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1. INTRODUCTION

1. 1 Maladie alcoolique du foie et hépatite alcoolique aiglie sévere

La maladie alcoolique du foie (MAF) secondaire a la consommation chronique et
excessive d’alcool (1-3), comporte plusieurs types de lésions hépatiques, de la stéatose simple
a ’apparition d’une fibrose hépatique dont le stade ultime est la cirrhose et ses complications
potenticlles avec 1’hypertension portale et le risque de carcinome hépatocellulaire (4).
L’hépatite alcoolique est une 1ésion inflammatoire, caractérisée sur le plan histologique par la
présence d’une infiltration de polynucléaires neutrophiles autour d’hépatocytes ballonisées,
ou en cours d’apoptose ou de nécrose cellulaire, associée a des corps de Mallory (4,5) . Sa
fréquence est de 1’ordre de 20% (6) , pouvant survenir chez un patient a tout moment, tout au
long de son histoire naturelle, si la consommation d’alcool est poursuivie. Lorsque 1’hépatite
alcoolique survient tot, sur un foie sans fibrose sévere, il y a peu de symptdmes et le pronostic
est bon aprés arrét de 1’alcool. Inversement, une forme d’hépatite alcoolique aigiie sévere
(HAA) est dans plus de 90% des cas associée a la présence d’une cirrhose sous jacente, déja
connue ou découverte a I’occasion du premier diagnostic. Dans ce cas, cette forme d’HAA est
associee a un pronostic vital sévere avec prés de 45% de décés a un mois sans traitement (7).
L’HAA sévére est reconnue par le score pronostique discriminant de Maddrey > 32 (8,9)
(Annexe 1). Cette forme grave d'hépatite alcoolique aigue nécessite une prise en charge
précoce et adaptée (10). Actuellement, la corticothérapie est considérée comme le traitement
de référence par les équipes francaises et anglo-saxonnes (10,11). Il est recommandé en
I'absence de contre-indications d'administrer quarante milligrammes de prednisolone pendant
vingt-huit jours, ce traitement réduit la mortalité d'environ 25% a six mois (11,12). Enfin,
I’association de la corticothérapie a un traitement par N-acétyl cystéine améliore

significativement le pronostic a un mois (13).

D’autres scores pronostiques ont été étudiés comme le GAHS (14), ABIC score (15),
ou le MELD a un seuil de 20 (16). Le score de MELD (Model for End stage Liver Disease)
est un score pronostique objectif. 1l s'agit d'un score progressif qui utilise trois valeurs
objectives (INR, créatininémie, bilirubinémie). Ce score est capable de prédire la mortalité a
trois mois chez les patients atteints d'hépatopathie chronique sur liste d'attente de
transplantation hepatique et permet d'attribuer de facon objective les organes de
transplantation (17). Par ailleurs, le score de MELD a été évalué pour définir la sévérité de
I'népatite alcoolique aigue avec un score seuil de MELD a 21 définissant ainsi I'hépatite

alcoolique aigiie sévére (18,19).
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Lorsque le patient est suspecté d'avoir d’'une HAA sévére, une biopsie hépatique est
académiquement recommandée, pour le diagnostic histologique (11,20,21) mais aussi pour
des informations pronostiques (22). Cependant, seuls 1/3 des médecins hospitaliers réalisent
véritablement la biopsie, du fait d’une accessibilité difficile a la biopsie par voie
transjugulaire (23). Développer des alternatives non-invasives a la biopsie hépatique chez les
patients avec une présomption d’HAA est un enjeu dans la simplification du parcours de

soins.
1.2 La spectroscopie au moyen infrarouge (MIR):

La spectroscopie est 1’étude des interactions entre la matiére et les rayonnements
électromagnétiques. Ces rayonnements peuvent étre émis, absorbés, ou diffusés. L'intensité de
ces rayonnements en fonction de la longueur d'onde, du nombre d'onde, de la fréquence ou de
I'énergie est appelée «<spectre >>.

La spectroscopie moyen infrarouge (MIR) est une spectroscopie d’absorption
vibrationnelle qui s’étend de 4000 a 400 cm-1, divisée habituellement en 5 domaines : 3800-
3000 cm-1 (liaisons OH et NH) ; 3050-2800 cm-1 (groupements CH2-CH3 des acides gras et
protéines) ; 1800-1700 cm-1 (ester de lipides); 1700-1500 cm-1 (amides | et Il des
protéines) ; 1200-900 (carbohydrate) et 1225-1080 cm-1 (acides nucléiques). Les molécules
soumises a I’irradiation infrarouge absorbent partiellement et sélectivement le rayonnement et
rentrent en vibration. La fréquence de vibration correspond a la position d’une bande dans le
spectre, et dépend de nombreux facteurs intrinseques a la molécule (poids de 1’atome, type de
liaison hydrogene, conformation...), ou extrinséques (concentration, atomes environnants...).
L’ensemble des bandes forme le spectre, correspondant a une sorte d’empreinte métabolique
du milieu testé.

Ainsi 1’analyse d’échantillon par spectroscopie IR correspond a une empreinte
métabolique de 1’échantillon et a fortiori du patient.

La figue 1 présente un exemple de spectre MIR indiquant les attributions des bandes
d'absorption en fonction du type de liaison et de la nature des molécules (protéines, lipides,

glucides) constituant I'échantillon biologique.
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Figure 1: Exemple d’un spectre MIR obtenu par la technologie DIAFIR a partir d'un
sérum. Les principales attributions (type de liaisons chimiques et groupements

fonctionnels) sont présentées.

1.3 MIR-FEWS (Fiber Evanesecent Wave Spectroscopy):

La spectroscopie par ondes évanescentes (FEWS) a I’aide du moyen infrarouge (MIR)
est basée sur la capacité des liaisons chimiques moléculaires d’un milieu organique a rentrer
en vibration lorsqu’elles sont soumises au rayonnement MIR transmis par une fibre optique,
générant des bandes d'absorption dans des gammes de fréquences spécifiques (24,25) a
regrouper.

Le dispositif SPID (DIAFIR) met en ceuvre une méthode particuliere d'acquisition de
spectres au moyen infrarouge a travers l'utilisation de capteur a fibre optique (LS23). La fibre
de par sa composition offre l'avantage d'étre de nature hydrophobe, ce qui pour la

spectroscopie IR fortement sensible a I'eau est un avantage important (Figure 2).
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Figure 2 : Spectrometre SPID FEWS et fibre de verre LS23

Fig 2A : Spectrometre SPID FEWS ; Fig 2B : Capteur a fibre optique LS23 ; Fig 2C :
dép6t de 7 ul de sérum dans le capteur a fibre optique avant lecture par le spectrometre

A Serum

/ Fiber

oy

Sensing zone

Fig 2D : Principe du MIR-FEWS par I’utilisation d’une fibre (Cui et al. Molecules 2013).

Des études préliminaires utilisant la spectroscopie moyen infrarouge ont été réalisées
dans des maladies du foie comme pour le diagnostic non-invasif de la NASH. Dans une étude
récente, la spectroscopie MIR-FEWS avait une valeur pronostique supérieure a celle du score

de MELD chez des patients ayant une ascite réfractaire (24).
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Les objectifs de ce travail préliminaire sont d’étudier la spectroscopie moyen infrarouge par
ondes évanescentes sur les sérums de patients ayant une hépatite alcoolique aigie sévere, par

ailleurs bien phénotypés sur le plan clinique, biologique et histologique.

Les objectifs secondaires sont de comparer les profils spectraux afin prédire la réponse
au traitement corticostéroides, la survenue d’une infection, et le pronostic des patients a 3

mois.

2. PATIENTS ET METHODES
2.1 Type d'étude

Il s'agit d'une étude rétrospective, non interventionnelle, descriptive, unicentrique
portant sur des patients suivis ou hospitalisés pour une maladie alcoolique du foie compensée

ou décompensée et des patients hospitalisés pour sevrage alcoolique.

2.2 Constitution de la cohorte d’étude

Soixante cinq patients ont été inclus dans cette étude, répartis en 4 groupes. Les sera
des patients ont été collectés rétrospectivement sur une collection conservée a — 80 degrés
Celsius par la Biobanque de Picardie (Amiens, Picardie, France). Le groupe 1 rassemblait 39
patients ayant une hépatite alcoolique aigue sévere, définit par un score de Maddrey supérieur
a 32 ((TPpatientecondey — TPtémoins) x 4,6+ bilirubine/17), une confirmation histologique
pour la plupart et I’absence d’une autre étiologie de maladie du foie. Ces patients pouvaient
étre traités ou non par une corticothérapie de type prednisolone quarante milligrammes
associée ou non a un traitement par N-acétylcystéine.

Le groupe 2 comportait 13 patients ayant une cirrhose sans hépatite alcoolique
(Maddrey < 32), définit par des arguments cliniques, biologiques, morphologique,
élastométrique et/ou histologique. Le groupe 3 comportait 6 patients ayant un score de
Maddrey supérieur a 32, mais sans signe histologique d’hépatite alcoolique a la biopsie
hépatique. Le groupe 4 comportait 7 patients consommateurs excessifs d’alcool mais sans
fibrose hépatique sur la biopsie hépatique. Les caractéristiques cliniques, biologiques des
patients ont été colligées, ainsi que le statut de la survie jusqu’a 6 mois.

Les patients n'étaient pas inclus si ils présentaient une hépatite virale B ou C, une
hépatite auto immune, des criteres d’hépatopathie métabolique, un diagnostic de cholangite
biliaire primitive, d'hémochromatose genétique, de maladie de Wilson, de deficit en alpha 1

antitrypsine et d’une infection a VIH.
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2.3 Recueil des données

Les données cliniques recueillies a I’inclusion comportaient 1’age au moment du
diagnostic, la date de déces ou a défaut la date des dernieres nouvelles, I'dage au moment du
déces, le sexe, la présence d’une ascite ou d’une encéphalopathie. Sur le plan biologique, le
taux de prothrombine (TP), la bilirubinémie totale a I’inclusion et au 7eme jour, I’albuminémie,
le taux de facteur V, la créatininémie, 1’urée plasmatique, la proteine C reactive (CRP), les
taux d’aspartate aminotransferase (ASAT), de gamma glutamyltransferase (GGT), de
phosphatases alcalines (PAL), d’alpha foetoproteine (AFP), de leucocytes, de polynucléaires
neutrophiles, de lymphocytes et de plaquettes ont été déterminés. Toutes les unités ont été
converties et exprimées en systeme international.

La recueil a également concerné les informations relatives a la présence ou non d'une
infection bactérienne ainsi que le type d'infection (bactériémie, infection urinaire...etc.), la
réalisation ou non d'une ponction biopsie hépatique ainsi que les différentes atteintes
histologiques éventuellement présentes sur la biopsie (stéatose micro ou macro vacuolaire,
infiltrat inflammatoire, fibrose, méga mitochondries).

Les résultats du Fibroscan lorsque ce dernier était réalise, notamment dans le groupe

témoin étaient également rapportés.

2.4 Calcul de scores diagnostiques et pronostiques de I'"hépatite alcoolique aigtie sévere :

Pour chaque patient, des scores diagnostiques et pronostiques ont été calculés selon les
formules des publications rapportées en annexe 1. Le score de Child Pugh correspondait a
I'allocation de points allant de 1 a 3 selon I'importance des perturbations de cinq parametres
clinico-biologiques (ascite, encéphalopathie hépatique, taux de bilirubine, taux de
prothrombine ou INR, taux d'albumine) (26) . Le score de Maddrey était calculé en utilisant
le taux de bilirubine et le temps de Quick : 4,6 x (temps de Quick du malade en secondes —
Temps de Quick controle en secondes) + ((bilirubine en pmol)/17) (9). Le score de MELD
était calculé par une transformation logarithmique a partir de trois valeurs de laboratoire, la
bilirubine totale, la créatinine et I’INR, selon la formule suivante : MELD = 9.57 x In (0.0113
x Creatinine) + 3.78 x In (0.0585 x Bilirubine) + 11.2 x In (INR) + 6.43 (16). Enfin, le modele
de Lille était calculé selon la formule = e-R/(1 + e-R) avec R 3,19 — 0,101 x Age + 0,147 X
(Albumine en g/L) + 0,0165 x (Bilirubine JO — Bilirubine J7 en uM) — 0,0065 x (Bilirubine a
JO en uM) — 0,206 x (creatininemie : 0 si < 115 uM -1 si > 115 uM) — 0,0096 x (TP patient en
secondes) (27).
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2.5 Analyse des spectres au moyen infrarouge

Le spectrométre SPID (DIAFIR, Rennes, France) permet I’acquisition de spectre
moyen infrarouge en utilisant un capteur a fibre optique (LS23) au travers duquel se propage
le rayonnement infrarouge. De part 1‘utilisation du capteur a fibre optique, la spectroscopie
MIR est nommeée MIR-FEWS pour spectroscopie MIR a ondes évanescentes. Les sera de tous
les patients ont été adressés au Laboratoire DIAFIR pour la réalisation des spectres
infrarouge. Pour chaque patient, 7 pl de sérum obtenu au JO de la prise en charge médicale
était déposé sur un capteur a fibre optique LS23. Le capteur est ensuite placé dans le

spectromeétre et le spectre est acquis en 15 minutes.

2.6 Analyse statistique et considérations éthiques

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients ont été exprimées en médiane
et inter quartile range (IQR) pour les parametres continus, et en pourcentage pour les
paramétres catégoriels. La comparaison des 4 groupes a été réalisée pour les paramétres
catégoriels par les tests du Chi2 ou de Fisher exact pour les petits effectifs. Les tests de

Student ou ANOVA ont été utilises pour les parameétres continus.

Deux types de méthodes d’analyses des données ont été utilisés pour traiter les

données spectrales: méthode d’analyses-non-supervisées et analyses supervisées.
A) Méthode d’analyses non supervisée : I’ACP

Cette méthode dite non-supervisée permet sans a priori de comparer les profils
spectraux d’un groupe de patients. Elle est donc moins sensible au risque de sur-

apprentissage.

En ACP, I’ensemble de variables possiblement corrélées est transformé en un nouvel
ensemble de variables non corrélées appelées composantes principales (PC). Chaque PC
explique une quantité d’informations comprises dans les données d’origines. La premiere
composante principale maximise la variance. La deuxiéme composante principale est
orthogonale a la composante principale précédente, et contient moins d’informations, et ainsi
de suite. Des cartes d’APC sont construites permettant la projection de relations entre les
échantillons, conduisant a leur interprétation concernant leur similitude, ou différences. Les
sensibilités, spécificités, valeurs prédictives négatives et positives seront calculées selon les

résultats des cartes d’ACP.
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Pour chaque analyse ACP réalisée, la variabilité spectrale expliquée par chaque

composante sera indiquée entre parenthese : ex PC4 (4%)
B) Méthode d’analyses supervisée :

Il s'agit de la sélection des variables spectrales les plus pertinentes et la construction

d’un modéle de prédiction de la survie a 3 mois par régression logistique.

Dans un premier temps, les variables spectrales les plus pertinentes, pour 1’évaluation
du pronostic a 3 mois, sont sélectionnées sur 2/3 du groupe de patients pour diminuer le
risque de sur-apprentissage. Puis les variables spectrales sélectionnées sont utilisées pour
construire un modele visant a discriminer les patients vivants et décédés a 3 mois. Le modele
permet d’obtenir un score compris entre 0 (vivants a 3 mois) et 1 (décédé a 3 mois) et ainsi de
calculer une aire sous la courbe ROC (AUROC) et de fixer un seuil maximisant la sensibilité
et la spécificité. Les performances du modeles ont été estimeées par un processus de validation

croisée (Validation croisée Monte Carlo répétée 100 fois en 2/3 ; 1/3).

Les performances du modéle IR ont ensuite été comparées a celles des autres scores
publiés pour 1’évaluation du pronostic a 3 mois (MADRREY, MELD, GAHS, ABIC). La
comparaison des AUCSs est réalisée par un test de Delong (28).

Afin d’améliorer les performances du modéle, des essais d’arbre de décisions ont été
réalisés avec 1’algorithme CART. Un score sera construit pour la prédiction de la survie a 3
mois et a 6 mois, avec établissement d’un seuil et d’une aire sous la courbe (AUROC). Les

AUROC seront comparées avec le test de DelLong.

Tous les patients avaient donné leur consentement lors de la constitution de la

biotheque. L’étude a été menée selon les régles éthiques d’Helsinski 2000.
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3. RESULTATS

3.1 Caractéristiques des patients

Les caractéristiques cliniques et biologiques des patients sont résumées dans le tableau

1. Comme attendu, les différents groupes de patients étaient significativement différents

concernant la fonction hépatique en analyse de variance, en raison des critéres d’inclusion de

chaque groupe. La mortalité a 3 mois était de 35,9% (n=14) dans le groupe 1 des patients avec

une hépatite alcoolique aigue sévére, contre aucun décés dans chacun des 3 autres groupes

(p=0,0005). Cependant on peut noter que la fonction hépatique des patients du groupe 1

(Maddrey > 32 et histologie positive d’hépatite alcoolique) était comparable a celle des

patients du groupe 3 (Maddrey > 32 mais sans hépatite alcoolique histologique) avec
respectivement : Maddrey 66,2 (28,9) vs. 56,2 (36,2) (Med (IQR)) (p=0,29), TP 36 (9) vs.
36,5 (11,8) % (p=0,34), bilirubine 154 (166) vs. 84 (3) umol/l (p=0,06), et albumine 26,3
(5,3) vs. 28,7 (15,4) g/L (p=0,26).

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 p
Maddrey > Cirrhose Maddrey > | Alcooliques
32 et sans 32 Sans | sans Fibrose
Meédiane (IQR) Hépatite Hépatite Hépatite ni Hépatite
ou Alcoolique | Alcoolique | Alcoolique | Alcoolique
n (%) Aigue aigue Histologiqu (n=7)
Histologique | Maddrey < e
(n=39) 32
(n=13) (n=6)
Age (ans) 52 (9) 56 (10,5) 50 (13) 43 (9,3) < 0,0001
Sexe M, n (%) 23 (66,6) 12 (92,3) 3 (50) 5(71,5) 0,09
Encéphalopathie Hépatique, 10 (25,6) 2 (15,4) 2 (33,3) 0 (0) 0,40
n (%)
Ascite (%) 35 (89,7) 8 (61,5) 6 (100) 0 (0) < 0,0001
Varices cesophagiennes, n 25 (64,1) 6 (46,2) 5 (83,4) 0 (0) <0,0001
(%)
Infections, n (%) 13 (33,3) 0 (0) 1 (16,6) 0 (0) 0,02
TP (%) 36 (9) 59 (22) 36,5 (11,8) 100 (6) < 0,0001
TP (sec) 219 (4,4) 16,1 (2,0) 20,7 (3,6) 12,7 (0,6) < 0,0001

33




INR 2,37 (0,7) 1,5(0,41) | 2,43(0,65) 1(0) <0,0001
Bilirubine JO (umol/L) 154 (166) 20 (21) 84 (30) 10 (7,3) <0,0001
Bilirubine J7 (umol/L) 125 (206) - - - -
ASAT (UI/L) 110 (79) 61(46) | 82,5(625) | 69 (36,3) 0.65
ALAT (UI/L) 43 (32,5) 41(21) | 435(345) | 34(68) 0.79
Phosphatases Alcalines 164 (105) 185 (140) 112 (80,2) 79 (30,8) 0.44
(UIlL)

GGT (UI/L) 226 (343) 325(298) | 135,5(288) | 248 (395,4) 0.11
Albumine (g/L) 26,3 (5,3) 33(9,7) 28,7 (15,4) | 57,6 (0,9) < 0,0001
Na (mmol/L) 136 (5,2) 135 (6,5) | 136,5(1,75) | 140 (0,75) 0,0048
Urée (mmol/L) 4,85 (4,9) 6,6 (8,3) 49 (2,2) 4,1(1,0) 0.18
Créatinine (umol/l) 76 (35) 84,9 (47) | 72,5(15,5) 93 (32) 0.96
Globules Blanc (G/L) 8,2 (4,4) 7,5(3,2) 10 (10,4) 8,1(2,9) 0,07
PNN (%) 71,4 (12) 71,7(8,3) | 71,5(20,7) | 59,5 (31,9) 0,07
Lymphocytes (%) 16 (7,6) 16,2(8,9) | 156 (14) | 27,4 (26,3) 0,03
Plaguettes (G/L) 112 (60) | 126,5(80,5) | 92 (85) 249 (39,7) 0,006
CRP (mg/L) 27,1(287) | 27(76,6) | 257(16,1) | 1,6 (16,7) 0,47
Maddrey 66,2 (28,9) 20 (16) | 56,2 (36,2) 6 (4) <0,0001
MELD 26 (8) 12 (7) 22,5 (7,2) 8 (2,5) <0,0001
Child Pugh 12 (2) 8 (2) 11(2,2) NA <0,0001
GAHS 9(2) 7 (0,75) 8 (0,75) 5(0,75) <0,0001
ABIC 8,64 (1,72) | 7,4(0,9) 7,7 (2,1) <0,0001
Lille model 0,40 (0,41) - - - -
Déces a 3 mois, n (%) 14 (35,9) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0,0005

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients
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Absorbance

3.2 Acquisition des spectres moyens infrarouges

La figure 3 montre les profils spectraux moyens obtenus pour chaque groupe de
patients (1 a 4). Sur Cette figure, on constate des différences d'amplitude d'onde entre les
profils spectraux. On remarque que le profil moyen du groupe 4 se démarque assez bien du
reste des courbes spectrales, ceci en accord avec le profil clinico-biologique des patients du

groupe 4.

S )f LM AMC

3200 2800//1800 940
Nombres d’'onde (cm")

Figure 3 : Spectres moyens de sera des patients obtenus par le moyen infrarouge (SPID
FEWS, DIAFIR).

3.3 Analyse des spectres MIR-FEWS

Une premiere analyse en ACP est réalisée prenant en compte I’ensemble des 4 groupes
(Figure 4A). Avec les Composantes Principales PC-1 (expliquant 28% de la variabilité
spectrale) et PC-5 (expliquant 4% de la variabilité spectrale), les patients du groupe 4 sans
fibrose significative ni hépatite alcoolique sont parfaitement identifiés par rapport aux 3 autres

groupes ayant des maladies du foie plus séveres.

3.4 ldentification des patients du groupe 1: Maddrey > 32 et Histologie confirmée
d’HAA

Une ACP est ensuite réalisée sans les patients du groupe 4.

Une nouvelle carte ACP est tracée avec les PC-1 (68%) et PC-4 (4%) (Figure 4B). Les
patients du groupe 2 (cirrhose sans HAA) sont identifies en zone PC-1 positif et PC-4 négatif
(zone rouge Figure 3B). Les patients du groupe 1 sont au nombre de 6 dans cette zone, contre

33 dans les 3 autres zones. Les patients des groupes 2 et 3 sont 14 et 5 dans respectivement les
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mémes zones. Cette carte permet d’identifier les patients du groupe 1 avec une sensibilité

85%, spécificité 74%, valeur prédictive positive 87%, valeur prédictive négative 70% et 81%

bien classés.

PC-1 (28%

@ grouped

Fig 4A : Carte d’ACP (PC-1 et PC-5) avec les
patients des groupes 1, 2, 3 et 4.

Scores

PC-3 {11%)
L
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[
n
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PC-1 (41%)

B groupel @ groupe2

Fig 4C : Carte d’ACP (PC-1 et PC-3) avec les
patients des groupes 1 et 2.
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Fig 4B : Carte d’ACP (PC-1 et PC-4) avec les
patients des groupes 1, 2 et 3.
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Fig 4D : Carte d’ACP (PC-4 et PC-9) avec les
patients des groupes 1 et 3.

Figure 4 : Identification des patients du groupe 1 (Maddrey > 32 et Hépatite alcoolique

histologique) par la spectroscopie MIR-FEWS.
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Une ACP est ensuite réalisée uniquement avec les patients des groupes 1 et 2 et une
carte ACP est tracée avec les composantes PC-1 (41%) et PC-3 (11%) (Figure 4C). Les
patients du groupe 2 sont regroupés dans une zone PC-1 négatif, PC-3 positif, avec 11
patients contre 2 patients dans le reste des zones (Figure 3C). Les patients du groupe 1 sont
répartis a 5 et 34 respectivement dans les mémes zones. Cette carte permet d’identifier les
patients du groupe 1 avec une sensibilité 87%, spécificité 85%, valeur prédictive positive
94%, valeur prédictive négative 69% et 86% bien classes.

Une ACP est ensuite réalisée uniquement avec les patients des groupes 1 et 3 et une
carte ACP est tracée avec les composantes PC-9 (5%) et PC-4 (1%) (Figure 4D). Les patients
du groupe 3 sont regroupés dans une zone PC-9 negatif et PC-4 positif, avec 5 patients, contre
1 patient dans le reste des zones (Figure 4D). Les patients du groupe 1 sont répartis a 8 et 31
respectivement dans les mémes zones. Cette carte permet d’identifier les patients du groupe 1
avec une sensibilité 79%, spécificité 83%, valeur prédictive positive 97%, valeur prédictive

négative 38% et 80% bien classés.

3.5 Analyse des spectres MIR-FEWS pour l’identification des patients infectés du
groupe 1

Une analyse ACP est réalisée uniquement avec les patients du groupe 1 et une carte
ACP est tracée avec les PC-2 (16%) et PC-8 (2%) (Figure 5A). La PC-8 permet la meilleure
séparation entre les patients infectés, des patients non-infectés. Les patients avec une infection
sont au nombre de 10 en zone PC-8 positif, contre 2 en zone PC-8 négatif. Les patients non-
infectés sont au nombre de 9 et 18 respectivement, ce qui permet d’identifier les patients
infectés des non-infectés avec une sensibilité 83%, spécificité 67%, valeur prédictive positive
53%, valeur prédictive négative 90% et 72% bien classes.
Cette méme carte montre une zone d’exclusion des patients non-infectés en PC-2 positif et
PC-8 négatif. Cela permet d’exclure les patients infectés avec une sensibilité 92%, spécificité

55%, valeur prédictive positive 48%, valeur prédictive négative 94% et 67% bien classés.

3.6 Analyse des spectres MIR-FEWS pour P’identification des patients répondeurs aux
corticostéroides du groupe 1

Une analyse ACP est réalisée uniquement avec les patients du groupe 1 et une carte
ACP est tracée, avec les PC-5 (4%) et PC-3 (12%) (Figure 5C). La PC-5 permet la meilleure
séparation entre les patients répondeurs (Score de Lille < a 0,56 a J7), des patients non-

répondeurs (Score de Lille > 0,56 a J7). En zone PC-5 négatif, il y a 5 patients non-
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répondeurs et 5 patients répondeurs. En zone PC-5 positif, il y a respectivement 2 et 14
patients, ce qui permet d’identifier les patients répondeurs des non-répondeurs avec une
sensibilité 74%, spécificité 71%, valeur prédictive positive 87%, valeur prédictive négative
50% et 73% bien classés.

Cette méme carte montre une zone d’exclusion des patients non-répondeurs en PC-3
positif et PC-5 positif. Dans cette zone il y a 0 non-répondeurs et 10 répondeurs, contre
respectivement 7 et 9 dans les autres zones. Cela permet d’exclure les non-répondeurs avec
une sensibilité 53%, spécificité 100%, valeur prédictive positive 100%, valeur prédictive

négative 44% et 65% bien classés.

3.7 Analyse des spectres MIR-FEWS pour l’identification pronostique des patients du
groupe 1

Une analyse ACP est réalisée uniquement avec les patients du groupe 1 et une carte
ACP est tracée avec les composantes PC-1 (38%) et PC-4 (8%) (Figure 5D). Cette carte
montre des zones dites de certitude en PC-1 positif et PC-4 positif pour les patients décédés a
3 mois (n=10), et en PC-1 négatif et PC-4 négatif pour 1’absence de décés (n=0). Les 2 autres
zones sont dites d’incertitudes (Figure 5D). 18 patients sont dans les zones d’incertitudes soit
46% de Deffectif. Cela permet de prédire les décés 3 mois avec une sensibilit¢ 100%,
specificité 54%, valeur prédictive positive 67%, valeur prédictive négative 100% et 76% bien
classés.

Pour D’identification des patients décédés a 6 mois, la sensibilit¢ est de 100%,
spécificité 60%, valeur prédictive positive 73%, valeur prédictive négative 100% et 76% bien

classés.
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Fig 5C : Carte d’ACP (PC-5 et PC-3) groupe 1 Fig 5D : Carte d’ACP (PC-1 et PC-4) groupe 1

patients répondeurs vs. non-répondeurs. patients décédés vs. non-décédés.

Figure 5 : Identification des patients infectés, des patients répondeurs aux

corticostéroides et des patients décédés ou vivants par MIR FEWS.
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3.8 Construction d’un modeéle moyen infrarouge (modéle IR) pronostique a trois mois

Afin d’estimer les performances de la spectroscopie MIR-FEWS pour 1’évaluation du
pronostic a 3 mois et de les comparer avec les autres scores pronostiques publiés, un modéle
de préediction par régression logistique a été construit et évalué par validation croisée. L’aire
sous la courbe ROC du modge¢le IR pour I’évaluation du pronostic a 3 mois est 0,84 (0,15), au
seuil moyen de 0,47, la sensibilité médiane est de 80% et la spécificité médiane de 90%. Les
mémes variables spectrales sont utilisées pour construire un modele sur la population des
groupes 1, 2 et 3 poolées, montrant des performances diagnostiques tres proches, une
AUROC médiane de 0,84, un seuil moyen de 0,35 (0,25), pour lequel la sensibilité médiane
est de 80% , spécificité de 86% .

1.0
1.0

-

0.8
0.8

0.6
0.6

Sensitivity

Sensitivity
04

04

0.2
0.2

0.0
0.0

T T T T T I T T T T
1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Specificity Specificity

Prédiction de la mortalité a 3 mois, groupe 1  Prédiction de la mortalité & 6 mois, groupe 1, 2
et3 et3

Figure 6 : AUC des modeles pronostiques a 3 mois, courbe rouge modele IR, courbe
bleue score de Maddrey ; courbe verte MELD ; courbe orange GASH score ; courbe

violette ABIC score

Le modeéle IR a été comparé aux scores de Maddrey, GAHS, MELD et ABIC sur la
population rassemblée des groupes 1 et 3 avec des AUROC comparables (p > 0,05), ainsi
qu’avec celle des groupes 1, 2 et 3 rassemblés (p >0,05) (Tableau 2). Néanmoins le modele IR
appliqué aux groupes 1 et 3 est celui qui permet d’obtenir le taux de patients bien-classé le
plus éleveé (86%).
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Prediction mortalité a3 mois | IR MADDREY | MELD | GAHS | ABIC
pour les groupes 1 et 3.

AUC 0,86 0,86 0,82 0,80 0,84
Seuil 0,49 61 26 10 9,134
Sensibilité 73 93 87 73 67
Spécificité 93 71 75 81 89
VPP 85 64 65 69 77
VPN 87 95 91 85 83
Bien Classé (%) 86 79 79 78 81
Prediction mortalité a3 mois | IR MADDREY | MELD | GAHS | ABIC
pour les groupes 1, 2 et 3.

AUC 0,85 0,90 0,88 0,85 0,86
Seuil 0,40 61 26 10 9,134
Sensibilité 73 93 87 73 67
Spécificité 93 80 83 87 90
VPP 78 64 65 69 71
VPN 90 97 94 89 88
Bien classés 87 84 84 83 84

Tableau 2 : Comparaison des performances diagnostiques des modéles prédictifs de la

mortalité a 3 mois pour les groupes 1, 2 et 3 puis pour les groupes let 3.

AUC p > 0,05. En vert valeurs les plus élevées ; en orange valeurs les plus basses

Les essais avec I’algorithme CART ont montré que 1’utilisation combinée du score IR

avec les scores GAHS et MELD améliore significativement les performance dans la

prédiction de la mortalité a 3 mois (Figure 7), avec une sensibilité a 93%, spécificité 97%,

valeur prédictive positive 93%, valeur prédictive négative 97%, et 96% de bien classes.
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Figure 7 : Algorithme de prédiction de la mortalité a 3 mois. Un seul déces en cas de
modele IR < 0,4 et score GAHS < 10. Onze déces en cas de modeéle IR > 0,4 et MELD >
20.
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4. DISCUSSION

Cette étude pilote a investigué pour la premiére fois le profil de spectres obtenus par le
moyen infrarouge MIR FEWS sur les sera de patients ayant une hépatite alcoolique aigue. Les
résultats montrent d’abord que la MIR-FEWS isolent bien les patients alcooliques sans fibrose
hépatique ni hépatite alcoolique des autres patients ayant une maladie alcoolique du foie plus
sévere, avec soit une cirrhose constituée, soit une hépatite alcoolique aigue sévére, établissant
I’utilité potentielle de ces spectres dans ce groupe de patients. Les analyses ont ensuite montré
la capacité de la spectroscopie MIR-FEWS a identifier les patients les plus sévéres avec une
hépatite alcoolique aigue avec des valeurs prédictives positives de 94 a 97% et des patients
bien classes entre 80 a 86%. A coté de cette approche phénotypique des patients avec une
HAA prouvees histologiquement, la spectroscopie MIR-FEWS permet également d’exclure
les patients décédés a 3 mois avec une valeur prédictive négative de plus de 90%. Cependant,
il est plus difficile d’identifier un profil certain de déces a 3 mois et a 6 mois pour les patients
de cette étude, avec une valeur prédictive positive inférieure a 70%. La spectroscopie MIR
FEWS permet également dans cette é¢tude d’exclure les patients infectés avec des valeurs
prédictives négatives entre 90 a 94%, et enfin d’identifier les patients répondeurs aux

traitements avec une valeur prédictive positive entre 87 a 100%.

Habituellement, les patients avec une hépatite alcoolique aigue sévere nécessitant un
traitement par corticostéroides sont identifiés par le score pronostique de Maddrey (8).
D’autres scores pronostiques plus récents tels que le GAHS (14) , ABIC score (15) ou le
MELD (18,19) ont aussi été évoquées dans les derniéres guidelines (21) . Notre étude montre
que la spectroscopie MIR-FEWS permet également de construire un modele pronostique
(modeéle IR) pour I’identification de ces patients avec une AUROC a 0,84, comparable a
celles des tests historiques(15,18-20). De surcroit, un algorithme a été construit, permettant
d’avoir des performances diagnostiques meilleures pour prédire les décés a 3 mois, avec 96%
de patients bien classés et une valeur prédictive positive de 93%. Académiquement une
biopsie hépatique est recommandée pour confirmer I’hépatite alcoolique, chez les patients
ayant un score de Maddrey > 32 (20). La réalisation de cette biopsie est cependant limitée
dans la pratique clinique car seulement 1/3 des centres hospitaliers ont un acces aisé a la
technique (23). Il y a peu d’alternatives a la biopsie hépatique, comme le AshTest (29,30)
mais qui manque de validation indépendante de 1’équipe conceptrice du Fibrotest-Actitest. Le
dosage de la Laminine ou du procollagen IV sont associés aux signes histologiques d’hépatite

alcoolique sévere, mais ne sont pas de réalisation pratique courante et sont tres peu validées
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(31). La spectroscopie MIR FEWS permet I'obtention d'une empreinte métabolique, rendant
possible I’identification des patients bien phénotypés HAA dans notre étude avec un score de
Maddrey > 32 et une confirmation histologique hépatique. Les avantages sont la simplicité et

la rapidité du test.

L’utilisation de la métabolomique pour la caractérisation de maladie a été rapportée
avec d’autres techniques comme la résonnance magnétique nucléaire (*H NMR Spectroscopy)
avec la description de spectre spécifique au carcinome hépatocellulaire (32). Cette étude avait
permis de mettre en évidence un profil spectroscopique urinaire 'H NMR particulier
permettant ainsi de distinguer les patients présentant un carcinome hépatocellulaire des sujets

indemne de carcinome hépatocellulaire.

De la méme maniere, une étude pilote menée sur les sera des patients présentant une
cirrhose éthylique a permis d'identifier un profil métabolique en spectroscopie *H NMR des
patients cirrhotiques des patients témoins (33). Cette étude a permis de distinguer les patients
présentant une cirrhose compensée des patients présentant une cirrhose décompensée en
objectivant grace a la spectroscopie *H NMR des taux plasmatiques significativement plus

importants de pyruvate, de phénylalanine, ou encore succinate.

Ces études ont permis d'établir un profil phénotypique métabolomique permettant de faire
émerger des molécules sériques ou urinaires impliquées dans les processus physiopathologiques des
pathologies étudiées selon leur concentration dans les liquides biologiques ou les tissus. L'utilisation
de la métabolomique dans un but pronostique a également été rapportée avec la technique 'H NMR,
en mettant en évidence les différences de concentration de la lysophophosphatydil choline et
de la phosphatidyl choline chez les patients décédés de cirrhose décompensée (34) rendant
compte d'une dérégulation majeure de la production ces molécules dans les mécanismes

d'apoptose.

La méme technique a été utilisée pour le pronostique de 1’hépatite fulminante (35).
Dans cette étude, il existait une augmentation significative de l'intensité des signaux de
glutamine dans les sera des patients décédés d'hépatite fulminante comparativement aux

patients non décédés.

Plus récemment, une étude a visée pronostique a été menée sur les sera des patients
suivis pour ascite réfractaire (24) et a permis de mettre en lumiére la supériorité de I'analyse

spectroscopique au moyen infrarouge comparée au score de MELD et de Child Pugh.
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Cette étude suggere que la mortalité a 6 mois est associée a des modifications des
composantes moléculaires lipidiques, protidiques, glucidiques ou des acides nucléaires avec
par exemple des modifications d'étirement des molécules CH2 lipidiques, ou encore un signal
spectral objectivant une présence plus importante des groupes amides Il1, ou encore celui en
faveur des cycles aromatiques. De plus, plusieurs marqueurs spectraux étaient
significativement corrélés aux parameétres biologiques représentés par I'albumine, la biturbine,

la créatinine ou encore la sodium.

Notre étude présente des résultats pertinents mais qui demeurent pour I'heure a I'état
préliminaire. En effet, devant le faible effectif de I'étude, il n'a pas été possible d'identifier des
marqueurs spectraux particuliers a potentiel phénotypique ou pronostique dans I'HAA sévere.
Un effectif plus important permettrait de confirmer les résultats présentés dans ce travail, et de
mettre en évidence les modifications métaboliques présentes dans I'hépatite alcoolique aigue

sévere.
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5. CONCLUSION

La spectroscopie moyen infrarouge MIR-FEWS permet de différentier les patients
ayant une maladie alcoolique du foie, des patients alcooliques sans fibrose hépatique ni
hépatite alcoolique. De plus, la spectroscopie MIR-FEWS peut identifier les patients les plus

graves porteurs d'une hépatite alcoolique aigue sevére avec également une valeur pronostique.

La spectroscopie moyen infrarouge pourrait ainsi constituer un test non-invasif
pronostique de I'hépatite alcoolique sévere, ce qui permettrait d'éviter le recours a la biopsie
hépatique. Ces résultats préliminaires doivent étre confirmés par une étude comportant un

effectif plus important.
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7. ANNEXES

Formule des scores étudiés

Score de Child-

Pugh 1 point 2 points 3 points
TP (%) > 50 40 - 50 < 40
Albumine (g/L) > 35 35-28 <28
Bilirubinémie totale (uM) < 35 35-50 > 50
Encéphalopathie absente astérixis coma
Ascite absente minime importante

Score de Maddrey Maddrey = 4,6 x (temps de Quick du malade en secondes — Temps de
Quick contrdle en secondes) + ((bilirubine en pmol)/17)

Score de MELD MELD (en unités internationales) = 9.57 x In (0.0113 x Créatininémie en
uM) + 3.78 x In (0.0585 x Bilirubine totale en uM) + 11.2 x In (INR) +
6.43 x étiologie (0 si alcool ou cholestase, 1 dans les autres cas)

GAHS 1 point 2 points 3 points
Age (années) <50 >50 -
Leucocytes (G/L) <15 >15 -
Urémie (mM) <5 =5 -
INR <15 15-2,0 =20
Bilirubinémie totale (M) < 125 125 — 250 > 250

ABIC ABIC (SI) = 0.1x Age + 0.08 x 0, 0585 x Bilirubine totale (uM) + 0.8 x INR
+ 0.3 x 0,0113 x Créatininémie (uM)

Lille Model Lille MODEL = e-R/ (1 + e-R) avec R = 3,19 — 0,101 x Age + 0,147 x

(Albumine en g/L) + 0,0165 x (Bilirubine JO — Bilirubine J7 en uM) —
0,0065 x (Bilirubine a JO en uM) — 0,206 x (créatininémie : 0 si < 115 uM -
1si>115uM)—0,0096 x (TP patient en secondes)
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Apport de la Spectroscopie moyen infrarouge dans I’hépatite alcoolique aigle sévére. Etude Pilote

RESUME

Introduction: L'hépatite alcoolique aigue sévére avec un score de Maddrey > 32 (HAA) engage le pronostic
vital a court terme. La spectroscopie moyen infrarouge par analyse de 1’onde évanescente (MIR-FEWS) permet
d'approcher indirectement les éléments métaboliques composant le sérum ou un tissu. L'objectif de notre travail
est d'étudier en spectroscopie moyen infrarouge les sera de patients ayant une hépatite alcoolique aigue sévere.
Patients et méthodes: Les sera de soixante-cing patients (39 HAA sévere confirmée en histologie (groupe 1), 13
cirrhoses sans HAA (groupe 2), 6 patients avec Maddrey > mais sans HAA a l'histologie (groupe 3), et 8
témoins alcoolo-dépendants sans fibrose hépatique (groupe 4)) ont fait I'objet d'une analyse spectroscopique au
MIR-FEWS. Une Analyse par composante principale (analyse-non-supervisée, ou ACP) des données spectrales
a été utilisée pour la caractérisation des groupes de patients, suivie par une analyse supervisée permettant la
construction d’un modéle de prédiction de la survie & 3 mois par régression logistique. Résultats: la
spectroscopie MIR-FEWS identifie les patients les plus sévéres représentés par les patients des groupes 1 (HAA
avec histologie positive) avec des valeurs prédictives positives de 94 a 97%. Cette technique permet également
d’exclure le risque de décés a 3 mois avec une valeur prédictive négative de plus de 90% et d’exclure les patients
infectés avec des valeurs prédictives négatives allant de 90 a 94%. Enfin, elle identifie les patients répondeurs a
la corticothérapie avec une valeur prédictive positive de 87 a 100%. L’aire sous la courbe ROC du modéle
infrarouge (IR) pour I’évaluation du pronostic & 3 mois est de 0,84. Le modéle IR comparé aux scores
pronostiques de I'HAA sur la population rassemblée des groupes 1 et 3 avait des AUROC comparables (p=ns).
L’utilisation combinée du modéle IR avec les autres scores d’évaluation du pronostic améliore significativement
les performances dans la prédiction de la mortalité a 3 mois avec une valeur prédictive positive a 93%, valeur
prédictive négative a 97%, et 96% des patients bien classés. Conclusion: La spectroscopie MIR-FEWS permet
d'identifier les formes séveres d'HAA avec une valeur pronostique. La spectroscopie moyen infrarouge pourrait
constituer un test non-invasif de I'hépatite alcoolique aigue sévére, permettant d'éviter la biopsie hépatique. Ces
résultats préliminaires doivent étre confirmés par une étude avec un effectif plus important.

Mots clés: hépatite alcoolique aigue sévére, spectroscopie moyen infrarouge, pronostic, métabolomique.

Contribution of mid-infrared spectroscopy in severe acute alcoholic hepatitis. Pilot Study.

ABSTRACT

Introduction: Severe acute alcoholic hepatitis with a Maddrey score > 32 (AAH) is life-threatening in the short
term. The mid-infrared spectroscopy by evanescent wave analysis (MIR-FEWS) allows to indirectly approach
the metabolic elements composing the serum or tissue. The objective of our work is to study by mid-infrared
spectroscopy patients with severe acute alcoholic hepatitis. Patients and methods: Sixty-five patients (39 HAA
with severe histological confirmation (group 1), 13 cirrhosis without HAA (group 2), 6 patients with Maddrey >
but no HAA histology (group 3), and 8 alcohol-dependent controls without hepatic fibrosis (group 4) were
subjected to mid infrared fiber evanescent wave spectroscopy (MIR-FEWS) analysis. A Principal Component
Analysis (non-supervised analysis, or PCA) of the spectral data was used for characterization of patients groups,
followed by a supervised analysis allowing the construction of a 3-month survival prediction model by logistic
regression. Results: MIR-FEWS spectroscopy identifies the most severe patients represented by patients in
groups 1 (HAA with positive histology) with positive predictive values of 94 to 97%. MIR-FEWS also excludes
the risk of death at 3 months with a negative predictive value of more than 90% and infected patients with
negative predictive values ranging from 90 to 94%. Finally, it allows identifying responders to corticosteroids
with a positive predictive value of 87 to 100%. The area under the ROC curve of the infrared (IR) model for
prognostic assessment at 3 months is 0.84. The IR model compared to the other prognostic scores of AAH on the
pooled population of groups 1 and 3 had a comparable AUROCs (p = ns). The combined use of the IR model
with other prognostic scores significantly improves performance in predicting 3-month mortality with a positive
predictive value of 93%, a negative predictive value of 97%, and a high of 96%. Conclusion: MIR-FEWS
makes it possible to identify severe forms of HAA with a prognostic value. Mid infrared spectroscopy may be a
non-invasive test for severe alcoholic hepatitis, avoiding liver biopsy. These preliminary results need to be
confirmed by a larger study.

Keywords: severe acute alcoholic hepatitis, mid-infrared spectroscopy, prognosis, metabolomics.
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