du tissu adipeux. Dans des
conditions normales, l'insuline inhibe la lipolyse, diminuant le niveau d’acides gras
libres plasmatique. Il existe une relation entre la concentration d’acides gras libres
plasmatique a jeun (mmol/L) et la concentration plasmatique a jeun d’insuline
(pmol/L). L’'index est donné par la formule [acides gras libres] x [insuline].

Ces index sont utilisés dans de nombreuses études, bien que la définition d’un
seuil a partir duquel on identifie I'insulino-résistance générale concernant ’THOMA-IR

et du tissu adipeux concernant I’Adipose-IR ne soit pas clairement établie.
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Le syndrome métabolique a été diagnostiqué selon les criteres 2009 :
associant 3 anomalies parmi une augmentation du tour de taille (tour de taille 280 cm
chez les femmes et 294 cm chez les hommes), des triglycérides =1.7 mmol/L ou un
traitement anti hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol <1.29 mmol/L chez les femmes
et <1.03 mmol/L chez les hommes ou traitement, hypertension artérielle ou
traitement anti anti-hypertenseur, et glycémie a jeun =25.6mmol/L ou diabéte de type
Il.

Il.2 Etude anatomopathologique des biopsies hépatiques

Elle est réalisée au sein du laboratoire d’Anatomie Pathologique du CHU de
Nice (Pr Michiels).

L’étude histologique est réalisée a partir de fragments biopsiques fixés dans
du formol a 10%, inclus en paraffine, avec des coupes de 3 microns d’épaisseur,
colorées par Hématoxyline-Eosine-Safran, Rouge Sirius ou trichrome de Masson et

Perls.

Evaluation de la stéatose

La stéatose a été évaluée selon une échelle semi-quantitative établie par
Brunt et Kleiner[22]. Elle est gradée en score 0 lorsqu’elle touche moins de 5% des
hépatocytes, en grade 1 lorsqu’elle touche de 5 a 33% des hépatocytes, en grade 2
lorsqu’elle touche 33 a 66% des hépatocytes, en grade 3 lorsqu’elle touche plus de

66% des hépatocytes

Evaluation de la NASH, du score NAS et de l'activité selon Bedossa

La NASH eétait diagnostiquée par la présence de foyers de stéato hépatite,
caractérisés par des hépatocytes ballonnisés au contact de polynucléaires

neutrophiles.

Le score NAS de Kleiner est égal a la somme des grades de la stéatose, de

'inflammation et de la ballonnisation définis ci-dessous.

L’'inflammation est gradée selon le nombre de foyers inflammatoires intra
lobulaires par champs observés au grandissement 200 : 0 : aucun, 1: 1 ou 2 foyers,
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2: 3 ou 4 foyers, 4 : 5 foyers ou plus. La ballonnisation est gradée en fonction du

nombre de cellules ballonnisées (0 : aucun, 1 : quelques, 2 : nombreux).

L’activité selon Bedossa est égale a la somme des grades de l'inflammation et

de la ballonnisation décrits ci-dessous.

L’inflammation est gradée selon le nombre de foyers inflammatoires intra
lobulaires par champs observés au grandissement 200 : 0 : aucun, 1: 1 ou 2 foyers,
2 : plus de 2 foyers. La ballonnisation est gradée en fonction du nombre et de
'aspect des hépatocytes ballonnisés (0 : absence, 1 : arrondis, cytoplasme clarifié,
taille inférieure a deux fois la taille d’'un hépatocyte normal, grade 2 : comme grade 1,

taille supérieure a deux fois celle d’'un hépatocyte normal).

Evaluation de la Fibrose

La fibrose a été évaluée selon une échelle semi-quantitative établie par Brunt
et Kleiner[22]: 0 : absence, 1 : fibrose sinusoidale péri centrolobulaire, discréte (1a),
ou modérée (1b) ou péri portale (1c), 2 : fibrose sinusoidale péri centrolobulaire et

péri portale, 3 : pont, 4 : cirrhose.

lll.3 Dosages sériques

Les dosages sériques du fragment de kératine 18, et de la kératine 18 totale,
ont été effectués a partir de la sérotheque réalisée chez ces malades obéses au sein
de I'équipe N°8 « complications hépatiques de I'obésité » du centre C3M/INSERM U
1065 (codirigée par le Pr Albert Tran et le Dr Philippe Gual). Les tests ELISA utilisés
sont tous standardisés, commercialisés, sensibles et trés facilement transposables

vers les services de biologie.

La kératine 18 totale est libérée par les cellules nécrotiques. Le fragment clivé
de la kératine 18 est produit lors de I'apoptose (clivage dépendant des caspases).
L’antigéne M65 reconnait toutes les formes de kératine 18, son niveau refléte la mort
hépatocytaire totale (nécrose et apoptose). L'antigéne M30 reconnait le fragment
clivé de la kératine 18, son niveau reflete 'apoptose hépatocytaire. La différence

entre ces deux niveaux d’expression reflete la nécrose hépatocytaire.
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Le fragment clivé de la K18 (antigéne M30) et la K18 totale (antigéne M65) ont
été dosés par les kits M30 Apoptosense H ELISA assay et M65 ELISA assay

(PEVIVA), respectivement, selon les recommandations du fabricant.

lll.4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel NCSS 2007.

Comparaison des groupes non NASH/NASH : L’identification des paramétres
cliniques et biologiques associés a la présence d'une NASH ont fait appel a un test

non paramétrique de Mann Whitney ou a un test de Student.

Comparaison des groupes Non NAFLD/Stéatose pure/NASH : L’identification
des parameétres cliniques et biologiques entre ces 3 groupes ont fait appel a un test
de Kruskall Wallis, puis seulement si ce test était significatif, les variables des 3
groupes ont été comparées deux a deux selon le test non paramétrique de Mann

Whitney ou a un test de Student.

Analyses multivariées : Les analyses multivariées ont été réalisées en utilisant
une régression logistique avec estimation de I'odds ratios (OD), et de l'intervalle de
confiance a 95% (IC 95). Les valeurs statistiquement significatives ont été utilisées
pour réaliser une deuxiéme régression logistique. L'équation de régression de cette
nouvelle analyse a permis d'établir un modéle diagnostique. La performance
diagnostique de ce type de modele a été réalisée notamment en analysant la courbe
ROC et l'aire sous la courbe ROC de ce type de modele. Ces analyses ont été
réalisées pour déterminer un modéle diagnostiquant la NASH dans la cohorte des

362 patients obéses morbides.

Performances diagnostiques: Les performances diagnostiques ont été
calculées grace aux indices informationnels habituels : la sensibilité, la spécificité, les

valeurs preédictives positive (VPP) et négative (VPN).

La sensibilité reflete la probabilité d’avoir un test positif lorsque la maladie est
présente. Elle se calcule par le rapport des malades avec un test positif (vrais positifs

ou VP) sur 'ensemble des malades.

La spécificité reflete la probabilité d’avoir un test négatif lorsque la maladie
n’est pas présente. Elle se calcule par le rapport des non malades avec test négatif

(vrais négatifs ou VN) sur I'ensemble des non malades.
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Une bonne sensibilité limite le nombre de faux négatifs parmi les malades.
Une bonne spécificité limite le nombre de faux positifs parmi les non malades.

La valeur prédictive positive refléte la probabilité d’étre malade si le test est
positif. Elle se calcule par le rapport de malades avec un test positif sur 'ensemble
des cas avec un test positif (vrais positifs et faux positifs). Elle est influencée par la

prévalence de la maladie.

La valeur prédictive négative refléte la probabilité de ne pas étre malade
lorsque le test est négatif. Elle se calcule par le rapport de non malades avec un test
négatifs sur 'ensemble des cas avec un test négatif (vrais négatifs et faux négatifs).

Elle est influencée par la prévalence de la maladie.

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) est construite selon les
valeurs de la sensibilité (en ordonnée) et de la spécificité (1- la spécificité en
abscisse). Plus la sensibilité et la spécificité seront élevées, plus la courbe sera
proche de I'angle supérieur gauche du graphique. Moins la sensibilité et la spécificité
seront élevées, plus la courbe sera proche de la diagonale du graphique. Ces
informations sont reflétées par la valeur de I'aire sous la courbe ROC (AUROC : Area
Under Receiver Operating Characteristic). LAUROC représente l'efficacité globale
du test. Alors qu’une valeur dAUROC a 0.50 refléte un test non discriminant (courbe
ROC sur la diagonale), une valeur AUROC a 1 est idéale. En pratique une valeur

supérieure a 0.70 est acceptable, supérieure a 0.80 excellente.

Analyse selon le grade de stéatose : Les valeurs de différents paramétres en
fonction du grade de stéatose sont présentées sous la forme de boites a moustache.
La ligne horizontale a l'intérieur de chaque boite représente la médiane. Les lignes
horizontales supérieure et inférieure de chaque boite représentent les premier et
troisieme quartiles. Les lignes verticales aux extrémités de chaque boite représentent

les centiles (5e et 95e). Les points correspondent aux données extrémes.

Les tests de corrélation des paramétres biologiques en fonction du grade de

stéatose ont fait appel a un test de corrélation non paramétrique de Spearman.
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IV RESULTATS

IV.1 Stéatopathies métaboliques : Analyse histologique et recherche de

marqueurs clinico-biologiques sur 857 obéses morbides

IV-1-1 Description de la cohorte de 857 obéses morbides

IV-1-1a Analyse histologique

Les caractéristiques histopathologiques des 857 patients sont présentées

dans le tableau IV.

-7.8% avaient un foie «normal», non stéatosique, sans inflammation, ni

ballonnisation,

-73.2% avaient une stéatose sans NASH, parmi lesquels 1% avaient une

inflammation isolée et 12.3% des hépatocytes ballonnisés isolément,

-19% avaient une NASH, parmi lesquels, 60.1% avaient un score NAS = 5 et 100%
une activité selon Bedossa = 2. 43% avait une stéatose de grade <2. La fibrose

observée était de grade 0 a 4, dont 2 cas de cirrhose.
IV-1-1b Caracteéristiques clinico-biologiques

Les paramétres clinico-biologiques des 857 patients répartis selon I'absence
(groupe non NASH) ou la présence de NASH (groupe NASH) sont présentés dans le
tableau V.

Les paramétres significativement plus élevés lors de la NASH étaient les suivants :
- données cliniques : age, IMC, tour de taille, masse maigre, dépense énergétique,
- fonction hépatique : ALAT, ASAT, yGT,

- bilan insulinique : HOMA-IR, Adipose-IR, glycémie, insuline, peptide C, HbA1c,

-parameétres lipidiques : HDL-cholestérol (significativement moins élevé), triglycérides

et acides gras libres,

- le syndrome meétabolique était plus significativement plus fréquent chez les NASH

par rapport aux non NASH.

Les paramétres clinico-biologiques des 857 patients répartis selon I'absence

de stéatose (groupe Non NAFLD/ « foie normal »), la présence de stéatose sans
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NASH (groupe stéatose pure), et la présence de NASH (groupe NASH) sont
présentés dans le tableau VI.

Parmi les paramétres cliniques, du bilan hépatique, glucidique et lipidique
significativement plus élevés avec la NASH observés dans le tableau précédent
(tableau VI), la plupart sont significativement plus élevés dans le groupe avec
stéatose pure que dans le groupe sans stéatose. lls augmentent également
significativement lors de la NASH, par rapport a la stéatose pure. Parmi les
parameétres qui n’étaient pas significativement plus élevés avec la stéatose, mais
avec la NASH uniquement, on note le tour de taille, la masse maigre et les acides

gras libres.

En d’autres termes, la plupart des parametres étudiés sont moins élevés dans
le groupe sans atteinte hépatique (non NAFLD) par rapport au groupe avec stéatose

pure, et augmentent encore lors de la NASH (tableau VI).
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Tableau IV. Caractéristiques histopathologiques des 857 patients obéses morbides

Total Non NAFLD  Stéatose pure NASH
N (%) 857 67 (7.8) 627 (73.2) 163 (19)
Steatose n(%)
0 67 (7.8) 67 (100) - -
1 319 (37.2) - 305 (48.6) 14 (8.6)
2 251 (29.3) - 195 (31.1) 56 (34.4)
3 220 (25.7) - 127 (20.3) 93 (57.1)
Inflammation n(%) 169 (19.7) 0 6 (1) 163 (100)
1 159 (18.6) - 5(0.8) 154 (94.5)
2 10 (1.2) 1(0.2) 9 (5.5)
Ballonnisation n (%) 240 (28) 0 77 (12.3) 163 (100)
1 234 (27.3) - 77 (12.3) 157 (96.3)
2 6 (0.7) - 6 (3.7)
NAS n(%)
<2 532 (62.1) 67 (100) 465 (74.2) -
34 227 (26.5) - 162 (25.8) 65 (39.9)
=5 98 (11.4) - - 98 (60.1)
Activité n(%)
0 611 (71.3) 67 (100) 544 (86.8) -
1 82 (9.6) - 82 (13.1) -
22 164 (19.1) - 1(0.2) 163 (100)
Fibrose n(%)
0 119 (13.9) 12 (18) 89 (14.2) 18 (11.1)
1a 330 (38.5) 28 (41.8) 247 (39.4) 55 (33.7)
1b 44 (5.1) 5(7.5) 35 (5.6) 4 (2.5)
1c 121 (14.1) 5(7.5) 95 (15.2) 21 (12.9)
2 204 (23.8) 17 (25.4) 145 (23.1) 42 (26)
3 37 (4.3) - 16 (2.6) 21 (13)
4 1(0.1) - - 2(1.2)

Les résultats sont présentés en nombre (pourcentage).
NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis,
Stéatose, score NAS et fibrose évalué selon Kleiner, activité évaluée selon Bedossa.
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présence ou non de NASH

Tableau V. Données cliniques et biologiques des 857 patients obéses morbides répartis selon la

Non NASH NASH P
N (F/H) 694 (600/94) 163 (122/41) <0.0002
SM IDF n(%) 221 (31.8) 99 (60.7) <0.0001
Age (ans) 39 + 11.3 415+ 11.9 <0.05
IMC (kg/m?) 433 £5,0 443 £ 5.7 <0.05
Tour de taille (cm) 119.2 + 13.9 126.5 £ 145 <0.0001
Masse maigre (kg) 59,0 £ 12.9 63.4 £ 14.6 <0.001
Masse grasse (kg) 57.7 £ 124 58.6 £+ 11.9 NS
DE (kcal) 1785.1 + 430.5 2009.1 + 563.3 <0.0001
ASAT (UI/L) 26.5 + 111 371+ 224 <0.0001
ALAT (UI/L) 319 + 21.6 50.4 + 36.2 <0.0001
vyGT (UI/L) 38.6 + 40.7 57.6 £ 52.9 <0.0001
Bili totale (pmol/L) 74 £ 34 76 +4.38 NS
TP (%) 94.8 + 8.4 95.9 + 9.8 NS
HOMA-IR 53+ 4.6 9.7 £ 9.2 <0.0001
Adipo-IR 126 £ 9.6 20.2 + 145 <0.0001
Glycémie(mmol/L) 54 £ 1.7 6.5 %28 <0.0001
Insuline (mUI/L) 21.7 £ 16.7 31.6 + 224 <0.0001
Peptide C (pmol/L) 931.6 + 384,0 1194.5 + 479.7 <0.0001
HbA1c (%) 5.8 + 0.9 6.4 +1.3 <0.0001
CT (mmol/L) 53+1.0 54 +12 NS
HDL-C (mmol/L) 1.4 £ 0.3 1.2+03 <0.0001
LDL -C (mmol/L) 32 +0.9 32+1,0 NS
TG (mmol/L) 1.5+0.8 22 +17 <0.0001
AGL (mmol/l) 0.6 + 0.2 0.7 £ 0.2 0.005
CRP (mg/L) 10.8 £ 8.9 114 £ 9.2 NS

Les résultats exprimés en moyenne + écart-type.

IMC: Indice de Masse corporelle; DE: dépense énergétique; TP: taux de prothrombine;
ASAT: Aspartate amino transferase; ALAT. Alanine Amino-transferase; yGT: gamma glutamyl
transferase; HbA1c: hémoglobine glyquée CT. cholesterol total; HDL-C: High density
lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low density lipoprotein cholesterol;TG: triglycérides; AGL:
acides gras libres;CRP: protéine C réactive; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis
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Tableau VI. Données cliniques et biologiques des 857 patients obéses morbides répartis selon la

présence ou non de NAFLD et de NASH

Non NAFLD Stéatose pure NASH
N (F/H) 67 (63/4) 627 (537/90) 163 (122/41)
SM IDF n(%) 6 (9) 215 (34.3)* 99 (60.7)*°
Age (ans) 34 + 10.6 39.5 £ 11.3* 415 + 119
IMC (kg/m?) 419 + 34 434 + 5.2* 443 + 5.7*
Tour de taille (cm) 116.8 £ 13.3 119.4 + 13.9 126.5 + 14.5*°
Masse maigre (kg) 57.8 + 12.5 59.1 + 13,0 63.4 + 14.6*°
Masse grasse (kg) 54.3 + 12.2 58.0 £ 12.4* 58.6 + 11.9*
DE (kcal) 1591.7 + 413,0 1805.7 + 427.6* 2009.1 + 563.3*°
ASAT (UI/L) 224 +55 27.0 £ 11.4* 37.1 + 22.4*°
ALAT (UI/L) 219 £ 938 33.0 £ 22.2% 50.4 + 36.2*°
vyGT (UI/L) 29.3 + 361 39.6 + 41* 57.6 + 52.9*°
Bili totale (umol/L) 71+36 74 34 7.6 +438
TP (%) 92.8 + 11.7 95.0 + 8* 95.9 + 9.8*
HOMA-IR 28 £15 55 +4.7* 9.7 +9.2*
Adipo-IR 7.7 £53 13.1 £9.8* 20.2 + 14.5%°
Glycémie(mmol/L) 46 +0.6 55+ 1.8* 6.5 + 2.8*°
Insuline (mUI/L) 13.7 £ 6.8 226 + 17.2* 31.6 + 22.0%°
Peptide C (pmol/L) 707.5 + 268.4 955.5 + 386.9* 1194.5 + 479.7*°
HbA1c (%) 54 +04 5.8 + 0.9* 6.4 + 1.3*°
CT (mmol/L) 5109 53+ 1.1 54 +12
HDL-C (mmol/L) 1.5+ 04 14 + 0.3* 1.2 + 0.3*°
LDL -C (mmol/L) 3.1+08 32+09 32+1,0
TG (mmol/L) 1.1+04 1.6 + 0.8* 22+ 1.7
AGL (mmol/l) 0.6 + 0.3 0.6 + 0.2 0.7 + 0.2*%
CRP (mg/L) 11.2 + 83 10.7 £ 9.0 11.4 + 9.2

Les résultats exprimés en moyenne * écart-type.

IMC: Indice de Masse corporelle; DE: dépense énergétique; TP: taux de prothrombine;
ASAT. Aspartate amino transferase; ALAT. Alanine Amino-transferase; yGT. gamma
glutamyl transferase; HbA1c: hémoglobine glyquée CT:. cholesterol total; HDL-C: High
density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low density lipoprotein cholesterol;TG: triglycérides;
AGL: acides gras libres;CRP: protéine C réactive; NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver

Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis

* 1 p<0.05 vs Non NAFLD; $ : p<0.05 vs stéatose pure.
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IV-1-2 Recherche de marqueurs diagnostiques parmi les paramétres

sériques dosables en routine

Les performances diagnostiques, représentées par la valeur de l'aire sous la
courbe ROC, de PALAT, I'HOMA-IR, l'adipose-IR, linsuline, I'HDL-c et des
triglycérides pour le diagnostic d’'une stéatopathie métabolique (NAFLD) et d’une
NASH sont présentées dans le tableau VII. Le diagnostic d'une stéatopathie
métabolique permet de différencier les patients ayant une stéatose simple ou une
NASH versus ceux ayant un « foie normal » (absence de NAFLD). Le diagnostic de
NASH permet de différencier les patients ayant une NASH versus ceux ayant une

stéatose pure ou un foie normal.
IV-1-2a Recherche de marqueurs pour le diagnostic de NAFLD

Pour le diagnostic de NAFLD (stéatose avec ou sans NASH), THOMA-IR avait
I'aire sous la courbe ROC la plus élevée (0.78) (tableau Vlla). Ce paramétre avait
une bonne capacité a prédire une NAFLD (bonne valeur prédictive positive a 89% en
utilisant un seuil a 3) (tableau VIIb). Cependant, une valeur dHOMA-IR basse
n’éliminait pas une NAFLD (valeur prédictive négative faible a 18% en utilisant un

seuil a 3).

Si I'on choisit un seuil a 6.5, un patient dont ’THOMA-IR était supérieur au seuil
avait de forte chance d’avoir une NAFLD. Cependant, beaucoup de patients avec
une NAFLD avaient un HOMA-IR inférieur a 6.5 (sensibilité a 30%).

IV-1-2b Recherche de marqueurs pour le diagnostic de NASH

Pour le diagnostic de NASH les valeurs des AUC de I'ALAT, lTHOMA-IR,
l'adipose-IR, l'insuline, 'HDL-c et des triglycérides étaient < a 0.70. La valeur
diagnostique de I'ALAT était similaire a celle de 'THOMA-IR (0.69) et inférieure a
celle de I'adipose-IR (0.70) (tableau Vlla).

Nous avons évalué la performance diagnostique de I'ALAT a 0.5 fois la limite
supérieure de la normale pour le diagnostic de NASH (tableau Vlic). La limite
supérieure de la normale de I'ALAT (N) est de 31UI/L pour les femmes et 41UI/L
pour les hommes. Parmi les 163 NASH, 150 avaient une valeur d’ALAT = 0.5N.
Parmi les 693 non NASH, 588 avaient une valeur d’ALAT = 0.5N.

37



Le test n'est pas performant pour identifier les patients NASH. Si la sensibilité
est bonne, la spécificité est trés faible. En d’autres termes, la plupart des patients
NASH et non NASH ont des ALAT supérieurs a 0.5 N. L'intérét du test est si I'on
considére les patients avec un taux d'ALAT inférieur a 0.5N. Il y a peu de risque
d'avoir une NASH si la valeur d’ALAT est inférieure a <0.5N (bonne valeur prédictive
négative a 89%) (tableauVlic).

Nous avons cherché a améliorer cette capacité de la valeur d’ALAT < 0.5N a
éliminer la NASH. Nous avons donc comparé dans le groupe de patients qui avaient
une valeur d’ALAT < 0.5N plusieurs parametres clinico-biologiques selon la présence
ou non de NASH (105 non NASH et 13 NASH). Le tour de taille, l'insulinémie, le
peptide C, I'HbA1c, les triglycérides, 'HOMA-IR et [ladipose- IR étaient
significativement plus élevés chez les NASH. L’HDL-c était plus bas plus bas chez
les NASH.

Autrement dit les patients ayant une NASH et une valeur dALAT < 0.5N
difféerent des non NASH par une plus forte insulino-résistance. La valeur HOMA-IR
la plus basse dans le groupe des patients NASH avec une valeur d’ALAT < 0.5N était
de 2.67. Aucun patient NASH avec une valeur d’ALAT < 0.5N n’avait un HOMA-IR <
2.5.

Donc dans notre cohorte de patients obéses morbides, I'association ALAT
<0.5N et HOMA-IR < 2.5 permettait d’éliminer la présence d’'une NASH.
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Tableau VII. Capacité a diagnostiquerune NAFLD ou une NASH de I'ALAT etdes marqueurs de
I'insulino-résistance (n=857)

AUROC NAFLD NASH
ALAT UIIL 0.72 0.69
HOMA-IR 0.78 0.69
Adipose-IR 0.74 0.70
Insuline (mUI/L) 0.74 0.66
HDL (mmol/L) 0.62 0.63
TG (mmol/L) 0.74 0.65

a. Valeurs diagnostiques (AUROCSs) pour la présence de NAFLD et de NASH (n=857)

HOMA-IR Se Sp VPP__ VPN

3 0,76 0,61 096 0,18

4,7 050 089 098 0,13

6,5 0,30 0,98 1,00 0,10
Adipose IR

4,8 09 037 094 024

7,6 0,75 059 09 0,17

11,7 050 080 097 0,12

b. Prédiction de la NAFLD : performance diagnostique de 'THOMA-IR et de I’Adipose-IR (n=857)

Se  Sp VPP VPN

HOMA-IR

2,5 093 022 022 093
ALAT (UIIL)

20.5N 092 015 020 0,89

c. Prédiction de la NASH: performance diagnostique de THOMA-IR et d’'un taux d’ALAT supérieura
0.5 fois la limite supérieure de la normale (n=857)

AUROC: aire sous la courbe ROC (receiver-operating characteristic)

ALAT: Alanine Amino-transferase; HDL-C: High density lipoprotein cholesterolTG:
triglycérides; NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-
Hepatitis

Se: sensibilité; Sp: spécificité; VPP: valeur prédictive positive; VPN: valeur prédictive
négative
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IV.2 Stéatopathies métaboliques : Analyse histologique et recherche de
marqueurs clinico-biologiques et de marqueurs de mort sur 362 obéses
morbides

IV-2-1 Description de la cohorte de 362 obéses morbides

IV-2-1a Analyse histologique

Les caractéristiques histopathologiques des 362 patients sont présentées

dans le tableau VIII.

-6.6% avaient un foie «normal» non stéatosique, sans inflammation ni

ballonnisation,

-78% avaient une stéatose sans NASH, dont 3.9% avaient des hépatocytes

ballonnisés isolément,

-15,7% avaient une NASH, le score NAS était = 5 pour 61.4% des cas, I'activité selon
Bedossa était = 2 pour 100% des cas. 38.6% des patients avaient une NASH

survenant sur une foie avec une stéatose de grade 1 ou 2.

IV-2-1b Caracteéristiques clinico-biologiques et marqueurs de

morts

Les parameétres clinico-biologiques des patients répartis selon I'absence
(groupe non NASH) ou la présence de NASH (groupe NASH) sont présentés dans le
tableau IX.

Les paramétres significativement plus élevés lors de la NASH étaient les suivants :
- données cliniques : age, tour de taille,

- fonction hépatique : ALAT,

- bilan insulinique : HOMA-IR, Adipose-IR, insuline,

- paramétres lipidiques: HDL- cholestérol (significativement moins éleveé),

triglycérides,

- le syndrome métabolique était plus significativement plus fréquent chez les NASH

par rapport aux non NASH.

40



En comparant avec la cohorte de 857 patients, les mémes parameétres étaient
significativement différents chez les patients NASH par rapport aux patients non

NASH, a I'exception de I'IMC et des acides gras libres qui étaient similaires.

Les marqueurs sériques d’apoptose, de mort cellulaire totale et de nécrose
étaient significativement plus élevés lors de la NASH.

Les parametres clinico-biologiques des patients répartis selon I'absence de
stéatose (groupe Non NASH), la présence de stéatose sans NASH (groupe stéatose

pure), et la présence de NASH (groupe NASH) sont présentés dans le tableau X.

Comme observé sur les 857 patients, les cas sans NAFLD avaient des valeurs
d’ALAT, de marqueurs de l'insulino-résistance, du bilan lipidique, et la présence du
syndrome métabolique, inférieures a celle observées chez les patients avec stéatose
pure. Ces valeurs augmentaient significativement lors de la NASH par rapport a la

stéatose pure.

Les marqueurs de mort totale et de nécrose étaient significativement plus
élevés avec la stéatose, et s’élevaient encore avec la NASH. Le marqueur
d’apoptose n’était pas significativement plus élevé avec la stéatose, mais avec la

NASH uniquement.

Nous avons étudié les marqueurs de mort en fonction de la fibrose hépatique
évaluée selon Brunt. Parmi tous les patients, les marqueurs de mort étaient
significativement plus élevés chez les patients avec une fibrose =2 (p<0.05). Il
existait également une corrélation faible, mais statistiquement significative, entre les
marqueurs de mort et le degré de fibrose (p<0.005). Les marqueurs de mort totale et
de nécrose (rs=0.20 et 0.18 respectivement) étaient mieux corrélés a la fibrose que

le marqueur d’apoptose (rs=0.15).
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Tableau VIIl. Caractéristiques histopathologiques des 362 patients obéses morbides

| Total Non NAFLD Stéatose pure NASH
N (%) 362 23 (6.4) 282 (77.9) 57 (15.7)
Steatose n(%)
0 23 (6.4) 23 (100) - -
1 147 (40.6) - 143 (50.7) 4(7)
2 95 (26.2) - 77 (27.3) 18 (31.6)
3 97 (26.8) - 62 (22) 35 (61.4)
Inflammation n(%) 57 (15.7) 0 0 57 (100)
1 - - 55 (96.5)
2 - 2 (3.5)
Ballonnisation n 68 (18.8) 0 11 (3.9) 57 (100)
1 - 11 (3.9) 55 (96.5)
2 - 0 2 (3.5)
NAS n(%)
<2 240 (66.3) 23 (100) 217 (77) -
3-4 87 (24) - 65 (23) 22 (36.6)
25 35 (9.7) - - 35 (61.4)
Activité n(%)
0 294 (81.2) 23 (100) 271 (96.1) -
1 11 (3) - 11 (3.9) -
22 57 (15.7) - - 57 (100)
Fibrose n(%)
0 63 (17.4) 5(21.7) 48 (17) 10 (17.5)
1a 141 (39) 9 (39.1) 112 (39.7) 20 (35.1)
1b 10 (2.8) 2(8.7) 8 (2.8) -
1c 64 (17.7) 2(8.7) 53 (18.8) 9(15.8)
2 67 (18.5) 5(21.7) 52 (18.4) 10 (17.6)
3 17 (4.7) - 9(3.2) 8 (14)

Les résultats sont exprimés en nombre (pourcentage).
NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis,
Stéatose, score NAS et fibrose évalué selon Kleiner, activité évaluée selon Bedossa.
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Tableau IX. Données cliniques et biologiques des 362 patients obéses morbides répartis selon la
présence ou non de NASH

Non NASH NASH P
N (F/H) 305 (277/28) 57(43/14) <0.001
SM IDF n (%) 144 (47.2) 42 (73.7) <0.001

Age (ans) 39.1 + 10.9 44 + 9.6 <0.05

IMC (kg/m?) 441 + 4.8 454 + 53 NS
Tour de taille (cm) 108.2 = 345 127.6 + 131 <0.0001
ALAT UI/L 31.0 + 211 54 + 46.4 <0.0001
HOMA-IR 54 + 4.0 10 + 9.7 <0.0001
Adipose-IR 123 + 9.0 18 + 13.7 <0.0001
Insuline (mUI/L) 19.5 + 13.7 30 + 23.6 <0.0001
HDL (mmol/L) 1.5 + 0.6 1.28 + 04 <0.05
TG (mmol/L) 16 + 0.8 226 + 1.7 <0.0001
AGL (mmol/L) 06 = 0.2 0.64 + 0.3 NS
Marqueur apoptose (U/L) 232 + 145 356 + 268 <0.0001
Marqueur mort (U/L) 484 = 311 809 + 539 <0.0001
Marqueur nécrose (U/L) 252 + 247 452 + 381 <0.0001

Les résultats exprimés en moyenne * écart-type.

F: Femme; H: Homme; IMC: Indice de Masse corporelle; SM IDF: syndrome métabolique
selon la définition IDF; ALAT: Alanine Amino-transferase; HOMA-IR: homeostasis model
assessment of insulin resistance; HDL-C: High density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low
density lipoprotein cholesterol;TG: triglycérides; AGL: acides gras libres; NAFLD: Non
Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis



Tableau X. Données cliniques et biologiques des 362 patients obéses morbides répartis selon la
présence ou non de NAFLD et de NASH

Total Non NAFLD  Stéatose pure NASH

N (F/H) 362 (320/42) 23 (23/0) 282(254/28) 57(43/14)

SM IDF n(%) 186 (51.4) 4 (17.4) 140 (49.6) * 42 (73.7)**

Age (ans) 39.5+10.8 33+8.44 39.1+10.9° 44 +9.6*°

IMC (kg/m?) 443+49 42.9+2.88 442 +5 454 +53

Tour de taille (cm) 1184 +154  110.3+89  117.1+155* 127.6+13.1*°

ALAT UI/L 33.8+27.7 19.1+ 7.7 31+£211* 54 +46.4°
HOMA-IR 6+56 27+16 54+4* 10+9.7°
Adipose-IR 12.8+ 10 6.2+4 12.3+9* 18 £13.7*%
Insuline (mUI/L) 21.8+15.6 1.2+ 6.9 209+133*  30+236°
HDL (mmol/L) 1.39 + 0.4 1.61+0.4 1.40+0.3* 128+047°
TG (mmol/L) 1.71+1 112 + 0.4 1.65+0.9* 226+1.7°

AGL (mmol/L) 0.60 + 0.2 0.53 +0.2 0.59+0.2 0.64 +0.3
Marqueur apoptose (U/L) 252 + 176 211+ 118 234 + 147 356 + 268 **
Marqueur mort (U/L) 535 + 375 342 + 154 496 + 319 * 809 + 538 **
Marqueur nécrose (U/L) 283 + 281 131 + 165 262 + 250 * 453 + 381 **

Les résultats exprimés en moyenne * écart-type.

F: Femme; H: Homme; IMC: Indice de Masse corporelle; SM IDF: syndrome

métabolique selon la définition

IDF; ALAT: Alanine Amino-transferase;

HOMA-IR:

homeostasis model assessment of insulin resistance; CT: cholesterol total; HDL-C:
High density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low density lipoprotein cholesterol; TG:
triglycérides; AGL: acides gras libres;NAFLD: Non Alcoholic Fatty Liver Disease;

NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis
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IV-2-2 Recherche de marqueurs diagnostiques parmi les paramétres

sériques dosables en routine et les marqueurs sérigues de mort

La performance pour diagnostiquer une NAFLD et une NASH de I'ALAT,
'HOMA-IR, l'adipose-IR, linsuline, 'HDL-c, des triglycérides et des marqueurs

sériques d’apoptose, de mort totale et de nécrose est présentée dans le tableau IX.
IV-2-3a Recherche de marqueurs pour le diagnostic de NAFLD

Pour le diagnostic de stéatopathie métabolique, les paramétres de l'insulino-
résistance (HOMA-IR et adipose-IR) avaient les valeurs d’aire sous la courbe ROC
les plus élevées (0.77). La sensibilité, la spécificité, les valeurs prédictives positives
et négatives étaient comparables a celles décrites dans la cohorte de 857 patients.
Les courbes ROC, qui représentent la sensibilité et la spécificité pour diagnostiquer
la présence de stéatopathie métabolique (stéatose avec ou sans NASH), de 'ALAT

et de 'THOMA-IR sont présentées dans la figure 3a.
IV-2-3b Recherche de marqueurs pour le diagnostic de NASH

La performance des marqueurs sériques de mort pour diagnostiquer la NASH
est représentée par la valeur de l'aire sous la courbe ROC, présentée dans le
tableau XI.

Les valeurs des AUROCs (Aire sous les courbes ROC) pour diagnostiquer la
NASH étaient moins élevées pour les marqueurs de mort totale et de nécrose (0.70
et 0.68) que pour 'ALAT (0.72). La valeur diagnostique du marqueur d’apoptose était
faible (0.60) (tableau XI).

Les courbes ROC de 'ALAT et du marqueur de mort totale pour diagnostiquer

la présence d’'une NASH, sont présentées dans la figure 3b.

Utilisés isolément, les marqueurs sériques d’apoptose, de mort totale et de

nécrose, ne sont pas de bons marqueurs de la NASH.
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Tableau XIl. Valeurs diagnostiques (AUROCS) pour la présence de NAFLD et de NASH (n=362)

AUROC NAFLD NASH
ALAT UI/L 0.76 0.72
HOMA-IR 0.77 0.69
Adipose-IR 0.77 0.65
Insuline (mUI/L) 0.74 0.65
HDL (mmol/L) 0.62 0.62
TG (mmol/L) 0.72 0.63
Marqueur apoptose (U/L) 0.58 0.60
Marqueur mort (U/L) 0.68 0.70
Marqueur nécrose (U/L) 0.70 0.68

Figure 3 :Courbes ROC pour le diagnostic de NAFLD et de NASH (n=362)

1,00 T T T 1,00
075 — 075 |
2 2
> =
B 0,50 — = 0,50 —
i= B =4 =
& 1 & F
N ALAT ] E HOMA-IR
025 = — 025 — —
AUROC: 0.76 1 AUROC:0.77 1
0,00 L L L ] 0,00 L L L ]
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
1-Specificity 1-Specificity

a :Courbes ROC pour le diagnostic de NAFLD de I'ALAT et de THOMA-IR (n=362)

1,00
075 |- 075 |- i
2z =
3 F = F 4
-‘g 050 E 050 —
& N ALAT ] 2 ; arqueur de
0,25 ] 025 [ mort
AUROC: 0.72 ] AUROC:0.70
0,00 1 L L ] 0100 L L L
0,00 0,25 0,50 075 1,00 0,00 0,25 0,50 075 1,00
1-Specificity 1-Specificity

b :Courbes ROC pour le diagnostic de NASH de I'ALAT et du marqueur de mort totale (M65:
kératine18 totale) (n=362)

AUROC: aire sous la courbe ROC (receiver-operating characteristic) ; ALAT: Alanine Amino-
transferase; HDL-C: High density lipoprotein cholesterol; TG: ftriglycérides; NAFLD: Non
Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis
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IV.3 Analyse selon le degré de stéatose de la valeur des marqueurs

clinico-biologiques et des marqueurs sériques de mort

IV-3-1 Valeurs de 'ALAT, 'THOMA-IR et des marqueurs sériques de
mort selon le grade de stéatose

Pour expliquer le manque de performance de ces marqueurs, nous avons
étudié la valeur de I'ALAT, de 'THOMA-IR et des marqueurs sériques de mort, en

fonction du grade de stéatose sur 362 patients.

Nous avons dans chacun des deux groupes Non NASH et NASH, classés les
patients selon leur grade de stéatose (SO, 1, 2 et 3) (figure 4 et 5). A partir des
données histopathologiques précédemment décrites (tableau VIII), il y avait parmi les
patients sans NASH, 23 S0, 143 S1, 77 S2 et 62 S3. Les 23 patients SO et sans
NASH correspondent au sous groupe sans NAFLD. Tous les patients NASH avaient
un foie stéatosique : on identifiait 4 S1, 18 S2, et 35 S3 (tableau VIII).

Dans chacun de ces sous groupes les valeurs de 'HOMA-IR, de 'ALAT, du
marqueur d’apoptose, du marqueur de mort totale et du marqueur de nécrose ont été
calculées. Ces données sont représentées sous la forme de boites a moustaches
(box plot) (figure 4 et 5). La valeur médiane des différents paramétres est donnée par

la ligne a l'intérieur de chaque boite.

Il N’y avait pas de différence significative des valeurs des marqueurs sériques
de mort entre les patients avec une stéatose de haut grade sans NASH (S2 et S3), et
les patients NASH mais avec un faible grade de stéatose (S1 NASH et S2 NASH).

De plus, les valeurs médianes de I'HOMA-IR, ALAT (figure 4), et des

marqueurs de mort totale et de nécrose (figure 5) étaient plus élevées

-dans le sous groupe S3 sans NASH (6, 41, 549, 330 respectivement) que dans les
sous groupes S1NASH (4, 20, 358, 142) et S2 NASH (6,28, 496, 311).

-dans le sous groupe S2 sans NASH (5, 26,489, et 280 respectivement) que dans le
sous groupe S1 NASH.
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IV-3-2 Corrélation selon le grade de stéatose

Dans chaque groupe (Non NASH et NASH), les valeurs de I'ALAT, de
'HOMA-IR et des marqueurs sériques de mort ont été corrélées au grade de

stéatose.

L’'HOMA-IR était faiblement corrélé au grade de stéatose en I'absence de
NASH (rs=0.311), et n’était pas corrélé au grade de stéatose lors de la NASH. La
seule différence significative de la valeur de 'HOMA-IR était observée dans le
groupe non NASH, entre une stéatose de grade 2 et une stéatose de grade 3 (figure
4a).

Les valeurs de I'ALAT et des différents marqueurs sériques de mort étaient
significativement corrélées au grade de stéatose, qu’il y ait ou non de la NASH
(figure 4 et 5).

Dans le groupe non NASH, dés la présence de stéatose, la valeur de 'ALAT
augmentait significativement pour chaque grade de stéatose. Lors de la NASH Ia
différence de la valeur d’ALAT était significative uniquement entre les grades 2 et 3
(figure 4b).

Le marqueur d’apoptose était trés faiblement corrélé au grade de stéatose en
'absence de NASH (rs: 0.117). Lors de la NASH, la corrélation du marqueur
d’apoptose avec le grade de stéatose était meilleure (rs : 0.513). La seule différence
significative du marqueur d’apoptose était observée entre les patients S2 NASH et
S3 NASH (figure 5a).

Le marqueur de mort totale était mieux corrélé a la stéatose lorsqu’il y avait de
la NASH (figure 5b) alors que la corrélation du marqueur de nécrose était identique
qu’il y ait ou non de la NASH (figure 5c). En I'absence de NASH le marqueur de mort
totale et le marqueur de nécrose augmentaient avec une stéatose de grade 2. Ces 2
marqueurs augmentaient avec une stéatose de grade 3 qu'il y ait de la NASH ou non
(figure 5b et 5c).

Nous montrons que la valeur des marqueurs sériques de mort était corrélée
positivement au grade de stéatose, avec ou sans NASH. Il existait aussi un
chevauchement de ces marqueurs entre une stéatose majeure sans NASH et une

stéatose de faible intensité avec NASH.
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Figure 4. Marqueurs potentiels de NASH: valeurs selon le grade de stéatose et corrélation(n=362)
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Figure 5. Marqueurs potentiels de NASH: valeurs selon le grade de stéatose et corrélation(n=362)
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IV-3-3 Valeurs de 'ALAT, 'THOMA-IR et des marqueurs sériques de

mort pour un méme grade de stéatose selon la présence ou non de NASH

Nous avons pour un méme grade de stéatose, évalué la valeur de THOMA-IR,
'ALAT et des marqueurs sériques de mort selon la présence ou non de NASH
(tableau XII).

Pour une stéatose d’intensité faible (S1) ou modérée (S2), 'ALAT et les
marqueurs de mort n’étaient pas significativement augmentés lors de la NASH. Seul
'THOMA-IR pour une stéatose modérée (S2) augmentait significativement avec la
NASH.

Lorsque le foie présentait une stéatose sévére (S3), THOMA-IR, 'ALAT, les
marqueurs d’apoptose et de mort totale augmentaient significativement avec la
NASH. Le marqueur de nécrose augmentait avec la NASH, mais pas de maniere

significative.

Les marqueurs sériques de mort augmentaient significativement avec la

NASH uniquement quand celle-ci survenait sur un foie avec une stéatose sévere.
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Tableau XII. Valeurs de THOMA-IR, 'ALAT et des marqueurs sériques de mort selon la présence
ou non de NASH pour un méme grade de stéatose (n=362)

S1
Non NASH NASH p
HOMA-IR 45+3 32+16 NS
ALAT UI/L 23.6+124 34 +35 NS
Marqueur apoptose (U/L) 222.4 £ 132.6 2282 +721 NS
Marqueur mort (U/L) 394.1 +231.6 356.1 + 166.8 NS
Marqueur nécrose (U/L) 182.1 £ 221.6 127.9+115.8 NS
S2
Non NASH NASH p
HOMA-IR 57145 12.8 £ 13.7 0.0002
ALAT UI/L 30.8 + 19.1 30.2+13.8 NS
Marqueur apoptose (U/L) 2299+ 141.8 19431644 NS
Marqueur mort (U/L) 533.3+2724 511.7 £ 232.6 NS
Marqueur nécrose (U/L) 303 + 238.6 317.3+£191.7 NS
S3
Non NASH NASH p
HOMA-IR 747 94+7.3 <0.05
ALAT UI/L 48.2 + 28.8 67.9+525 <0.05
Marqueur apoptose (U/L) 265 + 180.8 454.2 £ 300 0.0002
Marqueur mort (U/L) 682.5 +434.3 1013.2+576.9 0.0002
Marqueur nécrose (U/L) 414.3 + 309.5 550.7 £ 425.8 NS

Les résultats exprimés en moyenne * écart-type.

Les valeurs des paramétres sont exprimés pour un méme grade de stéatose selon la

présence ou non de NASH.

HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance; ALAT: Alanine Amino-

transferase.
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IV.4 Elaboration et analyse de modéles diagnostiques de NASH

Afin de définir un meilleur test pour prédire la NASH, nous avons réalisé des
modéles associant les paramétres significativement différents en analyses multi
variées. Les variables inclues dans les analyses multivariées étaient celles qui
étaient significativement différentes en analyse univariée et non redondantes entre

elles.

A partir de ces analyses multivariées, plusieurs modéles ont été construits par

régression logistique, utilisant les facteurs prédictifs indépendants.

Les différentes valeurs AUROCs de ces modéles sont présentées dans le
tableau XllIl. Les meilleures valeurs étaient obtenues avec les deux modeéles incluant

le marqueur sérique de mort totale.

Le premier modele incluait I'age, 'ALAT, I'Adipose-IR, et le marqueur de mort
totale. La performance diagnostique de ce modeéle est présentée dans la figure 6. La
valeur de I'aire sous la courbe ROC était supérieure a celle des valeurs des différents

parameétres utilisés isolément (0.79).

Le second modéle incluait I'age, le tour de taille, 'THOMA-IR et le marqueur de
mort totale. La performance de ce modéle était bonne, avec une aire sous la courbe
ROC a 0.81. En utilisant un seuil a -1.92, la sensibilité était de 76% et la spécificité
de 69% (figure 7).

L'utilisation individuelle des marqueurs de mort cellulaire ne permettait pas un
bon diagnostic de la NASH. Leur utilisation dans un score permettait une meilleure
prédiction de la NASH et améliorait la performance diagnostique des modéles

construits sans le marqueur de mort totale.
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Tableau XIll. Performance de différents modéles pourle diagnostic de NASH (n=362)

AUROC NASH
ALAT-SM 0.73
ALAT-HOMAIR 0.74
ALAT-AdiposelR 0.76
Marqueur de mort totale-AdiposelR-Age-ALAT 0.79
Age-TT-HOMA-IR-Marqueur de mort totale 0.81

Figure 6. Valeurdiagnostique du Modeéle 1 pourle diagnostic de NASH : Age, ALAT, adipose-IR,
marqueur de mort totale

ROC Curve of NASH

Valeurs seuils pour le diagnostic de NASH

. Modeéle 1 Se Sp

z i 1,77 0,71 0,73
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Figure 7. Valeurdiagnostique du Modéle 2 pourle diagnostic de NASH : Age, tour de taille,
HOMA-IR, marqueur de mort totale
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OR: odds ratio; IC: intervalle de confiance; AUROC: aire sous la courbe ROC
(receiver-operating characteristic);Se: sensibilité, Sp: spécificité; ALAT. Alanine
Amino-transferase; HDL-C: High density lipoprotein cholesterol; TG: triglycérides;
M65: CK18 totale; TT: tour de taille; SM IDF: syndrome métabolique selon la définition
IDF; NASH: Non Alcoholic Steato-Hepatitis
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V DISCUSSION

La prévalence des stéatopathies métaboliques (NAFLD) est en augmentation
constante a I'échelle mondiale en raison de l'augmentation du nombre de cas
d'obésité et d'insulino-résistance. Le pronostic de la maladie est corrélé a la
présence ou non de stéatohépatite. La stéatose pure est considérée comme
bénigne. La NASH peut quant a elle évoluer vers la fibrose, la cirrhose, voire le
carcinome hépato cellulaire. La biopsie hépatique reste actuellement la méthode de
référence pour évaluer I'atteinte hépatique. Cependant de nouveaux marqueurs non
invasifs de la mort hépatocytaire ont été proposés comme prédictifs de la NASH.
L’objectif principal de ce travail était de caractériser I'état hépatique d’'une cohorte
(n=857) de patients obéses morbides et d'évaluer lintérét diagnostique de
marqueurs clinico-biologiques dosés en routine mais également des marqueurs
sériques de mort cellulaire (sur un sous-groupe de 362 patients) afin de

diagnostiquer la présence d’'une NAFLD ou d’'une NASH.

V.1 Principaux résultats

L’analyse de notre cohorte refléte probablement I'histoire naturelle des
stéatopathies métaboliques, et met en relief un sous-groupe de patients sans atteinte
hépatique. Ces patients obéses avec un « foie normal » a I'histologie ont un profil

biologique particulier, sans insulino-résistance.

Nous montrons également que I'ALAT et les marqueurs sériques de mort
(totale, apoptose et nécrose) n’ont pas une performance suffisante pour le diagnostic
non invasif de NASH.

Afin de comprendre pourquoi les marqueurs de mort cellulaire, les marqueurs
d’insulino-résistance et ’ALAT n’étaient pas trés discriminants isolément, nous avons
étudié leurs valeurs selon le grade de stéatose. Nous avons montré que les valeurs
de 'ALAT, de 'HOMA-IR et des marqueurs de mort cellulaire augmentaient avec la
sévérité de la stéatose chez les patients sans et avec NASH. Les niveaux de ces
marqueurs chez les patients avec une NASH et une stéatose légére ou modérée
étaient proches des niveaux présents chez des patients non NASH avec une

stéatose modérée ou sévére. Lorsque la stéatose est légere ou modérée, les
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marqueurs de mort n"augmentent pas significativement avec la NASH. Le diagnostic
non invasif de la NASH est donc difficile dans les cas ou la NASH survient sur une

stéatose de faible intensité (42.9%).

Afin d’améliorer le diagnostic non invasif de NASH, nous proposons deux
nouveaux modeles performants, intégrant la valeur du marqueur sérique de mort

totale.

V.2 Patients obéses morbides métaboliquement sains

Dans notre cohorte de 857 obéses morbides, la prévalence de patients sans
atteinte hépatique était de 8 %. Ces patients présentaient un profil un métabolique

« sub-normal ».

En effet, les valeurs des paramétres du bilan hépatique, lipidique et insulinique
étaient significativement moins élevées chez ces patients que chez les autres
patients (avec une stéatose seule ou une NASH) et étaient proches des limites
normales supérieures habituellement admises dans la population générale. Seule la
CRP était déja significativement augmentée chez ces patients par rapport a la
population générale. Les niveaux de CRP étaient similaires entre les différents

groupes de patients (« foie normal », stéatose isolée et NASH).

Cette population dobéses morbides est rapportée dans la littérature
scientifique anglophone sous le terme de « metabolicallyhealthy but obese » (MHO)
ou patients « obéses métaboliquement sains ». lls constituent chez les obéeses un
sous groupe dont la prévalence varie de 10 a 40%. lls présentent un profil
métabolique favorable et ne présenteraient pas d’augmentation du risque de
maladies cardio vasculaires ou de cancer [55]. La définition d’un patient obése
meétaboliguement sain n’est pas standardisée. C'est la détermination de la sensibilité
a l'insuline qui est utilisée pour diagnostiquer les patients obéses. L'index HOMA-IR
reflete I'insulino-résistance générale, et bien que le seuil ne soit pas clairement défini,

on utilise le plus souvent un seuil a 3 pour l'insulino-résistance.

Il faut souligner que parmi les patients métaboliquement sains certains
peuvent présenter de la stéatose. Dans notre étude, les patients ont été classés
selon le degré d’atteinte hépatique, sans tenir compte du profil métabolique. Des

patients « métaboliquement sains », comme décrits dans la littérature ont donc été
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classés parmi les patients avec une stéatose pure. Ceci expliquerait la prévalence de
ces patients plus faible dans notre étude que dans celles rapportées.

L’étude de ce sous-groupe permet de mettre a I'épreuve les connaissances
actuelles des stéatopathies métaboliques, et notamment le role du tissu adipeux

viscéral et de l'insulino-résistance.

Le tour de taille, reflet du tissu adipeux viscéral, était significativement plus
bas chez ces patients par rapport aux patients avec une NASH (116.8 + 13.3 vs
126.5 £ 14.5 cm, p<0.0001) et avait une tendance a étre plus bas par rapport aux
patients avec une stéatose pure (116.8 + 13.3 vs 119.4 £ 13.9 cm, p=0.145). Dans la
littérature, plusieurs études suggérent que les patients métaboliquement sains
accumuleraient moins de graisse viscérale[56, 57]. Cette observation est faite chez
des patients en surpoids ou obéses, pour un IMC équivalent. Dans notre cohorte de
857 patients, I'lMC était Iégérement inférieur entre les patients sans atteinte
hépatique et les autres (41,9 £ 3,4 vs 43,4 + 5,2 kg/m? chez les Non NASH ; p<0,05
et 44,3 + 5,7 kg/m? chez les NASH, p <0,001). Les mécanismes expliquant pourquoi
certains obéses morbides sont métaboliguement sains ne sont pas encore élucideés.
La persistance d'une sensibilité a l'insuline pourrait préserver le tissu adipeux
périphérique de la lipolyse excessive, limitant le stockage ectopique d’acides gras
dans le tissu adipeux viscéral et le foie. Il se pourrait que 'adipogénése et la capacité
de stockage des acides gras par le tissu adipeux périphérique soit meilleure chez les
patients métaboliquement sains. Etant donné que I'expansion du tissu adipeux
viscéral favorise l'insulino-résistance, les patients capables de stocker les graisses
dans le tissu adipeux périphérique surtout dans la partie inférieure du corps seraient

protégés de I'insulino-résistance[58].

Comme attendu, les marqueurs de souffrance hépatique étaient
significativement moins élevés chez les patients ne présentant pas de lésion
hépatiquehistologique. Il a été rapporté que les niveaux de transaminases (ALAT,
ASAT) et de yGT étaient moins élevés parmi les patients obéses métaboliquement
sains que parmi les patients obéses avec un niveau d’insulino-résistance plus éleve
[59, 60].

Nous avons étudié la capacité de marqueurs biologiques de [linsulino
résistance a prédire I'absence de Iésion hépatique (stéatose pure ou NASH). Pour
exclure le diagnostic de stéatopathie métabolique, 'HOMA-IR et l'adipose-IR
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pourraient étre de bons marqueurs, les stéatopathies métaboliques étant la
manifestation hépatique de l'insulino-résistance. Il n'a pas été proposé de modéle
utilisant les marqueurs de l'insulino-résistance pour éliminer la présence de NAFLD
dans la littérature. Dans notre étude, les valeurs de l'aire sous la courbe ROC de
'HOMA-IR et de l'adipose-IR étaient de 0.78 et 0.74 respectivement. L'HOMA-IR
avait une bonne capacité a prédire une NAFLD. En pratique, une valeur supérieure a
3 s’accompagnera souvent d'une stéatopathie métabolique (stéatose pure ou
NASH), mais une valeur inférieure a 3 n’en éliminera pas totalement la présence
(Se:0.76, Sp: 0.61, VPP : 0.96, VPN : 0.18).

Sur un petit nombre de ces patients métaboliquement sains (n=23), les
marqueurs de mort sériques ont été dosés. La capacité a diagnostiquer la présence
de lésions hépatiques des marqueurs de mort cellulaires a été évaluée sur 362
patients. Ces marqueurs ne permettent pas de discriminer les patients sans atteinte
hépatique. Les marqueurs de mort totale et de nécrose avaient une valeur d AUROC

faible (0.68 et 0.70), mais supérieure a celle du marqueur de I'apoptose (0.58).

V.3 Recherche de marqueurs diagnostiques de NASH

La majorité des parameétres clinico-biologiques étudiés chez les patients avec

ou sans NASH était augmentée lors de la NASH.

Le poids, I'IMC, le tour de taille, la dépense énergétique, les éléments du bilan
insulinique et lipidique (triglycérides et acides gras libres) étaient significativement
augmentés avec la NASH, et 'HDL-cholestérol était moins élevé. Parmi les éléments
du bilan hépatique, 'ASAT, I'ALAT, les yGT étaient significativement augmentés
avec la NASH.

Curieusement la masse grasse n’était pas augmentée chez les patients qui
avaient une NASH. Nous ne pouvions pas mesurer la répartition des différents
compartiments graisseux (abdominal et périphérique) comme cela peut étre obtenu
avec un systeme DEXA. La masse grasse totale évaluée par l'impédancemétrie
bioélectrique refléte essentiellement la graisse sous cutanée qui représente 80% de
la graisse totale chez les patients obéses morbides. L’absence de lien entre la
présence d’'une NASH et la quantité totale de masse grasse pourrait étre le reflet du
manque de discrimination de la graisse abdominale par I'impédancemétrie chez ces

patients. Le TP et la bilirubine n’étaient pas augmentés, la grande majorité des
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patients NASH n’étant pas au stade d’insuffisance hépatique. Enfin, la CRP ne
discriminait pas les patients NASH. Il existe une inflammation chronique de bas
grade chez les patients obéses, qui est reflétée par la CRP qui augmente en fonction

du BMI comme cela a déja été montré [34, 36].

L’ALAT est un paramétre dosé en routine qui refléte la souffrance hépatique.
La norme des ALAT a été définie a partir de donneurs de sang dans les années 80.
Or, cette population considérée comme saine, comportait des patients porteurs du
virus de I'hépatite C, ainsi que des personnes en surpoids ou obéses. Il a donc été
proposé une réévaluation du seuil normal de 'ALT. Une étude sur 7044 donneurs de
sang propose un seuil de 30 UI/L pour les hommes et 19 UI/L pour les femmes
(seuils antérieurs a 40 UI/L pour les hommes et 30 UI/L pour les femmes)[61]. Dans
les stéatopathies métaboliques, I'application de ce nouveau seuil n'a pas fait preuve
de son efficacité pour prédire la NASH [62]. Dans notre étude, I'utilisation d’'un seuil a
0.5N améliore la sensibilité par rapport au seuil utilisé en routine mais montre une
spécificité et une valeur prédictive positive insuffisantes. En pratique, si la valeur
d’ALAT est inférieure a 0.5N, le patient a peu de risque de présenter une NASH. En
revanche, une valeur supérieure ou égale a 0.5N ne différencie pas un patient avec
une stéatose pure versus un patient avec un NASH. Cependant, nous avons montré
que les patients NASH avec une valeur d’ALAT inférieure a 0.5N étaient
significativement plus insulino-résistants que les patients sans NASH. L’association
de la valeur de 'ALAT et du marqueur d’insulino-résistance HOMA-IR permettait
d’améliorer la prédiction diagnostique. Ainsi, dans notre cohorte de patients obéses
morbides, une valeur d’ALAT inférieure a 0.5N et un HOMA-IR inférieur a 2.5 permet

d’exclure le diagnostic de NASH avec une sensibilité de 100%.

L’adipose-IR est calculé par le produit de linsulinémie et des acides gras
libres et refléterait l'insulino-résistance périphérique, particulierement du tissu
adipeux. Sur la cohorte des 857 patients, la valeur de l'aire sous la courbe ROC de
I'Adipose-IR pour prédire la NASH était a 0,7 avec une valeur prédictive positive et
une specificité qui étaient faibles. Ces résultats sont concordants avec ceux
récemment rapportés par une équipe américaine qui a montré que l'adipose-IR
n’était pas bien corrélée avec le grade de stéatose et d'inflammation chez 207
patients obéses. Le seuil d’adipose-IR pour observer des effets hépatiques serait

bas, et ne permettrait pas de discriminer les NASH parmi les NAFLD [63].
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Les marqueurs sériques de mort (apoptose, mort cellulaire totale et nécrose)
etaient augmentés significativement avec la NASH. Les marqueurs de mort totale et
de nécrose étaient augmentés dés le stade de stéatose. Le fragment clivé de la
kératine 18, qui reflete 'apoptose, n’était significativement augmenté que lors de la
NASH. Dans I'étude de Feldstein, la kératine 18 clivée est un marqueur prédictif
indépendant de la NASH [31, 64]. Dans notre étude, le marqueur d’apoptose a la
valeur d’aire sous la courbe ROC la plus faible (0.60). Le marqueur d’apoptose était
aussi corrélé a la fibrose dans notre cohorte (rs=0.15, p<0.005). Il sepourrait donc
que la fibrose joue un rble sur la capacité du marqueur d’apoptose a prédire la
NASH. Il se pourrait aussi que cette faible performance soit due a la population
étudiée. La plupart des études rapportant la kératine 18 clivée comme un marqueur
prédictif de NASH a été réalisée sur des patients obéses. Nous avons travaillé sur
une cohorte de patients obéses morbides. Dans I'étude de Tamimi[65], la valeur
d’AUROC du marqueur d’apoptose était de 0.86 sur les obéses (cohorte
d’évaluation) et diminuait a 0.77 sur les obéses morbides (cohorte de validation). Une
autre étude réalisée sur des patients obéses morbides rapporte une valeur d’aire
sous la courbe ROC de 0.71 pour le marqueur d’apoptose, alors que le marqueur de
mort totale a une valeur dAUROC de 0.81 [66]. D’aprés nos résultats sur les obéses
morbides, les marqueurs de nécrose et de mort totale seraient les meilleurs témoins
de la NASH.

V.4 Role de la stéatose dans I’évaluation des stéatopathies métaboliques

Nous avons tenté d’expliquer pourquoi les marqueurs sériques de mort pris
isolément n’étaient pas capables de prédire la NASH dans notre étude. Les patients
avec une stéatose importante auraient plus de risque d’évoluer vers la NASH.
Cependant, certains (42.9%) patients présentent une NASH avec une stéatose de

faible intensité.

Nous avons donc voulu déterminer la corrélation entre les marqueurs sériques
de mort et le grade de stéatose. D’aprés ce que nous avons observe, ces parameétres
ne sont pas différents entre une stéatose marquée sans NASH et une NASH avec
stéatose de faible intensité. Pour une stéatose de grade 2, la valeur du marqueur de
mort totale était de 533.3 + 272.4 U/L sans NASH et de 511.7 + 232.6 U/L avec

NASH (p=0.756, tableau XlI). Pour qu’'un marqueur soit efficace pour prédire la
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NASH, il faudrait qu’il augmente lors de la NASH, indépendamment du degré de
stéatose. Tous les paramétres (les marqueurs de mort cellulaire mais aussi 'ALAT et
'HOMA-IR) que nous avons étudiés sont corrélés au grade de stéatose en I'absence
de NASH. lls ne permettent donc pas de discriminer une stéatose sévére sans
NASH, d’'une stéatose légére avec NASH. Aucune étude n’a préalablement rapporté
la valeur de ces marqueurs selon le grade de stéatose.

Le sous-groupe de patients avec une NASH survenant sur un foie peu
stéatosique n'a pas été étudié. Nous montrons que chez les patients avec une
stéatose d’intensité faible ou modérée, les marqueurs de mort ne sont pas
significativement augmentés avec la NASH. Ils augmentent de maniére significative

uniquement chez les patients S3 NASH par rapport aux patients S3 sans NASH.

Lors de I'obésité, le tissu adipeux et le tube digestif, par le biais du microbiote
intestinal et des cellules immunitaires, participeraient aux lésions hépatiques.
Lorsque la capacité de stockage des adipocytes est dépassée, le tissu adipeux est
infiltré de macrophages entrainant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.
Cette inflammation favorise l'insulino-résistance et la lipolyse. De méme, I'obésité
serait associée a une augmentation de la perméabilité de la barriére digestive,
responsable d’'une augmentation de I'endotoxinémie. La libération d’acides gras
libres et de cytokines inflammatoires par le tissu adipeux, et 'endotoxinémie due au
tube digestif entraineraient sur un foie stéatosique une inflammation, une souffrance
hépatocytaire, évoluant vers la fibrose. La stéatose fragiliserait les hépatocytes, les
rendant plus sensibles a l'action de ces différents facteurs[67]. Néanmoins, la
stéatose pourrait dans un premier temps ou de fagon prolongée chez certains
patients étre protectrice. L’inhibition de la synthése des triglycérides sur un modéle
murins de NASH diminue la stéatose mais augmente la nécrose, l'inflammation et la
fibrose hépatique par rapport aux souris développant une stéatose [68].La NASH
pourrait survenir lorsque I'afflux d’acides gras libres dépasserait les capacités
d’estérification en triglycérides ou de stockage de I’hépatocyte. En d’autres termes, la

NASH surviendrait lorsque la stéatose, mécanisme protecteur, serait dépassée.

Comme nous le rapportons, la NASH peut néanmoins survenir sur un
parenchyme hépatique peu stéatosique. Nous pouvons envisager que la capacité de
stockage des acides gras en triglycérides serait plus faible chez ces patients. La

lipotoxicité responsable de la NASH surviendrait sur un grade de stéatose plus faible.
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Au dela d’un certain seuil variable entre chaque individu, la stéatose ne pourrait pas
augmenter et les acides gras libres non estérifiés augmenteraient I'inflammation
hépatique. Chez la plupart des patients, la NASH apparaitrait aprés saturation des
capacités maximales de formation d’'une stéatose (NASH chez les patients S3). Dans
d’autres cas, les capacités maximales de stockage seraient plus vite atteintes. Il
serait intéressant d’étudier le profil biologique (en particulier métabolique) et le profil
géneétique de ces patients dont la capacité de stockage des acides gras libres
hépatiques est plus faible. Enfin chez les patients avec une stéatose de grade 1 ou
2, pour un méme grade de stéatose, 'ALAT et les marqueurs de morts ne sont pas
augmentés significativement lors de la NASH. |l est donc nécessaire pour ce groupe

particulier de déterminer quels marqueurs sont augmentés avec la NASH.

Les études d’association pan génomiques (genomicwide association studies :
GWAS) récentes ont montrées qu'il existerait un déterminisme génétique dans le
spectre des NAFLD. Plusieurs études ont identifieé des variations génomiques lors
des différentes lésions observées dans les stéatopathies métaboliques [69]. Il a été
montré que le géne PNPLAS3 serait impliqué dans les différents stades évolutifs des
NAFLD. La premiére étude, réalisée sur 2111 patients d’origines ethniques
différentes, a montré que la présence de lalléle 1148 du géne PNPLA3 était
fortement associé a la stéatose hépatique, évaluée par imagerie [70]. D’autres
études ont également rapporté une forte association avec I'augmentation des
transaminases et la NASH. Une étude réalisée sur 592 patients avec NASH prouvée
histologiquement rapporte cette association [71]. L’association du géne PNPLA3
avec la fibrose, évaluée histologiquement, a également été rapportée sur 894 adultes
et 223 enfants [72]. Le géne PNPLA3 code pour une protéine participant a la lipolyse
du tissu adipeux, ce qui favorise I'afflux d’acides gras libres vers le foie. Cependant,
son rble précis chez 'homme reste a définirr Ce géne est exprimé par les
hépatocytes et favoriserait la lipogenése hépatique [73]. La détermination du rdle de
ce gene dans les hépatocytes pourrait apporter un éclaircissement sur les capacités
maximales de stockage des triglycérides. Ce polymorphisme génétique pourrait
expliquer pourquoi la stéatose est dépassée a des degrés différents selon les

individus.
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V.5 Proposition de nouveaux modeles diagnostiques de NASH

Nous avons élaboré plusieurs modéles pour le diagnostic de NASH, sur notre
cohorte de 362 patients. Nous montrons que l'intégration du marqueur de mort totale
améliore la performance diagnostique lorsqu’il est associé a d’autres parameétres
clinico-biologiques dans 2 modéles.

En analyse multivariée, la kératine 18 totale, reflet de la mort cellulaire totale
(apoptose et nécrose), était un marqueur indépendant du diagnostic de NASH.
Isolément, la valeur de l'aire sous la courbe ROC pour prédire la NASH de la kératine
18 totale était de 0,70. Combiner ce marqueur a d’autres parameétres nous a permis
d’améliorer cette performance diagnostique. Nous proposons 2 modeles prédictifs de
NASH. Le premier modéle proposé incluait 'age, 'ALAT, I'adipose-IR et le marqueur
de mort totale. La valeur de l'aire sous la courbe ROC était de 0.79. Le second
modeéle incluait I'age, le tour de taille, 'THOMA-IR et le marqueur de mort totale. La
valeur de l'aire sous la courbe ROC était de 0.81. Ces deux modéles sont plus

performants que les modéles élaborés sans les marqueurs de mort.

Dans la littérature, plusieurs modeles prédictifs de NASH ont déja été
proposés. Les valeurs AUROC des tests les plus pertinents varient de 0.76 a 0.90
[27].Parmi ces tests, les plus récents intégrent le marqueur sérique d’apoptose.
Depuis 2006, ce marqueur a eté étudié sur plus de mille patients ayant une
stéatopathie métabolique. Associé a d’autres parameétres, il améliore la capacité a
prédire la NASH. Aucun des tests proposés n’a été validé, et la plupart sont élaborés
a partir de cohortes incluant peu de patients. Enfin comme nous I'avons vu
précédemment, certains sont réalisés sur des cohortes de patients obéses morbides
[65, 66] .

Dans certains des tests proposés, le diagnostic de NASH était fait selon des
critéres différents de ceux que nous avons utilisés. Par exemple, la présence de
fibrose sinusoidale sans stéatohépatite observée pouvait signer la NASH [66, 74,
75]. La plupart des études utilisent le score NAS, afin de diminuer la variabilité inter-
observateur. Cependant, les auteurs de ce score rappellent dans un récent article
que le diagnostic de NASH n’est pas toujours corrélé au score NAS [75].Dans notre
etude, il est intéressant dobserver que parmi les NASH diagnostiquées
histologiquement, seulement 60% avaient un score NAS25. Le Nice Model dont les
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valeurs AUROC étaient de 0.88 sur la cohorte d’estimation et 0.83 sur la cohorte de
validation a été élaborée a partir du score NAS=5. Des patients avec une stéatose de
faible intensité, mais avec une NASH diagnostiquée histologiquement étaient inclus
dans le groupe NAS<5[37].

Le NASH test a été élaboré en utilisant le NAS score. Il s’agit d’'un test
permettant de prédire les trois catégories du NAS score : NAS<2 (absence de
NASH), NAS =3-4 (borderline, ou NASH probable) et NAS=5 (NASH). La capacité a
prédire la NASH diagnostiquée histologiqguement a également été évaluée. Les
valeurs d’AUROCs pour diagnostiquer un score NAS=5 et une NASH histologique
n’étaient pas significativement différentes (0.79 et 0.78 respectivement). Cependant,
la sensibilité et la spécificité du NASH test pour diagnostiquer la NASH histologique
n’étaient pas rapportées. La sensibilité du NASH test était meilleure pour
diagnostiquer un NAS>2 (regroupant borderline et NASH) qu’'un NAS=5 (88% vs
33%)[38]. Cette faible performance a diagnostiquer la NASH par le NASH test est
rapportée par Lassailly et al. Dans leur étude, le NASH test a été calculé sur une
cohorte de 288 obéses morbides et séveres. Sur les 19 patients avec un score
NAS=5, seulement 4 avaient un NASH test positif [76]. Les auteurs soulignent que
cette médiocre performance a diagnostiquer la NASH peut étre due a la faible
prévalence de NASH dans leur étude (6.9%) par rapport a celle de I'étude de
Poynard et al. (17 et 36%) [38].

Ces différents scores doivent étre évalués pour le suivi des patients obéses
morbides en pratique clinique et doivent étre validés chez les patients obéses et en

surpoids.
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VI CONCLUSION

Nous montrons que I'utilisation isolée de marqueurs sériques de mort
hépatocytaire ne permet pas un meilleur diagnostic de la NASH que I'ALAT, utilisée
en routine. Cependant, leur utilisation dans un score qui les associe a d’autres
parametres clinico-biologiques assure une meilleure prédiction et permettrait une

réduction de l'indication de la biopsie hépatique pour le diagnostic de la NASH.

Déterminer les mécanismes par lesquels la stéatose, quelle que soit son
intensité, est dépassée et ne joue plus son réle hépato-protecteur permettrait
d’identifier de nouveaux acteurs/marqueurs de la NASH. Ces mécanismes sont
probablement sous I'influence complexe de multiples paramétres environnementaux

et génétiques.
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ANNEXE : MARQUEURS NON INVASIFS DE STEATOSE

Tabie 1. Complex scores for prediding seatosiy
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ANNEXE : MARQUEURS NON INVASIFS DE FIBROSE
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ANNEXE : LISTE DES ABBREVIATIONS
AGL = Acides gras libres
ALAT = Alanine amino transférase
AMPK = Adenosinemonophosphate-activatedprotein kinase
ASAT = Aspartateamino transférase
Ck = Cytokines
EGIR = European Group for the Study of Insulin Resistance
FID = Féderation Internationale du Diabéte
yGT = Gammaglutamyl-transférase
HDL —C = High Density Lipoprotein-Cholestérol
HOMA IR = Homeostatic model assessment
[1Mb = Interleukine 1b
IMC = Indice de masse corporelle
NAFLD = Non Alcoholic Fatty Liver Disease
NAS = NAFLD activity score
NASH = Non Alcoholic Steato-Hepatitis

NCEP ATP llll= National Cholesterol Education Program Third Adult Treatment
Panel

OMS = Organisation Mondiale de la Santé

PI3K = Phosphatidylinositide 3-kinases

PNPLA3 = Patatin-like phospholipase domain-containing protein 3
PPARg = Peroxisome proliferator-activated receptor

RE = Réticulum endoplasmique

TG = Triglycérides

TNFa = Tumor Necrosis factor a

TZD = Thiazolidinediones
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ANNEXE : INDEX DES SCHEMAS TABLEAUX ET FIGURES

Figure 1: Répartition de la population en fonction du niveau d’'IMC selon le rapport
Obépi 2012

Tableau I: Définitions du syndrome métabolique

Schéma 1 : Actions de l'insuline chez les individus sains

Schéma 2 :Physiopathologie des stéatopathies métaboliques

Figure 2 : Aspects histopathologiques des NAFLD

Tableau Il: Score NAS et fibrose selon Kleiner et al.

Tableau Ill: Score SAF et algorithme diagnostique selon Bedossa et al.

Tableau IV. Caractéristiques histopathologiques des 857 patients obéses morbides

Tableau V. Données cliniques et biologiques des 857 patients obéses morbides
répartis selon la présence ou non de NASH

Tableau VI. Données cliniques et biologiques des 857 patients obéses morbides
répartis selon la présence ou non de NAFLD et de NASH

Tableau VII. Capacité a diagnostiquer une NAFLD ou une NASH de 'ALAT et des
marqueurs de I'insulino-résistance (n=857)

Tableau VIII. Caractéristiques histopathologiques des 362 patients obéses morbides

Tableau IX. Données cliniques et biologiques des 362 patients obeses morbides
répartis selon la présence ou non de NASH

Tableau X. Données cliniques et biologiques des 362 patients obéses morbides
répartis selon la présence ou non de NAFLD et de NASH

Tableau Xl. Valeurs diagnostiques (AUROCSs) pour la présence de NAFLD et de
NASH (n=362)

Figure 3 : Courbes ROC pour le diagnostic de NAFLD et de NASH (n=362)

Figure 4 et 5 : Marqueurs potentiels de NASH: valeurs selon le grade de stéatose et
corrélation (n=362)

Tableau Xll : Valeurs de THOMA-IR, 'ALAT et des marqueurs sériques de mort selon
la présence ou non de NASH pour un méme grade de stéatose (n=362)

Tableau XIlII: Performance de différents modéles pour le diagnostic de NASH
(n=362)

Figure 6 : Valeur diagnostique du Modéle 1 pour le diagnostic de NASH : Age, ALAT,
adipose-IR, marqueur de mort totale

Figure 7 : Valeur diagnostique du Modéle 2 pour le diagnostic de NASH : Age, tour
de taille, HOMA-IR, marqueur de mort
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