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Résumé de lathése.

L’obésité est dorénavant considérée comme une maladie par ’OMS et touche I’ensemble du
globe. Responsable d’une diminution de I’espérance de vie en raison de I’augmentation de la
mortalité cardiovasculaire et carcinologique, 1’obésité a des conséquences meétaboliques
endocrines avec la survenue du diabéte de type 2 et hépatiques avec la stéatopathie
métabolique. La stéatopathie métabolique et notamment sa forme sévere, la NASH,
provoquent I’accroissement du nombre de cirrhose et du carcinome hépatocellulaire. La prise
en charge de la stéatopathie métabolique implique de considérer le traitement de 1’obésité. La
chirurgie bariatrique apparait aujourd’hui comme le meilleur traitement de I’obésité. Chez le
patient atteint de séatohépatite, la chirurgie bariatrique permet la résolution de la NASH dans
prés 80% des cas. La disparition du processus inflammatoire initie la diminution de la fibrose.
L’importance de la réponse histologie est associ¢e a la perte de poids et a I’amélioration de
I’insulinorésistance. Apres 5 ans de suivi, il n’y a pas de récidive de la maladie, et la fibrose
continue de s’améliorer. A titre d’exemple, la fibrose disparait totalement chez pres de 45%
des patients atteints de fibrose avancée a baseline. Pour les patients souffrants de carcinome
hépatocellulaire et/ou d’insuffisance hepatocellulaire, la greffe apparait comme le traitement
de référence. Néanmoins, 1’analyse du devenir sur liste d’attente prétransplantation des
patients révéle que les patients obeses morbides ont plus de risque de mortalité sur liste, et
moins d’acces a la greffe. Cet effet n’est pas di a une plus faible attribution des greffons, mais
a un taux de refus plus important en raison d’incompatibilités morphologiques entre le
donneur et le receveur. Idéalement, il faudrait pouvoir proposer des greffons provenant de
donneurs obéses a ces receveurs, mais ces premiers sont stéatosiques et plus sensibles a
I’ischémie reperfusion. La modulation de I’ischémie reperfusion apparait comme un enjeu
majeur pour améliorer ’accés a la greffe, en utilisation des greffons dit marginaux. La
protéine NOD1 semble étre une cible idéale pour réduire le processus lésions de 1’ischémie
reperfusion. A D’échelle hépatique, la voie NODI1 influence I’expression des molécules
d’adhérences ICAM-1 et VCAM-1 a la surface des cellules endothéliales et des hépatocytes.
Les antagonistes NOD1 réduisent ainsi I’expression de ICAM-1 et VCAM-1, I’interaction
entre hépatocytes et polynucléaires neutrophiles et ainsi que les aires de nécrose hépatique
secondaire a la I’ischémie reperfusion. NODI1 se positionne comme une cible intéressante
méritant d’étre évaluer sur des foies stéatosiques afin de les protéger du processus lésionnel
de I’ischémie reperfusion.
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Abstract

Obesity is now considered as a disease by WHO with a Global threat. Responsible for a
decrease in life expectancy due to increased cardiovascular and carcinologic mortality,
obesity has endocrine metabolic consegquences with the onset of type 2 diabetes and hepatic
consequences with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). NAFLD and in particular its
severe form, non-alcoholic steatohepatitis (NASH), cause an increase in the number of
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Management of NASH involves considering
treatment for obesity. Bariatric surgery is emerging as the best treatment for obesity today. In
patients with steatohepatitis, bariatric surgery resolves NASH in nearly 80% of cases. The
disappearance of the inflammatory process initiates the decrease in fibrosis. The magnitude of
the histological response is associated with weight loss and improvement in insulin resistance.
After 5 years of follow-up, there is no recurrence of the disease, and the fibrosis continues to
improve. For example, fibrosis resolves completely in nearly 45% of patients with advanced
baseline fibrosis. For patients suffering from hepatocellular carcinoma and / or hepatocellular
insufficiency, the liver transplantation appears to be the best therapeutic option. Nonetheless,
analysis of the pre-transplant waiting list outcome of patients reveals that morbidly obese
patients have a higher risk of on-list mortality, and less access to transplantation. This effect is
not due to a lower allocation of grafts, but to a higher refusal rate due to morphological
incompatibilities between the donor and the recipient. Ideally, it should be possible to offer
grafts from obese donors to these recipients, but the formers disclose frequently steatosis and
thus more susceptible to ischemia reperfusion. The modulation of ischemia reperfusion
appears to be a major issue in improving access to grafts, using so-called marginal grafts. The
NOD1 protein appears to be an ideal target for reducing the ischemia reperfusion injury
process. At the hepatic level, the NOD1 pathway influences the expression of ICAM-1 and
VCAM-1 adhesion molecules on the surface of endothelial cells and hepatocytes. The NOD1
antagonists thus reduce the expression of ICAM-1 and VCAM-1, the interaction between
hepatocytes and polymorphonuclear neutrophils and as well as the areas of hepatic necrosis
secondary to ischemia reperfusion. NODL1 is positioned as an interesting target deserving to
be evaluated on fatty livers in order to protect them from the injury process of ischemia
reperfusion.
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PARTIE 1 Généralités sur la stéatopathie
métabolique

Introduction

1. Définition de la stéatopathie métabolique

La premiére description de la stéatopathie métabolique remonte a 1980. Ludwig et al,
publient la description de 20 patients ayant des caractéristiques histologiques compatibles
avec celles de consommateurs excessifs d’alcool, mais sans pour autant présenter
d’antécédent de consommation excessive (1). Les auteurs décrivent, apres exclusion des
autres pathologies hépatiques, un phénotype métabolique commun a I’ensemble des patients :
obésite, diabéte et dyslipidémie. La pathologie se caractérise histologiquement par une
stéatose significative associée a une inflammation et une fibrose. Bien que la stéatose
apparaisse comme I’atteinte histologique princeps, elle n’est pas spécifique de la stéatopathie
métabolique.

Cependant, la digtinction entre la stéatose a prédominance macrovacuolaire de la
microvacuolaire peut orienter le diagnostic. Les macrovacuoles lipidiques sont plus volontiers
en lien avec des étiologies de surcharge ou métabolique (exemple : excés d’apport en hydrate
de carbone). Les causes de stéatose microvacuolaire, plus rares, s’associent généralement a
des étiologies toxiques, virale ou génétique responsable d’un stress mitochondrial affectant la
B-oxydation des acides gras (ex: stéatose aigué gravidique, hépatite médicamenteuse,
syndrome de Reye ...).

Ainsi, de multiples causes engendrent la stéatose. De manieres non exhaustives, la
stéatose peut étre secondaire a la maladie alcoolique du foie, des virus comme le VHC ou le
VHB, des médicaments, des pathologiques génétiques héréditaires, des toxiques (métaux,
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lourds), dénutrition, nutrition parentérale et naturellement la stéatopathie métabolique. Les

grandes causes de stéatose sont détaillées dans le tableau ci-dessous.

Tableau Causes de stéatose hépatiques (liste non exhaustive)

Causes de stéatose

M aladies hépatiques M aladie génétique

Alcool maladie de Wilson

Hépatitevirale B, C Abétalipoprotéinémie

M édicaments Galactosémie

Amiodarone Glycogénose

antirétroviraux (AZT) maladie de Wolman, déficit en LAL
Tamoxifene Tyrosinémie

glucocorticoides Homocystinurie

Méthotrexate Steatopathie métabolique
tetracycline Sd métaboligue, Obésité, Insulinorésistance
Bleomycine Dysdlipidémie

(Estrogene TMG6SF2

Toxiques: Barium, Phosphore

La steatopathie métabolique constitue I’atteinte hépatique stéatosique la plus fréquente
(2-4). Les sociétés savantes internationales de ’'EASL (European Association for the Study of
the Liver) et de I’AASLD (American Association for the Study of Liver Disease) définissent
la stéatopathie métabolique comme une entité nosologique avec différentes formes clinico-
pathologiques distinctes (2,5). La forme dit simple, peu évolutive, non inflammatoire et sans
fibrose significative correspond a la stéatose. La forme évolutive et inflammatoire, correspond
a la stéatohépatite non alcoolique ou NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) qui progresse
verslacirrhose (6-8). Aujourd’hui seule 1’analyse histologique de la biopsie hépatique permet
de diagnostiquer et de préciser les différents formes clinico-pathologiques de la stéatopathie

métabolique (9,10).

2. Diagnostic

a. La stéatose
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La stéatose hépatique est une entité histopathologique fréquente dont la principale
cause s’intégre au Syndrome d’insulino-résistance plus communément dénommé syndrome
métabolique. L’identification de la stéatose et son diagnostic étiologique sont généralement
aisés. Pour retenir le diagnostic de stéatose métabolique, les causes non métaboliques, telle
que les virus, ou des ateintes médicamenteuses mais surtout la stéatose secondaire a la
consommation excessive d’alcool devront étre exclues. La présence d’une stéatose
métabolique caractérise la stéatopathie métabolique ou non alcoolique, correspondant au
terme anglo-saxon NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease).

La stéatose se diagnostique au moyen des examens d’imageries simples, disponibles,

validés et reproductibles comme 1’échographie abdominale ou grace a I’analyse histologique.

Diagnostic microscopigque de la stéatose

La stéatose se définit histologiguement par une accumulation cytoplasmique de
vacuoles lipidiques dans 1’hépatocyte. Elle devient pathologique lorsqu’elle concerne plus de
5% des hépatocytes (1).

A T’analyse microscopique, aprés inclusion en paraffine, les vacuoles apparaissent
optiquement vides, suite a la dilution des triglycérides les composants (aprés contact avec les
solvants utilisés pendant la fixation). Pour étre visualisée, les prélévements doivent étre
conditionnés a I’état frais et colorées au noir Soudan ou Rouge a [’huile. Les lésions
stéatosiques peuvent atteindre ’ensemble du parenchyme hépatique, mais se concentre
préférentiellement dans les régions centrolobulaires chez les patients métaboliques. La taille
des vacuoles lipidiques permet d’en distinguer deux formes, ’'une fréquente la stéatose
macrovacuolaire, l'autre plus rare la stéatose microvacuolaire. Les macrovacuolaires

lipidiques repoussent le noyau cellulaire en périphérie de 1’hépatocyte. A I’inverse les
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microvacuoles, de tres petites tailles ne refoulent pas le noyau qui reste en position centrale
dans I’hépatocyte.

Composition lipidique de la stéatose

Les vacuoles lipidiques se composent a plus de 90% de triglycérides [triacylglycérol
(TAG)] et environ 10% d’un mélange de mono-acylglycérol, de diacylglycérol (DAG) et
d’acide gras libre. Dans une moindre mesure, on retrouve €¢galement du cholesterol libre, des
esters de cholestérol ainsi que des phospholipides (lécithines/phosphatidylcholing). La
composition lipidique hépatique des vacuoles semble varier en fonction de [Datteinte
nosologique de la stéatopathie métabolique. Si la quantité de TAG et de DAG augmente de
manieére attendue et pathologique au cours de la stéatose et laNASH, leratio de TAG/DAG se
modifie (foie normal vs. stéatose vs. NASH: 7 vs. 26 vs. 31, p<0,001). Le contingent d’acides
gras libres se raréfie en acides gras poly-insaturés Q-3 et Q-6 avec la sevérité de la
stéatopathie. De plus, la stéatose et la NASH s’accompagnent aussi d’un enrichissement en
cholestérol libre et d’un appauvrissement en phosphatidylcholine (11). Ces modifications de
la composition lipidique de la stéatose entrainent diverses consequences. Ainsi
I’appauvrissement en phosphatidylcholine participe a I’enrichissement en cholestérol libre
dans la composition de la bile, favorisant la lithogénese. De nombreux auteurs soulignent
ainsi le lien entre lithiase biliaire et stéatopathie métabolique (12,13).

Diagnostic macroscopique de la stéatose

Les outils non-invasifs radiologiques comme 1’échographie hépatique et la
spectroscopie par résonnance magnétique (H-SRM) ou MRI-PDFF (magnetic resonance
imaging-derived proton density fat fraction), ainsi que I’'IRM en opposition de phase peuvent
étre utilisées pour le diagnostic de stéatose. Le H-SRM, au méme titre que la biopsie
hépatique, permet de diagnostiquer de maniére certaine la présence d’une stéatose. Le taux de

lipide intra-hépatique mesuré doit ére supérieur a 5,6% (5,14). L’accessibilité difficile de H-
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SRM réduit son utilisation en pratique courante. Le diagnostic repose plus fréguemment sur
I’échographie hépatique, qui posséde une bonne valeur prédictive positive pour les foies
présentant une stéatose supérieure a 20-30%. Néanmoins, la performation diminue nettement
en cas de stéatoses inférieure & 20% des hépatocytes (15).

Le H-SRM connait un essor important dans le cadre d’essai clinique. La Food and
Drug Administration (FDA) en reconnait la validité et la reproductibilité (16). Dans le cadre
de la recherche, ’H-SRM devient un outil d’évaluation des thérapeutiques dans la NAFLD au
cours de phase de développement de phase II afin de démontrer I’efficacité sur la réduction de
la stéatose. Gréce a sa mesure qualitative et son caractéere non invasif, elle réduit les tailles
d’effectifs et le recours a la biopsie hépatique (17-19). A titre d’exemple, Ezetimibe (essai
randomise MOZART) a éé évalué dans la NAFLD gréce a ce moyen. Son inefficacité sur la
réduction de la stéatose a arrété tout développement de la molécule dans la NAFLD et la

NASH (20).

b. La stéatohépatite non alcoolique, diagnostic histologique.

La stéatohépatite non alcoolique, connue également sous sa dénomination anglo-
saxonne « Non-Alcoholic Steatohepatitis » et de son acronyme « NASH », correspond a la
forme évolutive de la stéatopathie métabolique. Son diagnostic est exclusivement histologique
(9,20,21).

L’¢établissement d’un diagnostic requiert une biopsie hépatique de « qualité », obtenue
au moyen d’une aiguille de 16-18 Gauge, préférentiellement dans le lobe hépatique droit. La
taille idéale recommandée est de 20 mm associée a au moins 10 espaces porte (16), Des tailles
inférieures a 8 mm sont fortement découragées et présentent un risque important de faux

négatifs.
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L’anatomopathologiste établit le diagnostic grace a I’identification de trois Iésions
histologiques essentielles. Le diagnostic requiert [’association d’une stéatose, d’une
ballonisation hépatocytaire et d’une inflammation lobulaire (2,5,9,21). D’autres signes
sémiologiques appartiennent a la constellation Iésionnelle de la maladie, mais ne sont pas
indispensables au diagnostic (inflammation portale, infiltrats polymorphes a prédominance de
polynucléaires, corps de Mallory-Denk, corps apoptotiques, vacuoles cytoplasmiques claires,
mégamitochondries, lipogranulome et noyaux glycogéniques). Parmi tous ces signes
histologiques le plus spécifique de stéatohépatite reste la ballonisation hépatocytaire (8,22).
La fibrose ne fait pas partie des critéres diagnostiques. Toutefois, 1’inflammation portale, tout
comme la ballonisation hepatocytaire semble est associée au pronostic de la maladie, bien
qu’elle ne fasse pas partie du triptyque diagnostique de la NASH (8).

Deux définitions ou classifications sont aujourd’hui disponibles. La définition utilisée
par le NASH-CRN et suivie par ’AASLD est détaillée dans le tableau la et distingue trois
grandes entités nosologiques : la NASH, la « borderline NASH » et |la stéatose (23). L’EASL
recommande et utilise le SAF score éablit par le consortium européen FLIP (Fatty Liver
Inhibition of Progression), détaillé dans le tableau 1b (5). Leur principale différence est que le
consortium FLIP ne retient pas le concept du « borderline NASH ». Le score SAF s’est
construit prospectivement e semble avoir une meilleure concordance inter-observateur

comparativement ala classification du NASH-CRN (22).

Tableau 1a: Critéresdiagnostiques des stéatopathies non alcooliques

Diagnostic Stéatose Ballonisatio Zone Inflammation Inflammation
macr ovacuolair n Lobulaire portale

NASH + + 3 + +

Borderline NASH zone 3 + - 3 + *

Borderline NASH zone 1 + - 1 * -+

Stéatose + - + +

Pas de stéatopathie - - + +
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Tableau 1b. Algorithme diagnostique des stéatopathies non alcooliques (FLIP)-EASL :
SAF score

0— NAFL
1,23 — 0— 1 — NAFL
2 — NAFL
0— NAFL
1,2,3— 1— 1 — NASH
2 — NASH
0— NAFL
1,2,3— 2 — 1— NASH
2 — NASH

NASH : Non-alcoholic Steatohepatitis;, NAFL: Non Alcoholic Fatty Liver

Scor es histologiques des stéatopathies métaboliques

Les scores histologiques ont été éablis pour évaluer I’activité et la sévérité de la
stéatopathie métabolique. Ils évaluent avec une méthodologique reproductible et de maniére
quantitative 1’évolution des différentes composantes histologiques de la pathologie. L’impact
gpécifique d’un traitement peut ainsi étre mesuré et precise.

Une des premieres classifications est établit par Brunt E. et al, et concerne la NASH
(9). Cette classification comprend deux échelles, 1'une évaluant 1’activité nécrotico-
inflammatoire et la seconde la fibrose. L’activité inflammatoire histologique, quantifiée en
trois stades de léger a sévere, est corrélée a la severité de la cytolyse et a I’intensité de
I’insulino-résistance. La classification proposée par Brunt et al ne concernant que les patients
atteints de NASH, un nouveau score a été propose par Kleiner et al a éé étendue a ’ensemble
de la stéatopathie métabolique. Le score de Kleiner ou NAS (Nafld Activity Score) évalue
’activité de chacune des composantes histologiques de la stéatopathie métabolique. Le NAS
est un score composite dont la valeur correspond a I’addition de chaque élément le
congtituant : stéatose, inflammation lobulaire et ballonisation hépatocytaire (ex : 2+0+1 =3).

La somme obtenue fournit un résultat entre O et 8. Les valeurs du score ont &é réparti de 0-3 :
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«No NASH »; 3-5: «Probable NASH »; 5-8: «definite NASH ». Toutefois, la valeur
quantitative du score ne se substitue pas au diagnostic établi par 1’anatomopathologiste.
Néanmoins, sa simplicité d’utilisation a conduit a son mésusage comme outil diagnostic dans
de nombreuses études (10,23).

Lafibrose et sa quantification sont nettement plus consensuelles. Les stades de fibrose
définie en 1999 par Brunt et al, ont &é réactualisés selon Kleiner et al en 2005 sans
modification significative. La fibrose de F1 est simplement compartimentée en 3 sous-
groupes 1A, 1B et 1C.

Le score SAF (Stéatose Activité inflammatoire et Fibrose) a éé développé plus
récemment a partir d’une cohorte de 679 patients opérés de chirurgie bariatrique (22), puis
étendu et validé prospectivement dans une population a risque de NAFLD (21). L’avantage
du SAF est sa simplicité d’utilisation. Il est construit de maniére a étre représentatif de chague
composant de la pathologie: la stéatose (S), I’activité nécrotico-inflammatoire (A) et la
fibrose (F). La prise en compte de maniére indépendante de chaque élément permet de suivre
intuitivement 1’évolution histologique mais aussi de porter le diagnostic de stéatohépatite.

Toutefois, ces scores ont peu de valeurs pronostiques et seule la fibrose est
objectivement associée, dans ses stades avanceés (=F3), a une augmentation significative de la
morbi-mortalité hépatique. Certains auteurs ont retrouvé une augmentation de ce risque pour
des stades moins avancés (8). La fibrose pouvant étre estimée gréce a des outils non invasifs,
les patients peuvent ainsi étre dratifiés en fonction de leur risqgue sans bénéficier

systématiquement d’une biopsie hépatique.
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3. Tests non-invasifs et stéatopathie métabolique.

La stéatopathie métabolique est actuellement la cause la plus fréquente de maladie du
foie dans le monde (24). Sa forte prévalence, de 1’ordre de 20% de la population, restreint
I’utilisation de la biopsie. Les complications de la biopsie hépatique, 1’offre de soin actuelle,
le colt de la biopsie et les risques d’une erreur d’échantillonnage imposent d’utiliser la
biopsie diagnostique chez les patients les plus a risque de formes séveres ou avancées de la
maladie, et par conséquent a risque de morbidité et mortalité hépatique. Actuellement, 1'usage
de labiopsie s’intégre dans |’identification de patients candidats a un traitement de laNASH.

Toutefois, le pronostic dépend de la sévérité de la fibrose. Ainsi, les tests non-invasifs
sanguins et elastométriques permettent de répartir les patients en fonction de leur risque. Les
autres tests estimant la présence d’une stéatose ou d’'une NASH sont essenticllement utilisés
en recherche épidémiologique ou translationnelle et non dans une pratique clinique

guotidienne.

a. Tests non-invasifs de dépistage de la stéatose.

Le risque de mortalité associée a la présence d’une stéatose hépatique n’est pas
clairement démontré ou éabli. Les éudes sont contradictoires (25,26). Ainsi le dépistage de
la stéatose hépatique a I’échelle d’une population reléve (pour I’instant) de la recherche
épidémiologique plus que d’une nécessité de la santé publique.

La stéatose se diagnostique aisément en échographie voire a I'IRM, en cas de doute, et
sa quantification ne représente pas pour l'instant d’intérét spécifique (Recommandations
AFEF juillet 2020). Toutefois, 1’applicabilité, & grande échelle, des outils d’imagerie semble

compromise. Seuls des tests biologiques ou clinico-biologiques non-invasifs de stéatose
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pourraient avoir une application concréte pour 1’étude de la prévalence ou de I’incidence de la
maladie.

Pour le dépistage, ces tests de stéatose doivent étre peu couteux, simples, fiables,
reproductibles, acceptables et validés. Aujourd’hui si les tests de stéatose possedent des
performances intrinseques relativement intéressantes (sensibilité et spécificité), leurs
performances extrinséques c’est a dire leurs valeurs prédictives positives (VPP) et négatives
(VPN) dépendent fortement de la prévalence de la pathologie dans la population étudiée.
Malheureusement trés peu de tests ont é&té effectués en population générale (27). Un test
biologique ayant été le plus utilise reste le FLI (Fatty Liver Index) qui a notamment éte utilisé
pour I’étude de la prévalence de la stéatopathie métabolique a I’échelle de la population
francaise (28). On pourra également citer le steatotest. Ce dernier a é&é évalué chez les
patients diabétiques, obéses morbides ou encore chez les patients porteurs d’une stéatopathie
métabolique. Toutefois, ce test n’a pas été validé en « population générale » et son cout limite

son usage (29-31).

b. Tests non-invasif de la NASH.

Un test non invasif afin d’identifier un patient a haut risque de NASH a une vraie
utilité clinique. Elle permet de sélectionner des patients a risque de progression rapide de
fibrose. Plusieurs tests ou outils clinico-biologiques permettent de dratifier ce risque
principalement au sein d’une population de patients atteints de stéatose (27). Parmi les plus
simples on peut évoquer le dosage des transaminases identifié comme plus élevé dans
I’ensemble des études chez les patients porteurs d’une NASH en comparaison a ceux sans
NASH (32,33). Toutefois la corrélation avec la stéatohépatite reste faible et influencée par la
sevérité de la maladie ou de la fibrose. De plus leur normalité n’exclut pas le diagnostic (34).

L’association des transaminases a des éléments cliniques comme le diabéte et 1’obésité,
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augmente alors la probabilité de la NASH (28). D’autres approches ont été étudié notamment
la recherche de biomarqueurs en lien avec la physiopathologie de la maladie hépatique
comme le CK18, ou des combinaisons de marqueurs biologiques et cliniques associant le plus
souvent IMC, présence de diabéte, transaminases etc (35,36). Des stratégies plus récentes
s’appuient sur les miRNA ayant abouties au test prometteur NISA (37). Ce test quantitatif
permet de classifier le risque de stéatohépatite métabolique. A titre d’exemple, un NIS4
supérieure a 0.63 possede une sensibilité de 50,7%, une spécificité de 87% et une VPP de
79%. Le principal intérét de ce test repose sur son caractére indépendant des transaminases,
de 'IMC, de I’age et du sexe. Son utilisation, tout comme sa susceptibilité au changement
nécessite des validations complémentaires en population a risque voire en population

générale.

¢. Tests non-invasif de fibrose

Ainsi, les sociétés savantes (AASLD & EASL) recommandent le dépistage d’une
fibrose avancée au moyen de tests non-invasifs chez les patients souffrant de NAFLD (38,39).
Cestests sont considérés comme acceptables quel que soit le stade de fibrose. La sévérité et le
risque de mortalité hépatique devient significatif en cas de fibrose avancée définit par une

fibrose en pont, soit = F3. Ces risques augmentent avec 1’apparition de la cirrhose et de son

aggravation.

Quel que soit le test sanguin ou élastométrique, son objectif est d’exclure la présence
d’une fibrose avancée chez le patient. Ainsi, un Nafld fibrosis score (NFS) avec une valeur
inférieure a -1,455 ou un Fib-4 < 1,30 possedent une VPN de fibrose avancée supérieure a

90% (41) (Recommandations AFEF 2020).
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Lestaux significatifs de faux positifs sont encore la principale problématique des tests
de fibrose dans la prédiction de la fibrose avancée. Ainsi la combinaison de différents
scores/tests non invasifs permettent d’affiner les performances diagnostiques. Cette sratégie
permet de stratifier les patients en fonction de leur risque de mortalité avec une probabilité
d’erreur « acceptable ».

Plusieurs stratégies ont été ainsi proposées par I’EASL (5). Ces dratégies ont
récemment &é évaluées (figure ci-dessous). L’algorithme comporte deux tests successifs. La
premiere étape consiste en un Fib4 ou un Nafld Fibrosis Fibrosis (NFS). Puis en fonction du
test, un second test comprendra un Hepascore, un fibrotest ou un fibroscan. Ces tests
permettent alors d’identifier les patients candidats a la biopsie hépatique pour confirmer la
fibrose extensive et rechercher un diagnostic de NASH. (cf figure ci-dessous, extraite des

recommandations de [’EASL)

NAFLD Marosis soore or FIEd

i o i !

HFG = 14355 NFG-1.455" 0 DTS MFG =0.67h

FIB4 =1.30¢ FIB41.30%-3 25 FIBd =535
Lowrnsk fmiermeaciiads risk —=|  High risk
i |- i

Exclude F 23 Gy zone Diagnose F 23
| Fikeodast <030 Fibrotest 0.30-0.70 Fiwclesl =070 |
Hegasooss <0, 37 Hapaacors 0,37-0 70 oo e cacarsiy =0, T
Fibrescan <7 9 Fibroscan T9-89.4 Filpnescan =96
Monitoring svery 2 years Livar hispsy

Ces dratégies séquentielles ont éé évaluée et comparée par Boursier et al. Le
fibroscan apparait comme un test plus performant que les tests sanguins. L’association
fibrometre/fibroscan (Fibrometre/™E) apparait comme prometteuse en qualité de deuxiéme
test avant biopsie (38). La principale problématique reste la validation de ces algorithmes en

population arisque telle que les patients diabétiques ou métaboliques.
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Epidémiologie de la stéatopathie métabolique

A I’échelle mondiale, la stéatopathie métabolique représente la cause la plus fréquente des
maladies hépatiques chroniques (24). A titre d’exemple, ses formes les plus séveres,
carcinome hépatocellulaire CHC et cirrhose représentent respectivement la deuxiéme
indication de greffe pour de CHC et la troisieme pour insuffisance hépatocellulaire aux USA
(40). Cette évolution fait suite aux politiques de traitement et de santé publique ciblant les
hépatites virales: vaccination anti-virale B, dépistage, et innovation thérapeutique dans le
traitement de I’hépatite C. Toutefois, la prévalence exacte reste difficile a apprécier. Son
caractere asymptomatique complexifie son étude épidémiologique. Par ailleurs, les données
disponibles varient significativement en fonction de la période éudiée, de la population
d’intérét et des outils diagnostiques utilisés. Ainsi, les grandes études concernent des
populations disparates: asiatiques, hispaniques ou caucasiennes. Elles utilisent des
biomarqueurs sanguins comme les transaminases ou radiologiques telle que 1’échographie
abdominale. Leur sensibilité et spécificité sous-optimales questionnent sur les données de
prévalence et d’incidence de la maladie. A I’inverse, le contexte métabolique de 1’obésité et
du diabéte, dans lequel se développe la stéatopathie métabolique permet d’estimer les
évolutions futures et d’apprécier I’impact de la stéatopathie dans une population.

Implicitement, jusqu’a I’obtention de biomarqueurs diagnostiques fiables, reproductibles,
peu onéreux et utilisables pour un dépistage a I’échelle d’une population, I’approche
épidémiologique de la stéatohépatite nécessite 1’étude de ses facteurs de risque croisée a celles

des données de cohorte.
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1. Incidence et Prévalence de la stéatopathie
métabolique.

a. Incidence

Il existe peu d’études et de données disponibles que ce soit a I’échelle mondiale ou
régionale sur I'incidence de la NAFLD, ce qui complexifie son analyse. Ainsi dans sa méta-
analyse mondiale sur la NAFLD, Younoss et al ne pouvait déerminer précisément
I’incidence de la maladie. Cette derniére n’était estimée que dans deux régions : 1’Asie et
Israél avec des taux extrémement différents : 52/1000 [28,3-96,7] personnes/année et 28/1000
[19,3-40,6] personnes/année respectivement (3). De nouvelles éudes asiatiques ont estime
I’incidence autour de 50,9 [44,8-57,4] (41). Aux Etats-Unis, une éude de registre de santé
(PMSI/cotation d’acte de soin) en médecine de ville, analysée par la Mayo Clinic met en
exergue deux points majeurs : la forte évolution de I’incidence de la stéatopathie métabolique
de pres de 62/100 000 a 329/100 000 personnes/année entre 1997 et 2014 (42) et surtout un
taux tres nettement inférieur aux prédictions et modélisation publié par Younoss et al. Ces
résultats reflétent les difficultés d’étudier I’incidence de la NAFLD.

Un point essentiel converge entre toutes les études. La cinétique d’évolution croissante
de la pathologie, surtout sur les 15 & 20 derniéres années. L’augmentation de I’incidence
concerne I’ensemble des classes d’age, mais 1’évolution la plus marquée reste celle des moins

de 40 ans (+700%, vs +400 chez les plus de 60 ans)(42).

b. Prévalence

A T’échelle mondiale, la prévalence de la stéatopathie métabolique estimée par les
méta-analyses est de 'ordre de 25,4% (IC 95% : 22,1-28,7). Les plus fortes prévalences,

avoisinant les 30% de la population et sont retrouvées au Moyen-Orient et en Amérique du
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Sud. La plus faible prévalence concerne 1’ Afrique 13,5 (IC 95% : 5,7-28,7) (3). Toutefois, les
données africaines sont marginales, rarement validées ou reconfirmées et ne concernent que
quelques pays comme 1I’Afrique du Sud. La généralisation a 1’échelle continentale, avec ses
tres grandes variations ethniques et socio-démographiques impose la plus grande prudence.
On peut toutefois estimer la prévalence mondiale entre 10 et 25%. Ces données
épidémiologiques requiérent des éudes nationales ou locales confirmatoires. Ainsi, en France,
a partir de ’analyse de la cohorte CONSTANCE, dont les caractéristiques démographiques et
socio-économiques sont représentatives de la population francaise, la prévalence de la
NAFLD est estimée a 18% (estimée sur ’analyse du FLI score). La prédiction de la fibrose
avancee au sein de cette population de patients NAFLD avoisine les 2.5%. Numériquement, la
NAFLD concernerait prés de 9 millions de Frangais dont environ 225 000 avec une fibrose
avanceée (28).

A T’évidence, la prévalence augmente au sein de groupes a risque : patients obeses,
diabétiques, ou atteint de syndrome métabolique (43). La causalité ou I'ordre de survenue
entre stéatose et facteur de risque cardiovasculaire (FDR CV) reste flou. Ainsi, Ma J et al ont
mené une étude bi-directionnelle des risques de développement d’une stéatopathie
métabolique en cas de présence de FDR CV ou a I’inverse de développer des FDR CV en cas
de présence de NAFLD. L’étude ne permet pas d’identifier la stéatopathie métabolique
comme un facteur causal ou précédent la genese du syndrome métabolique. Néanmoins, sur
une durée de suivi médiane de 6 ans, les risques sont a significativement augmenté de

développer une HTA, un diabéte en cas de NAFLD et réciproquement (44).

c. Projection de la NAFLD et de son impact sur la santé
publique

L’ensemble des projections et des modélisations évolutives de la NAFLD au cours des

prochaines décennies soulignent I’augmentation du nombre de cirrhose et de CHC. Une des
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modélisations les plus récentes estiment que la NAFLD toucherait pres de 100 millions
d’américains d’ici 2030, soit une augmentation de plus de 20% du nombre de patients,
atteignant ainsi prés d’un tiers de la population adultes des USA. En 2030, les conséquences
seraient de I’ordre de 3 millions de patients atteints de cirrhose et environ de 25000 CHC
soient plus de 150% d’augmentation comparativement a 2015 (45).

Ces chiffres bien que nécessitant une confirmation par d’autres équipes
impliquent d’évaluer I’impact de politique de santé publique sur 1’évolution de la maladie en
cas de réductions de facteurs de risque de la pathologie tels que I’obésité et le diabéte.
L’augmentation des stratégies de dépistage et d’identifications des patients a risque
d’évenements hépatiques et carcinologiques sont indispensables afin de juguler et prendre en
charge I’afflux significatif de patients atteints de cirrhose ou de CHC. La gestion est d’autant
plus difficile que les stratégies de dépistage du CHC chez les patients sans cirrhose ne sont
pas établies, alors la fibrose n’est que rarement avancée ou sévere chez les patients ayant un

CHC sur foie stéatosique (46).

2. Facteurs de risque de la stéatopathie métabolique.

a. L'age

L’age reste le facteur de risque le plus solide en raison des liens entre maladie et durée
d’exposition au risque. Ainsi, la prévalence estimée augmente avec 1’age : 22,4% (IC: 15,4-
31,5) pour les 30-40 ans vs. 28.9% (IC : 19,3-40,9) chez 60-70ans (3). Cependant, I’'impact de
I’age doit étre nuancé chez les patients de plus de 80 ans. La prévalence chute en raison de la
mortalité compétitive cardiovasculaire. Ainsi, la prévalence diminue a environ 20 % dans les

populations gériatriques (47).
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b. Prédisposition et facteurs génétiques

L’analyse des polymorphismes génétiques grace aux études d’association pangénomiques
(GWAS, Genome Wide Association Studies) ont identifié plusieurs génes dont le
polymorphisme augmente le risque de stéatopathie: PNPLA3 (patatin-like phospholipase
domain-containing protein 3), MBOAT7-TMC4 (membrane bound O-acyltransferase domain-
containing 7 et transmembrane channel-like 4) et TM6SF2 (Transmembrane 6 superfamily 2
human).

PNPLAS a été le premier décrit. Son polymorphisme allélique (rs738409; 1148M) a 1’état
homozygote est associée a la stéatopathie métabolique quel que soit saforme: stéatose, NASH
ou cirrhose (48). Ce polymorphisme est significativement plus a risque chez les ethnies
hispano-américaines. Le polymorphisme (1148M) homozygote prédispose a la stéatopathie
indépendamment de I’insulinorésistance et de I’indice de masse corporelle. PNPLA3 possede
une activité enzymatique avec une activité d’hydrolase des TAG, se rapprochant des lipases
(49,50) mais son réle fonctionnel reste que partiellement compris. Cependant, les données les
plus robustes démontrent que la PNPLA3 est impliquée dans le remodelage des triglycérides
contenus dans les vacuoles lipidiques intra-hépatiques. Toutefois, le variant 1148 n’influence
ni la synthese, ni I’utilisation, ni I’excrétion hépatique des triglycérides. A I'inverse, le variant
148M perturbe l'ubiquitination et par conséquent la dégradation protéasomale. Ce
polymorphisme provoque I’accumulation de PNPLA3-148M et dtere les flux de
mobilisation/recrutement des triglycérides dans les vacuoles lipidiques (51). Ainsi, les
mécanismes physiopathologiques semblent plus vraisemblablement impliqués dans
I’accumulation lipidique et facilitant la stéatose, qu’avec les mécanismes inflammatoires ou
de stress cellulaire de la NASH. En ayant un risque accru de développement de la maladie, la
population de patients 1148M homozygotes possede une forte prévalence de stéatopathie et

donc de formes séveres (NASH, cirrhose, CHC). Jusqu’a ce jour, aucun lien mécanistique
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physiopathologique entre PNPLA3 et les phénoménes de transition stéatose/NASH n’a été
décrit.

Le polymorphisme rs641738 et son variant C>T contenu dans le locus de MBOAT7-
TMC4 engendre un surrisque d’environ de 20% de stéatopathie métabolique. L’atteinte
hépatique présente une inflammation tissulaire et une fibrose plus marquée (52). MBOAT7
encode pour une enzyme la LPIAT1 (lysophosphatidylinositol acyltransferase 1). LPIAT1
transfert I’acide arachidonique depuis I’arachidonyl-Coa au lysophophatidylinositol (53) et
régule ainsi le métabolisme de ’acide arachidonique via le remodelage des phospholipides.
Les enzymes LOX (lipo-oxygenase) et COX (cyclo-oygenase) métabolisent 1’acide
arachidonique en lipides eicosanoiques pro-inflammatoires comme les prostaglandines ou les
leucotrienes (54). Le polymorphisme rs641738 induit une substitution p.Gly17Glu dans
TMC4. Ce polymorphisme est responsable d’une diminution de I’expression MBOAT?7 (52),

provoquant I’accumulation de métabolite lipidiques pro-inflammatoire.

Le polymorphisme E167K de TM6SF2 a é&é démontré comme étant corrélé avec les taux
de cholésterol sanguin (cholesterol total et LDLc), le risque d’infarctus et la stéatopathie
métabolique (55). Le polymorphisme E167K est associé a une perte de fonction de TM6SF2.
Les effets rapportés par les études mécanistiques ciblent deux mécanismes potentiels. Le
premier serait en lien avec une diminution de la synthese des triglycérides entrainant une
augmentation de la B-oxydation des acides gras responsable d’une une accumulation de
radicaux libres toxiques (56). L’autre mécanisme évoqué serait le lien entre TM6SF2 et le
métabolisme du cholestérol via le Cyp2c54 dont I’expression est influencée par le
polymorphisme (diminution d’expression avec le polymorphisme E167K) et une réduction du
récepteur CD63 qui se lieau LDL. La conséquence serait une accumulation intra-hépatique de

cholestérol et de ses dérivés (57).
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c. Diabéte de type 2

La stéatopathie métabolique et sa sévérité son significativement liée a 1’insulinorésistance
et a son intensité. En conséquence, les interconnections physiopathologiques entre le diabéte
de type 2 et la stéatopathie métabolique sont responsables d’une forte prévalence
épidémiologique de la stéatopathie métabolique chez les sujets diabétiques. Une méta-analyse
sur une vingtaines d’articles, retrouvent un risque de développement de diabéete multiplié par
2 en cas de stéatose échographique, mais aussi en cas de perturbation du bilan hépatique
(ALT ou GGT) (58). Une autre éude récente sur pres de 50 000 patients diabétiques décrit
une prévalence globale de la NAFLD de 55.5% (IC 95% : 47,3-63,7). La prévalence estimée
est plus importante en Europe 68.0% (I1C 95% :62.1-73.0%), probablement en lien avec des
biais diagnostiques. De méme, la prévalence des formes séveres est importante avec pres de
17% (95% CI 7.2-34.8) de fibrose avancée et 37% de NASH (95% Cl 24.7-50.0%) (59).

L’augmentation synchrone de la prévalence de la stéatopathie métabolique a celle du
diabéte de type 2 aux USA souligne le lien physiopathologique et la relation étroite de ces
deux pathologies. Ainsi le diabete de type 2 a doublé de 7 a 14% sur les 30 dernieres années,
guand la prévalence de la stéatopathie métabolique a augmenté de 20 a 32% (41).

Comme soulignées par les recommandations de ’EASL et de I’AASLD, la population de
diabétique de type 2 en fait une cible de prioritaire pour le dépistage de la NASH et de la
fibrose avancée (5). De méme que le diabéte doit étre dépisté régulierement chez les patients

atteints de stéatopathie métabolique.

d. Obésiteé.

L’ obésité se définie comme un exces de masse grasse responsable du développement de
complications néfastes pour la santé. L’OMS la reconnait comme une maladie depuis 1997

dont la propagation mondiale I’éléve au rang de pandémie (60). Les données
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épidémiologiques internationales et notamment aux USA sont alarmantes et suggerent qu’elle
soit responsable d’une diminution de 1’espérance de vie (61). Des programmes internationaux
soutenu par 'OMS ont ainsi vu le jour pour surveiller a I’échelle planétaire 1’évolution
pondérale des populations (62-64).

En pratique courante, I’indice de masse corporel (IMC) défini I’obésité lorsque qu’il est
supérieur ou égale a 30 kg/m2. Néanmoins, cet indice est imparfait, car il ne prend pas en
compte la masse grasse dans sa définition. Les femmes enceintes ou les sportifs de haut-
niveaux seront diagnostiqués comme obeéses selon ’application de cette définition. Un autre
inconvénient de ’'IMC est qu’il ne permet pas de déterminer la répartition de la masse grasse.
En effet, c’est surtout cette derniere qui prédit le mieux le risque de complication
métabolique. Ainsi, I’augmentation du tour de taille définit I’obésité androide témoin d’un
exces de masse grasse abdominale en opposition a 1’augmentation du tour de hanche qui
correspond a I’obésité gynoide. L’obésité androide est associée au risque d’insulino-résistance
et appartient a la définition du syndrome métabolique. Elle est fortement associée a la
NAFLD.

Toutefois cette définition est simple d’utilisation, reproductible et permet d‘estimer les
risques en lien avec la maladie. L’IMC classe les stades de surpoids et d’obésité selon des
seuils (présenté dans le tableau ci-dessous) ou grade. Le risque de mortalité augmente avec
I'IMC (65). Chague grade au-dela de 25 augmente le risque de mortalité toute cause
confondue. Ainsi, le HR (Hazard Ratio) de la mortalité pour une obésité de grade 1 est de
1,45 (1C 95% : 1,41-1,48); HR pour une obésité de grade 2 de 1,94 (IC 95% : 1,87-2,01) et

pour une obésité de grade 3 de 2,76 (IC 95% : 2,60-2,92) (66).
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Indice de masse corporelle Classification

25 - 30 kg/m2 Surpoids

30 - 35 kg/m? Obésité modérée (obésité de grade 1)
35 - 40 kg/m? Obésité severe (obésité de grade 2)
Supérieur a 40 kg/m? Obésité morbide (obésité de grade 3)

A 1’échelle mondiale, prés de 35% de la population mondiale est en surpoids ou obese. En
France, 54 % des hommes et 44 % des femmes sont en surpoids ou obeses. La prévalence de
I’obésité sans distinction du sexe est de I’ordre de 16 a 17%. De méme que pour le surpoids,
elle augmente avec 1’dge (Données éude ESTEBAN 2014-2016, santé publique France,
données publiques en ligne). Les catégories socio-professionnelles défavorisée souffrent plus
fréquemment de surpoids ou d’obésité, que ce soit en France ou aux USA. Le ratio
homme/femme différe en fonction de 1’origine géographique. Les femmes sont plus
fréquemment touchées dans les pays en développement, alors qu’il s’agit plus généralement
des hommes dans les pays développés (65,67).

Les données épidémiologiques rapportent une phase d’augmentation continue de I’'IMC
moyen au sein des populations infantiles et adultes entre 1980-1990 et 2008. En France, la
prévalence de I'obésité a triplé en 30 ans. En 1981, elle était de 5,3%, alors qu’elle est
aujourd’hui autour de 16%. L’augmentation annuelle de I’obésité survient au milieu des
années 1990 (8% par an) et reste soutenue jusqu’en 2009 (données Obépi-Roche).
Néanmoins, de nombreuses données notamment aux USA suggerent un effet de
ralentissement voire de stabilisation de ces tendances depuis les dix dernieres années (68-70).
Il en et de méme en France ou la derniére é&ude ESTEBAN 2014-2016 rapporte également

une relativement stabilité sur les derniéres années.
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L’obésité est un facteur de risque majeur de stéatopathie et de NASH. Ainsi, la prévalence
estimée de 1’obésité parmi les patients porteurs d’une stéatopathie est de ’ordre de 51% et de
83% pour ceux atteint de NASH. A T’inverse, 60% des patients en surpoids et 90-95% des
patients obéses sont ateints de stéatopathie (3). On peut toutefois discuter de ces chiffres tres
€levés. Les données chez les obéses morbides provenant des études de chirurgie bariatrique
sont nombreuses. Ces dernieres sont par définition biaisées par le profil des candidats a la
chirurgie: forte prévalence de femme, IMC entre 45-50, taux de diabéte généralement
avoisinant les 30%, ou encore 1’&ge jeune 45-50 ans. Toutefois, le recours a 1’évaluation
histologique systématique esquisse un tableau plus fin de la prévalence de la Nafld chez les
sujets obeses morbides. Ainsi, la cohorte du CHU de Lille, qui suit prospectivement les
patients opérés de chirurgie bariatrique depuis 1994 retrouve une prévalence de 82% de
stéatose dans cette population d’obese morbide. Chez les moins de 35 ans, la prévalence
diminue & 72% (1C 95% 68,3-74,9) et 92% (IC 95% : 88,2-94,4) chez les plus de 55 ans. Ces
données sont présentées dans le tableau ci-dessous (données extraites de la « lille bariatric

cohort » publiée en 2006, 2009 et 2015).

Population dela cohorte  Prévalence dela stéatose

Totale 82,1 % (N= 2421, IC 95% : 80,6-83,6)

Age<45ans(N, I1C 95%) 71.7% (N=759, IC 95% : 68.3-74.9)

Age: 35-45 81,8 % (N=665, |C 95% : 78.7-84.7)
Age 45-55 89,7% (N= 658, IC 95% : 87,3-91,9)
Age>55ans 91,7% (N=339, IC 95% : 88,2-94,4)

Données non publiée, extraite de la base de données « Lille bariatric Cohort »
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Partie 2 : Histoire naturelle de la stéatopathie
metabolique

Histoire Naturelle de la stéatopathie métabolique

L’histoire naturelle de la stéatopathie métabolique s’inscrit dans celle des
hépatopathies, mais également a celle du syndrome métabolique. Ainsi, les probabilités
d’événements hépatiques ou vasculaires différent en fonction de la nature et la sévérité de
I’atteinte histologique hépatique.

L ’histoire hépatique de la stéatopathie métabolique initialement décrite par Matteoni et
al (71), puis préciser par d’autres auteurs comme Angulo et al, Eksted et al (7,8,72), révéle le
lien étroit entre inflammation (steatohépatite) et progression vers la fibrose puis la cirrhose
mais aussi la forte association entre fibrose et mortalité hépatique. Le champ Iésionnel
histologique s’étend de la stéatose simple, faiblement évolutive et trés peu associée a la
mortalité hépatique, a des formes évolutives telle que la stéatohépatite qui conduit a la fibrose
avancée et la cirrhose.

Toutefois, I’histoire naturelle de la stéatopathie métabolique s’intégre dans celle du
syndrome métabolique et du risque cardiovasculaire. De nombreuses publications rapportent
une plus grande prévalence des événements ischémiques et cardiovasculaires chez les patients
NAFLD qu’ils soient diabétiques ou non (73,74). Toutefois, la preuve de I'imputabilité de la
NAFLD dans ce surrisque reste encore imparfaite. La plupart des études sur la mortalité de la
stéatopathie métabolique ont été réalisée dans des cohortes de patients obeses/métaboliques,
et par conséquent a haut risque vasculaires. L’influence de la NAFLD indépendamment de la
présence d’un syndrome métabolique et/ou de I’obésité doit étre précisé. En effet, certains
résultats d’études épidémiologiques récentes ne retrouvent pas de surrisque apres ajustement

sur de multiples parameétres (age, 'IMC, le diabéte, le tabagisme etc) (75). Allen et al décrit
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un surrisque d’évenements vasculaires en cas de présence d’une NAFLD indépendamment du
syndrome métabolique. Toutefois, I’impact de la stéatopathie sur la mortalité et les
événements vasculaires diminue a mesure que le nombre de facteurs de risque métaboliques
augmente (42). Toutefois, le retentissement de facteurs de risques individuels tels que les
antécédents familiaux cardiovasculaire ou de cirrhose, le statut génétique PNPLA3 ou méme

I’évolution pondérale des patients sont susceptibles d’influencer la morbi-mortalité.

1. Facteur de risque de mortalité de la stéatopathie
métabolique

La principale problématique dans I’analyse des risques de mortalité des patients avec
une stéatopathie meétabolique réside dans les variations des définitions utilisées dans les
¢tudes de cohorte. A titre, d’exemple, la cohorte NHAMES III étudiant I’obésité et ses
facteurs de risgues aux USA définit la maladie soit par des perturbations du bilan hépatique
(augmentation des transaminases, sans autre cause €étiologie évidente), soit par la présence
d’une stéatose échographique. Ces cohortes permettent d’obtenir des données
macroscopiquement recevables, mais avec de nombreux biais dont les données déclaratives
sur la consommation d’alcool (76,77). Toutefois, la taille des populations étudiées constitue
le principal avantage. Ces cohortes soulignent les trois principaux risques de mortalité de la

NAFLD : carcinologique, cardiovasculaire, et hépatique (6).

2. Mortalité hépatique et histologie hépatique

L’étude princeps sur I’histoire naturelle de laNAFLD, a été effectué par Matteoni et al
(71). Tous les patients étaient biopsiés, le suivi médian était de I’ordre de 8 ans. La définition
et la classification utilisées différent de celle utilisée actuellement. Les auteurs ont ainsi,

subdivisée leur cohorte en 4 groupes histologiques. Le groupe 1 était celui de la stéatose
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simple; le groupe 2 celui de la stéatose associée a I’inflammation lobulaire ; le groupe 3,
stéatose avec ballonisation hépatocytaire et le groupe 4 a ceux correspondant le plus au profil
de la stéatohépatite avec ballonisation, des corps de Mallory ou fibrose. Les risques de
mortalités ne différaient pas entre les groupes 1-2 et 3-4. Toutefois, le risque de développer
une cirrhose était significativement plus important dans les groupes 3-4 que 1-2 (25% vs 3%).
Historiguement, on estime que prés de 10 a 25% des patients porteurs d’une NASH
évolueront vers la cirrhose sur une mediane de 20 ans (78). Une analyse avec une
classification plus récente de la stéatopathie métabolique a été effectué par Angulo et al (8).
Au sein d’une cohorte de 619 patients diagnostiqués de 1975 a 2015. Le temps médian de
suivi était de 12.6 années. Dans cette étude, le principal facteur de risque de mortalité était la
présence d’une fibrose quelques doit sa sévérité. Le risque de mortalité augmentait avec la
sevérité de la fibrose de 1.9 a 10.9. Parallelement a la fibrose, le diabéte et le tabagisme
étaient associés a une surmortalité alors que la présence d’un traitement a base de statine en
réduisait le risque.

La mortalité était associée a la sévérité de la fibrose et non pas a la présence d’une
stéatohépatite. Toutefois, la présence d’une inflammation hépatique chronique induit la
fibrogenese et la fibrose. La fibrose apparait comme un marqueur de sévérité et un excellent
critere pour définir I’efficacité d’un traitement. Toutefois, exclure la NASH pour ne se
concentrer que sur la fibrose, n’apparait pas logique a 1’échelle physiopathologique. En effet,
de nombreuses études démontrent que la NASH et le principal facteur de risque d’évolution
de lafibrose et de lacirrhose (72).

Il est possible de relier 1’histologie et sa sémiologie au pronogtic, en sus de la présence
d’une NASH. Ainsi, la ballonisation hépatocytaire et de I’inflammation portale apparaissent

significativement associée au risque de NASH et de progression de la fibrose (8). De maniere
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étonnante, I’inflammation lobulaire inclus dans la classification de Kleiner & Brunt et utilisée

par le NASH-CRN n’était pas associée au risque d’événements.

3. Evolution de la stéatose simple

Depuis de nombreuses années, la stéatose est reconnue comme étant & un faible risque
d’évolution vers la cirrhose et par conséquent de mortalité hépatique (79). Toutefois, si le
risque de la stéatose en absence de fibrose a un temps donné reste négligeable d’un point de
vue hépatique, il existe un risqué d’évolution vers laNASH qui n’est pas négligeable (80-82).
Ce risgue incite a un suivi. Néanmoins, les taux de transformation de la stéatose en NASH
dans la littérature sont relativement conségquents. Toutefois, I’analyse de ces études révele une
activité biologique intense a baseline, avec des transaminases entre 3 et 5N. On peut supposer
qu’il s’agisse d’un biais de cette sélection favorisée par le recrutement dans un centre de soin
tertiaire (CHU). Des éudes en population dite « générale » ou de suivi en ville devront ére
effectuées afin de déterminer si ces taux d’évolution vers la NASH sont aussi significatifs ou
s’ils ne sont pas plus représentatifs de population a haut risque comme les sujets diabétiques,

obeses avec des transaminases élevées.

4. Evolution de l1a NASH

La NASH, responsable d’inflammation hépatique chronique, entraine une progression
de lafibrose. De maniéere générale cette derniere est considérée comme d’évolution lente avec
une progression de fibrose annuelle de ’ordre de 0.15 points. Si 1’évolution de la fibrose
obéissait a une fonction affine, alors la progression d’un stade de fibrose prendrait en
moyenne 7 ans. C’est-adire qu’il faudrait prés d’une trentaine d’années a la constitution

d’une cirrhose (83). Toutefois, cette évaluation approximative ne prend en compte les formes
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plus agressives. L’age et la présence d’une inflammation marquée sur la biopsie sont
soulignées comme plus associée a la progression (84). Le diabéte, I’obésité ont été avancés
comme plus fréquemment présent chez les sujets arisque de progression rapide. Non retrouvée
en analyse multi-variée par Argo et al, il reste des facteurs de risque de NASH et ont éé

identifiés par certains auteurs comme arisgue de progression (85).

5. Cirrhose

L’étiologie semble influencer de maniére relative le risqgue de mortalité en cas de
cirrhose. Les études sont contradictoires et il n’existe pas de méta-analyse permettant de
répondre a cette question. Néanmoins, ’analyse des risques d’évenement hépatiques dans la
comparaisons entre la cirrhose NASH et virale C sont globalement voisin dans une premiere
étude cas témoin de 23 patients (86). Par la suite, d’autres études ont affinée ces premiers
résultats en soulignant un risque moindre de cirrhose décompensée et de CHC en cas de
cirrhose NASH comparativement au VHC (87,88). Toutefois, les différences restant faibles,
elles n’imposent pas d’adapter le suivi ou les modalités de dépistage en fonction de

I’étiologie.

6. Carcinome hépatocellulaire

La dstéatopathie métabolique devient progressivement depuis 1’avénement des
traitements antiviraux directs une des causes les plus fréguentes de CHC (89,90). Aux USA,
I’incidence du CHC augmente de maniére continue. Elle est de I’ordre de 6,7/100 000 hab/an.
La stéatopathie métabolique constitue I’indication pour laquelle I’incidence du CHC possede
la plus forte croissance. Ainsi depuis maintenant 5 ans, le CHC développé sur foie
métabolique est devenue la seconde cause de transplantation aux USA (40,91). La

problématique principale du CHC dans le contexte de la stéatopathie métabolique réside dans
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le risque de développement du cancer en dehors de la présence d’une cirrhose. Il semble que
prés de 30 a 50% des CHC apparaissent sans cirrhose (92), ce qui limite la mise en ceuvre de
stratégie de dépistage, alors que ces patients sont porteurs de facteurs de risque de CHC
indépendamment de la cirrhose tel que le diabéte, I’obésité, la prise de poids a I’age adulte et
I’augmentation de la graisse abdominale (93,94). En dehors de la cirrhose, aucune stratégie de
dépistage parmi ces patients a risque n’est actuellement recommandée.

L’analyse du parenchyme hépatique des patients non cirrhotiques suivi pour un CHC
retrouve une fibrose avancée que dans 20% des cas et prés de 50 a 65% d’entre eux n’ont pas
de fibrose (46). 11 est aussi possible que I’histoire naturelle different entre les deux entités
CHC sur foie de cirrhose et sans cirrhose. La principale hypothese pour les CHC sur foie non
cirrhotique évoque la dégénérescence d’adénomes sur foie de stéatopathie métabolique. En
effet, la stéatose et I’obésité apparaissent comme des facteurs de risque d’adénomes. Quelques

données semblent soutenir cette hypothéese, nécessitant confirmation (95,96).
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Partie 3 : Physiopathologie

Physiopathologie de la NAFLD et de la NASH : lien étroit entre
NAFLD et l'insulinorésistance.

L’alimentation fournit I’apport énergétique calorique nécessaire au fonctionnement de
la machinerie cellulaire. Toutefois, 1’organisme doit s’adapter aux apports caoriques, a leur
fréquence, a leur composition et a leur quantité. Ainsi la physiologie s’ajuste a ses
changements et modifie son fonctionnement alternant les phases cataboliques du jeun a la
phase anabolique postprandiale.

Les profonds bouleversements du mode de vie occidental ont amélioré 1’espérance de
vie et diminué de la pauvreté, mais aussi provoqués une augmentation des apports caloriques
guotidiens en favorisant un habitus de sédentarisation. En conséquence, 1’organisme est
soumis a une opulence énergétique, associée a une alimentation fortement enrichie en
carbohydrate.

Cette abondance conduit a une altération des mécanismes physiologiques du stockage
énergétiques des carbohydrates (ou « sucres ») sous le contréle hormonal de I’insuline. La
composition corporelle et notamment les rapports et répartitions des masses grasses et
maigres en sont modifiés. L hypertrophie des tissus de stockage lipidiques, ou tissu adipeux,
provoque un déséquilibre hormonal des adipokines, atere la physiologie du stockage
énergétique conduisant au syndrome d’insulinorésistance.

L’insulinorésistance est la traduction endocrinienne de la surcharge graisseuse
viscérale, correspondant a 1’obésité, plus spécifiquement androide. Elle est au centre de
complications métaboliques et cardiovasculaires. L’IR est considéré comme le principal

facteur causal du diabéte de type 2 (97). La stéatose métabolique se place au cceur de cette
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problématique. A ce jour, les traitements les plus efficaces de la NASH sont ceux ayant
permis 1’optimisation pondérale et la diminution de I’insulinorésistance.

L’insulinorésistance semble étre ala croisée des chemins de la physiopathologie et des
axes thérapeutiques. Ainsi elle sera détaillée préférentiellement aux autres hypotheses

physiopathologiques de la NASH telle que la lipotoxicité ou I’inflammation hépatique.

1. Rappel physiologique : mécanisme d’action de I'insuline.

L’insuline est une hormone peptidique plasmatique ciblant des récepteurs
membranaires pour engendrer la réponse anabolique systémique de 1’organisme apres
I’ingestion de nutriment. L’insuline est par essence I’hormone de I’anabolisme. L’insuline
cible préférentiellement le muscle, le foie et le tissue adipeux et y possedent une action
gpécifique. Ainsi, dans le muscle, insuline favorise ’utilisation et le stockage du sucre en
promouvant son transport et la glycogénése. Dans le foie, I’insuline active la glycogénese et la
lipogenese et réduit la néoglucogénése. Dans ’adipocyte, elle favorise 1’assimilation et le
transport du glucose, induit la lipogenese et inhibe la lipolyse.

Les rouages de la machinerie cellulaire de I’insuline sont initialement similaires dans
les trois tissus (foie, muscle, tissu adipeux). Les différences surviennent a la fin de la cascade
de transduction du signal. Les récepteurs a I’insuline (INSR : insuline receptor) sont
hétérotétramériques, comprenant deux sous-unités o liant I’insuline a I’extérieure de la cellule
et deux unités B intracellulaires avec chacune un domaine tyrosine kinase (98). Ces domaines
viennent phosphoryler les IRS (insulin receptor substrats) dont ils existent 6 membres, les
principaux étant IRS-1 e IRS-2. Une fois activé, ces IRS déclenchent une cascade de

phosphorylation intracellulaire des voies : PI3K-AKT, GRB2, SHC ou encore de mTORCL. ||



existe de signaux de rétrocontrole, notamment NOX4 régulant le signant de phosphorylation
et CEACAMI, récepteur membranaire qui provoque I’internalisation du INSR (99,100).
Il existe toutefois des effets métaboliques relativement spécifiques entre chacun des

tissus : hépatique, musculaire et adipeux.

a. Mécanismes d’action de I'insuline dans le muscle squelettique.

Le tissu musculaire squelettique est un trés grand consommateur d’énergie calorique.
Ainsi, I’absorption glucidique est dévolue au stockage sous forme de glycogéne pour une
utilisation rapide. Les produits de dégradation énergétiques musculaire provenant de la
glycolyse sont le lactate et 1’alanine, qui seront recyclés a nouveau en composé énergétique
par le foie.

En conséquence, le myocyte doit étre en mesure de capter et transporter rapidement le
glucose dans son cytoplasme. La cascade de phosphorylation induite par la liaison de
I’insuline a son récepteur (avec une action principalement dépendante de 1’unité IRS-1),
impliquant les kinases PISK et AKT (101), augmente la translocation du transporteur du
glucose, GLUT-4, ala membrane du myocyte (102).

Le glucose internalisé dans le cytoplasme du myocyte grace a GLUT-4 sera ainsi
rapidement phosphorylé par la glucokinase/hexokinase (formation du Glucose-6-Phosphate
[G6P]) puis transformé pour sa conservation sous forme de glycogene (ce qui correspond a
75% de I'utilisation métabolique du glucose par le myocyte). Par ailleurs, I’insuline favorise
la transcription de 1’hexokinase (102,103).

Schématiquement dans le myocyte, I’action de I’insuline favorise I’absorption du

glucose et sa phosphorylation gréce a son action combinée sur GLUT-4 et I’hexokinase.
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Illustration d’apres petersen et al (104)

b. Mécanismes d’action de I'insuline dans le foie.

Le foie est par essence I’organe du métabolisme permettant ’homéostasie glucidique
nécessaire au bon fonctionnement de 1’organisme. Son action métabolique permet d’alterner
de jeun et post-prandiale. Le role de I’insuline dans le foie sera de faciliter et provoquer la
synthése de toutes les grandes macromolécules du métabolisme affectées au stockage
énergétique : glycogéne, triglycéride et protéines. Simultanément, I’insuline déplace le
métabolisme d’une phase catabolique vers une phase anabolique et inhibe la synthése du
glucose (néoglucogéneése hépatique). Par conséquent, la quantité d’insuline nécessaire a
Iinhibition de la néoglucogénese hépatique est considérée comme une mesure de

I’insulinosensibilité hépatique et par extension de l’insulinorésistance. Ces mesures sont
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obtenues gréce aux score HOMA-IR et QUICK-I (Quantitavive Insulin Sensitivity Check
Index) largement utilisés dans les études de clinique (105).

Au décours d’un repas, la concentration d’insuline dans veine porte augmente (jusqu’a
3 fois les valeurs d’insuline circulante) (105) e provoque I’activation des propriétés de
phosphorylation de son récepteur kinase. Cette cascade active successivement PI3K, PDK-1,
puis mTORC2 conduisant a la phosphorylation d’AKT (106). Une fois activé AKT possede
une double action : I’inhibition de la néoglucogénése grace a la phosphorylation et I’exclusion
nucléaire de FOXO1 et ’activation de glycogénogénese en favorisant ’action enzymatique de
la glycogene synthase (107). Il existe aussi des mécanismes de régulations indirects de la
néoglucogénese via I'inhibition de la lipolyse du tissu adipeux. L’inhibition de la lipolyse,
réduit la quantité de glycérol acheminé au foie restreignant sa contribution a la
néoglucogenese. De méme, la diminution d’apports des acides gras au foie, réduit la quantité
d’acétyl-CoA mitochondrial impliquée dans [P’activation allostérique de la pyruvate
carboxylase, permettant la transformation du pyruvate dans le cycle de néoformation du
glucose hépatique.

L’insuline régule le métabolisme lipidique hépatocytaire, en majoration la clairance
lipidique plasmatique provenant des chylomicrons et des triglycérides reliés aux LDL et en
réduisant leur export du foie vers la circulation sous forme de VLDL. L’action anabolique de
I’insuline ne déroge au métabolisme lipidique. Ainsi, elle active la lipogenese de novo intra
hépatique sous l’action d’une enzyme clé, cible de cette régulation, la SREBPIc (108).
L’insuline agit sur elle de différentes maniéres. Elle augmente sa transcription via son action
sur son récepteur nucléaire. Parallelement, sa transcription augmente grace a 1’activation de
mMTORC1 générée par la cascade de phosphorylation intra-hépatocytaire de 'INRS (104). La

lipogenese n’est pas exclusivement controlée par I'insuline mais est aussi régulé par la
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présence de substrat monosaccharidique entrainant 1’expression transcriptionnelle d’autres

enzymes telle que la ChREBP ou la Liver X Receptor (LXR).
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Illustration d’apres petersen et al : action hepatique de I’insuline (104)

c. Mécanismes d’action de I'insuline dans le tissu adipeux (graisse
blanche).

L’inhibition de la lipolyse constitue 1’action principale de I’insuline dans le
tissu adipeux (109). Etape majeure dans la régulation glycémique, I’inhibition rapide
de la lyse des triglycérides du tissu adipeux diminue le contingent d’acides gras non
estérifiés circulants. Ce signal inhibiteur agit via la régulation du couple AMPCc/PKA,
menant au controle des protéines régulatrices de lipolyse et de I’activation de la

PDE3B (phosphodiestérase 3B) (110).
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En paralléle dans I’adipocyte, I’insuline favorise la lipogenése en activant SREBPcl
selon des mécanismes identiques a I’hépatocyte, mais avec également via d’autres cibles de
I’adipogenése comme PPARy (111). Insuline combine a la lipogenése, 1’augmentation de
I’absorption des acides gras (dans 1’adipocyte et le muscle) en augmentation la translocation
membranaire des protéines FATP 1 et 4. A ces mécanismes se cumulent, I’augmentation de la
ré-estérification des acides gras a partir du glycérol (112).

L’adipocyte contribue, tout comme le myocyte a I’absorption du glucose plasmatique
et dans une moindre mesure a la glycogénogenése, en exprimant a la membrane |e récepteur

GLUT-4. Les voies métaboliques y sont identiques a celle du myocyte.

Les mécanismes d’action de I’insuline dans le tissu adipeux (104).
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2. Insulinorésistance.

L’insulinorésistance correspond a une réponse altérée du métabolisme a I’insuline,
menant & une captation et une utilisation réduite du glucose, provoquant in fine
I’hyperglycémie et ’installation progressive du diabéte de type 2. Physiologiquement, I'IR se
définit comme un phénomene compensatoire d’hypersécrétion d’insuline afin de maintenir
I’homéostasie glucidique. L’IR survient dans un contexte d’augmentation de la masse
adipeuse principalement omentale, schématiquement symbolisée par 1’obésité androide.
Cliniquement, I’IR est associé au pré-diabete, a la lipodystrophie, au syndrome des ovaires

polykystiques et a la stéatopathie métabolique.

La modélisation physiopathologique de I’IR propose deux modeles : 'un (modele A)
en faveur d’une atteinte des récepteurs membranaires de I’insuline (quantité, fonctionnalité
etc), 'autre (mod¢le B) associant une atteinte des récepteurs et une altération du signal ou de
réponse intra-cellulaire a la stimulation. La seconde modélisation se rapproche le plus de la
physiopathologie. (D ‘apres Perterson et al Physiol Rev 2018) (104)

Altération du recepteur o .
Altération du recepteur/signal

normal
normal

Réponse physiologique

Réponse physiologique

A insuline B insuline
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A P’instar de I’insuline dont les fonctionnalités et les mécanismes d’actions varient
d’un tissu a I'autre (cf. paragraphe précédent), les mécanismes physiopathologiques de I'IR se
modifient en fonction de 1’organe ciblé : foie, muscle et tissu adipeux. Usuellement, deux

types d’IR se distinguent : I'un périphérique (ou musculaire), I’autre centrale (ou hépatique).

Quel que soit sa nature, centrale ou périphérique, les lipides sont étroitement liés a
I’IR. Ainsi, expérimentalement, la perfusion de lipide perturbe le transport du glucose
intracellulaire et provoque 'R (113). Toutefois, ’ensemble des acides gras ne peuvent étre
incriminés qu’ils soient circulant ou intracellulaire, saturée, insaturée, libre, céramide,
prostaglandines, triglycéride ou leur composes intermédiaires (ex diacyglécérol). Les
principales éudes orientent vers un réle majeur du diacyglycérol (DAG) et dans une moindre

mesure des céramides et sphingolipide.

a. Insulinorésistance musculaire.

L’IR musculaire pourrait se résumer en une altération des capacités d’absorption du
glucose par le myocyte. Elle est fortement impliquée dans I’IR secondaire a 1’obésité (114).
La captation du glucose par le muscle est insulinodépendante et découle de I’expression du
transporteur membranaire GLUT-4. L’atteinte de GLUT-4, résulte d’une diminution de
fonction de phosphorylation de INSR altérant la cascade de transduction du signal passant par
IRS-1, PI3K et la voie AKT (115). L’atteinte de D’activité d’AKT restreint ’expression
membranaire de GLUT-4 ainsi qu’a son expression transcriptionnelle (104,116). En
conséquence, le métabolisme glucidique s’altére avec une diminution de la glycogénése

musculaire.
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b. Insulinorésistance hépatique : Paradoxe

L’insulinosensibilité¢ hépatique se définit comme la capacité¢ de I’insuline a inhiber la
néoglucogenese hépatique (production de glucose par le foi€) et la lipolyse. Ainsi au cours du
jeun, chez les sujets insulinorésistants, les taux circulants d’insuline ne sont pas en mesure de
d’inhiber la production de glucose qui est significativement augmentée. Dans cette situation,
il serait attendu que la lipolyse soit également augmentée. De maniere surprenante et
inattendue, le métabolisme lipidique reste sensible a I’insuline, entrainant une lipogenése de
novo hépatique accrue. Il s’agit du paradoxe de I’insulino-résistance hépatique (104).

Le métabolisme glucidique hépatocytaire comprend 3 fonctions essentielles: la
néoglucogenese, la glycogénese et la glycogénolyse. A 1’échelle cellulaire, 1’effet inhibiteur
de la néoglucogenése est sous le contrdle du facteur de transcription FOXO1 (117). L’atteinte
fonctionnelle du récepteur a I’insuline induit une surexpression et une suractivit¢ de FOXO1,
maintenant 1’activité de néoglucogenese. Ainsi, les études translationnelles confirment le lien
entre I'intensité d’expression de FOXOI1 et a la sévérité de la stéatopathie métabolique et du
diabéte de type 2.

La glycogénolyse et ’activation de la glycogenése semblent altérées au cours de I'IR.
Des études de mesure du stock de glycogene intra-hépatique en postprandiale décrivent une
altération des stocks de glycogene chez les patients diabétiques de type 2. Leurs liens avec
I’action directe de I’insuline semblent plus complexes. En effet, I’activit¢ de la GS
(Glycogene Synthase) est sous le controle de I’hyperglycémie. En effet, le transporteur
GLUT-2 est indépendant de I’insuline. GLUT-2 assure I’entrée cytoplasmique du glucose,

maintenant I’activité enzymatique de la GS et le métabolisme du glycogéne (118).
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Physiologiquement I’insuline régule le métabolisme lipidique en activant la lipogenese
de novo et en réduisant la circulation des TG. Au cours de I'IR, la lipogenése intra hépatique
reste sensible a I’insuline et augmente avec les taux ¢élevés d’insuline circulante.
L’hyperinsulinémie participe donc a entretenir le stockage des lipides dans le foie. Si FOXO1
semble central dans le métabolisme glucidique, c’est bien SREBPlc qui régulent le
métabolisme lipidique intra-hépatique.

Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliquer cette dissociation mécanistique
entre FOXO1 et SREBPlc. La premicre est une affinité différente a I’insuline et a son
récepteur. FOXOL1 serait plus nettement plus sensible a ’insuline que SREBP1c (104). La
seconde hypothese serait que la lipogenese de novo serait sous le contréle d’une seconde
enzyme, indépendante de I’insuline, mais sensible au glucose : ChREBP. Enfin, I’alimentation
« moderne » est tres fortement enrichie en fructose, dont la métabolisation est indépendante
de I’insuline et induit la lipogenése de novo aprés transformation en trioses-phosphate.

Ainsi, méme si SREBPI1c est en partie régulée dans son fonctionnement au cours de
I’IR, les voies alternatives telle que mTORC1 et ChREBP participe a ’augmentation de la

lipogenese de novo, qui est trés augmentée au cours de la stéatopathie métabolique (119).

c. Genese de l'insulinorésistance : de 1 ‘obésité, a la NAFLD et au

diabete.

L’obésité provoquée par une surnutrition (exce€s calorique) et une alimentation
déséquilibrée (excés en hydrate de carbones, sucrose et en fructose) est fortement corrélée ala

présence d’une stéatose métabolique. Ainsi, a titre d’illustration, la nutrition « moderne »,
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industrialisée composée d’aliments transformés enrichis en sirop de mais, riche en fructose est
associée a I’obésité et a la présence d’une stéatose hépatique chez 1’adulte et I’enfant. Le
fructose posséde la particularité d’étre métabolisé par le foie dans un processus indépendant
de l’insuline. Ainsi, le fructose rapidement transformé en trioses-phosphate stimule la
lipogenése de novo hépatique. De plus, la suralimentation, et 1’utilisation plus importante des
antibiotiques depuis les derniéres décennies, la diminution de [D’allaitement maternelle
influencent la composition de notre microbiote intestinal. De nombreuses études soulignent le
lien entre la composition du microbiote et 1’obésité mais également la constitution de la
stéatopathie métabolique (120).

Au cours de ’obésité, il existe une potentielle dysrégulation des hormones orexigenes
et anorexigenes (leptine/ghréling). La leptine, hormone du tissu adipeux semble réguler en
partie la satiété, mais aussi les stocks et la répartition de la masse grasse de 1’organisme. Au
cours de I’obésité, les taux de leptine augmentent. Son effet anorexigéne semble moindre,
suggérant une résistance a la leptine. Cette résistance est en partie attribuée a une diminution
de capacité de la leptine a franchir la barriére hémato-encéphalique (121). Toutefois, la leptine
semble réguler les flux hépatiques lipidigues de maniere indépendante de son effet
anorexigene (122). Ainsi, la leptine permet d’augmenter ’export de VLDL hépatique, et
améliore la stéatose. C’est ainsi qu’au cours du traitement des lipodystrophies, la leptine
permettrait de traiter la stéatose et la stéatohépatite grace a ce processus de « defatting ». La
leptine participerait a alimenter en VLDL les tissus adipeux et repartir la masse grasse de
I’organisme, validant ainsi ’hypothése d’une atteinte secondaire du tissu adipeux. La stéatose
surviendrait quand ce processus serait dépassé.

La congtitution d’une stéatose hépatique semble étre 1’élément déclencheur de
I’insulinorésistance. L’atteinte hépatique, plus spécifiquement la stéatose, est plus fortement

corrélée a D’insulinorésistance que la graisse abdominale ou viscérale/omentale. Ce qui



suggere que I’atteinte hépatique semble plus précoce que Iatteinte du tissu adipeux. A titre de
validation expérimentale, I’ablation chirurgicale de la graisse viscérale chez I’homme n’a

aucun impact sur I’insulinorésistance (123).
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Lipides intra hépatiques et insulinorésistance : DAG, céramides

Diacylglycérol

Avec I’augmentation de la lipogenese intra hépatique, les métabolites des triglycérides
et notamment le diacylglycérol (DAG) s’accumule dans le foie. Les DAG seraient un des
responsables de I'IR. En effet, la concentration de DAG intra-hépatique est corrélée a la
sevérité I'IR hépatique (124,125), tout comme la présence de DAG intra-hépatique est
prédictive de son développement (126). Cette hypothese est confirmée expérimentalement,
puisque I’injection de DAG favorise le développement de I'IR. Au niveau hépatique, il a été
démontré que les DAG inhibaient la PKCe, qui réduit les capacités de phosphorylation intra-
hépatique du récepteur a I’insuline. Au niveau du muscle, les DAG affectent la PKCy
diminuant I’activité du récepteur a I’insuline mais aussi réduisant la translocation de GLUT-4

ala membrane du myocyte.

Sphingolipides et céramides

Les sphingolipides, lipides complexe proviennent de la fusion entre la serine et le
palmitoyl CO-A et présents dans les membranes cellulaires engendrent de nombreuses
catégories de lipides différentes. Historiquement, 1’implication des sphingolipides dans les
mécanismes physiopathologiques de [I’insulinorésistance, proviennent des constatations
expérimentales des capacités inhibitrices de la sphingosine et la sphinganine sur ’absorption
du glucose et la lipogeneése dans I’adipocytes. Les céramides, qui correspondent a

’association de la sphingosine et d’un acide gras saturé, ont é&é trés rapidement étudiées,
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surtout en utilisant des dérivés du palmitate. Dans ces modeles expérimentaulx, ils ont souvent
été administrés a des concentrations supra-physiologiques, perturbant ainsi la compréhension
de leur impact réelle sur la physiopathologie. Toutefois, de nombreuses études se corroborent
et retrouvent des capacités d’inhibition des céramides sur I'INSR, ou en ciblant négativement
les voies AKT (Cascade INSR-IRS-PI3K-AKT), ou directement AKT (104,127). Un des
principaux biais expérimentaux rapportés fréguemment par Schulman Gl et al, concerne le
fait que ces études ont le plus souvent utilisés de la myriocin, qui correspond a un inhibiteur
de la serine-palmitoyltransferase, premiére enzyme impliquée dans la synthése des
sphingolipides. Or Schulman et al rapporte que la myriocin augmente également les
concentrations intra-cellulaires de DAG et formule 1’hypothése qu’une partie des résultats
publiés pourraient étre biaisé. La littérature semble imputer alafois les céramides et le DAG,
car une éude de «lipidomic » récentes retrouvaient une association significativement entre

I’HOMA-IR et les céramides mais aussi le DAG (128).
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Partie 4 : Prise en charge de la stéatopathie
métabolique.

1. Généralités

L’augmentation des risques de mortalité cardiovasculaire, carcinologique et hépatique
des patients atteints de de NASH nécessite que les options thérapeutiques ciblent ces trois
composantes. A minima, les traitements ne doivent pas aggraver 1'une d’entre elle, tout en
réduisant significativement les risques de morbi-mortalité hépatiques. Considérant le profil
des patients atteints de stéatopathie métabolique habituellement en surpoids, insulinorésistants
ou diabétiques, la perte de poids apparait comme une option simple, peu dangereuse et amene
a réduire I’ensemble des complications des comorbidités de ces patients. Les regles hygiéno-
diététiques et I’augmentation de I’activité physique sont reconnues comme le traitement de
premiere intention de la stéatopathie métabolique. Toutes les sociétés savantes internationales
les recommandent (2,5). La réponse histologique hépatique dépend de I’'importance de la
perte de poids. Des seuils peuvent étre identifiés. A partir de 3-5% de perte de poids la
stéatose s’améliore significativement, I’inflammation et la NASH ne s’améliorent ou
disparaissent qu’a partir de 7 a 10% de perte de poids (129). Lors que ces seuils sont obtenus,
la probabilité de rémission histologique atteint les 60 a 90%. En cas de disparition de la
NASH et de plus de 10% de perte de poids, la fibrose est susceptible de s’améliorer. La
principale problématique de cette prise en charge, notamment pour les formes séveres est en
lien avec le faible pourcentage de patients qui arrivent a atteindre ces objectifs de perte de
poids. Dans les études randomisées, au sein de population sélectionnée, seul 10% des patients

y parviennent a deux ans. De plus, prés de 50% de ces mémes patients reprendront du poids
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dans les 5 années suivantes. Des alternatives thérapeutiques pharmacologiques voir
chirurgicales sont alors nécessaires.

Parmi les traitements pharmacologiques ayant été testés ou en cours de
développement, différentes voies physiopathologiques ont éé ciblées et expérimentées. Ces
axes (résumé par le schéma ci-dessous) sont I’insulinorésistance hépatique, la réduction de
I’inflammation via les anti-oxydants, la modulation de I’apoptose, la réduction de la stéatose
via les traitements hypolipémiant, ou la diminution de la fibrogenése hépatique. Ces

traitements sont développés dans larevue de la littérature publiée et présenté ci-apreés.
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Schéma publié dans G. Lassailly et al, Gastroenterology 2016 (130)
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2. Traitements la stéatohépatite métabolique, NASH.

Manuscrit: Perspectives on treatment for non-alcoholic steatohepatitis.

Publication 2016

Auteurs:
G. Lassailly, R. Caiazzo, F. Pattou et Philippe Mathurin.(130)

Manuscrit présenté en annexe a la fin du manuscrit.
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3. Actualisation des données concernant les traitements
pharmacologiques de la NASH.

Depuis la parution de ce manuscrit plusieurs éudes randomisées ont été publiées.

Elles apportent des informations complémentaires sur les perspectives thérapeutiques.

a. Traitement anti-fibrosant

Le cenicriviroc (antagoniste CCR-2 & CCR-5) a été évalué en phase Ilb versus
placebo dans un essai randomise controlé : 289 patients ont éé inclus et traités avec 50
mg de cenicriviroc vs placebo. L’objectif principal de 1’é&ude, qui correspondait a une
réduction de le 2 points de NAS score sans aggravation de la fibrose n’était pas atteint.
Alors que I’objectif secondaire de |*étude sur la diminution de la fibrose était atteinte dans
20 % des patients contre 10 % des patients dans le bras placebo. En raison de son impact
sur la diminution de la fibrose ce traitement est actuellement en cours d’évaluation dans
un clinique de phase Ill. Le postionnement thérapeutique du cenicriviroc sera
probablement celui d’une association avec d’autres traitements ciblant plus
spécifiquement I’inflammation et de la stéatose (131).

Les inhibiteurs apoptotiques et plus spécifiqguement les inhibiteurs ASK1 (Apoptosis
signal-regulating kinase 1) ont longtemps été considérés comme des cibles prometteuses
du traitement de la NASH. La voie ASK1 était reconnue comme I’'un des voies
promotrices de la fibrogénese dans la NASH. Le traitement par Selonsertib inhibiteur
ASK1 a éeé testé chez les patients porteurs d’'une NASH avec fibrose avancée (F3) (essal

Stellar 111) et chez les patients avec une cirrhose compensée (essai Stellar 1V). Les deux
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essais sont négatifs sur le critere de jugement principal correspondant & une diminution du

stade de fibrose de 1 point apres 48 semaines de traitement (132).

b. Traitement anti-oxydants

L’acide ursodésoxycholique ou AUDC a été testé a de trés nombreuses reprises pour
le traitement dela NASH en raison de son excellente tolérance et de sa capacité a diminué
de maniere significative les perturbations du bilan hépatique. Toutefois, aucun essai
clinique n’a permis de démontrer I’efficacit¢ de I'AUDC. L’AUDC est reconnu
aujourd’hui comme inefficace pour le traitement de la NASH.

Plus récemment, I’acide norursodesoxycholique, homologue a chaine latérale courte
de I'AUDC dont I’activité est principalement hépatique. Ce traitement a été évalué dans le
NASH avec deux doses de traitement conte le placebo. Le critere de jugement principal
était la réduction des transaminases qui était observé dans les deux bras de traitement en
comparaison au placebo. Toutefois, 1’absence de données histologiques ne permet pas
pour le moment de déterminé si le norAUDC est susceptible d’avoir un effet différent de

celui bien connu et décrit de I’AUDC (133).

c¢. Traitement multi-cibles et régulateurs du métabolisme
énergétique.

L’acide obéticholique (AOC) est agoniste FXR, avec une action multi-cible (134).
L’AOC réduit I’insulino-résistance, la fibrogenese et la réponse inflammatoire (135). En
essai de phase II, ’AOC avait permis d’atteindre le critére de jugement principal au cours
de I’analyse intermédiaire de 1’étude, mettant fin a I’essai (136). Au cours de ’essai de
phase 111, I’analyse préliminaire sur le critére de jugement principal composite (disparition
de laNASH sans aggravation de la fibrose ou amélioration de la fibrose sans aggravation
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de la NASH) retrouvait une différence significative entre le traitement par AOC a la
posologie de 10 et 25 mg/jour comparativement au placebo avec : 12% vs. 18% a 10 mg
vs 23% a 25 mg. Toutefois, bien que positif, cette éude révéle des difficultés
d’observance au long court en raison des nombreux cas de prurit décrits les patients traités

alaposologie de 25 mg/jour (50% de prurit) (137).

Les analogues du FGF 19 et 21 ont éé développés et testés dans la NASH. Le
rationnel physiopathologique de I'utilisation de ces facteurs de croissance provient du
retentissement important de la sous-famille FGF19 comprenant le FGF 19, 21 et 23 sur le
métabolisme glucidique, lipidique hépatique (138). Toutefois, 1’utilisation des analogues
du FGF21 nécessite la plus grande prudence en raison de sa surexpression en contexte
carcinologique comme dans cancer du rein et du sein (139,140). Toutefois le role du
FGF21 reste encore flou. Il semble qu’il soit associ¢é au pronostic et a 1’agressivité
tumorale, mais son lien dans la carcinogénese est a exploré. Toutefois, dans le contexte du
syndrome métabolique, le FGF 19 et 21 apparaissent comme des alternatives
thérapeutiques intéressantes. Dans un de phase 2, le Pegbelfermin (BMS-98-6036),
analogue du FGF 21, administré chez le patient obése n’influence pas 1’hémoglobine
glyquée, mais améliore 1’équilibre lipidique en augmentant les HDL et en réduisant le
taux circulant de triglycérides (141). Chez les patients NASH, il réduit significativement
lastéatose. Toutefois, les données histologiques sont nécessaires pour déterminer son effet
sur la NASH (142). Quant a I’analogue du FGF 19 (NGM-282) ce dernier également
évalué chez les patients atteints de stéatohépatite avec une fibrose F1-F3 et sans cirrhose
améliore significativement le taux de graisse intra-hépatique aprés 3 mois de traitement

(143).
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Avec les mémes perspectives physiologiques de régulation du métabolisme
énergétique, les analogues du récepteur 3 de lathyroide semblent prometteurs en raison de
leurs fortes expressions hépatiques Le MGL-3196 ou Resmetirom, administré per os,
réduisait significativement la graisse intra-hépatique évalué en IRM aprés 12 et 36
semaines de traitement -30% de stéatose (apres 12 semaine). L’impact biologique sur les
transaminases semblait confirmer 1’évolution de la stéatose. Tout comme pour les
analogues FGF 19 et 21 des données histologiques sont indispensables et nécessaires pour

valider son traitement dans la NASH (144).

d. Avancés dans le traitement de la cirrhose NASH

Le traitement de la cirrhose et la réduction de sa morbi-mortalité apparaissent comme
une priorité. L’inhibition de la Galectine 3 semble relativement sOr et permettrait de
réduire ’hypertension portale tout comme la fibrogénese. Une étude de phase I1b utilisant
le GRMD-02 (belapectin) en perfusion bi-hebdomadaire chez les patients avec une
cirrhose NASH et une hypertension portale aux posologies de 2 mg/kg, 8 mg/kg ou
placebo pendant 1 an a é&é effectué. Le critére de jugement était une réduction du gradient
de pression, les critéres de jugements secondaires étaient la modification de I’histologie
hépatique. Malheurecusement, il n’existait pas d’effet sur la réduction du gradient de
pression apres 1 an de traitement quel que soit la posologie utilisée en comparaison au
placebo. Toutefois, chez les patients les moins grave, c’est a dire sans varices
cesophagiennes (VO), le traitement réduisait I’hypertension portale et semblait diminuer la

probabilité de survenue de nouvelles VO (145).

Malgré toutes ces innovations thérapeutiques, aucune ne semble plus efficace que la

perte de poids. Si les traitements pharmacologiques amaigrissants n’ont pas démontreé leur
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intérét dans le traitement de la NASH, la chirurgie bariatrique chez I’obése morbide afin
d’induire une perte de poids majeure et durable apparait comme une option de plus en plus

solide.

e. La chirurgie bariatrique, une alternative au traitement
pharmacologique ?

La chirurgie bariatrique a prouvé ses nombreux bénéfices en dehors de son effet
durable sur la perte de poids. Ainsi, chez 1’obése morbide, quel que soit la technique
chirurgicale étudiée, la chirurgie de 1’obésité diminue la mortalité globale et permet aux
patients de retrouver une espérance de vie comparable a celle de la population générale
(146,147). Son effet cardiovasculaire est significatif, avec une diminution des évenements
ischémiques (148,149). La perte de poids réduit également le risque de survenue du cancer
du sein (147). A I’échelle métabolique, la chirurgie bariatrique permet la rémission du
diabéte chez pres de 30% des patients a 1 et 5 ans (150,151). Elle optimise 1’équilibre
glycémique chez I’ensemble des patients initialement en situation d’échec médical. Dans
ce contexte trés spécifigue la chirurgie bariatrique a été éendue aux patients diabétiques
obeses avec un IMC supérieur a 28 kg/m?. L’effet bénéfique sur 1’équilibre glycémique a
permis a la FDA d’autorisé ’'usage de 1’anneau gastrique chez les patients avec un IMC
entre 30 et 35 kg/nm? dans un contexte de diabéte difficile atraiter.

Grace a son effet amaigrissant, son optimisation de I’insulino-résistance, le
retentissement de la chirurgie sur le foie était potentiellement attendu comme bénéfique.
Néanmoins, cette démonstration n’a pu se faire a partir des années 2000. En effet, les
premieres publications concernant la chirurgie de [’obésit¢é avec des techniques
chirurgicales utilisées pendant les années 1970-1980 (duodénal switch, ou bypass iléo-

jéjunal) soulignaient au contraire un risque de complications hépatiques tres significatives
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avec des risques majeurs d’hépatite de dénutrition et prés de 7% de cirrhose 5 ans apres
I’intervention (152). Depuis 1’abandon de ces techniques chirurgicales, les complications
hépatiques sont devenues beaucoup plus rares. Elles sont encore décrites chez les patients
bénéficiant de bypass en Q en cas d’anse montée trop courte responsable de dénutrition
majeure (153).

Ainsi, plusieurs études princeps ont étudi¢ D'effet hépatique et histologique de la
chirurgie bariatrique chez 1’obese morbide. Elles retrouvaient une amélioration majeure de
la stéatose au décours de Iintervention. Cet effet semblait associé a la réponse
métabolique globale du patient et notamment sur I’amélioration de son insulino-résistance
(154). Dans le contexte de la stéatopathie métabolique, la chirurgie permet une réponse et
un control durable de la maladie jusqu’a 5 ans aprés 1’intervention. Toutefois, parmi ces
patients peu séveres a la date de I’intervention (95% d’entre eux avaient une fibrose > F1),
il existait une aggravation statistique de la fibrose a 5 ans. Les patients restaient toutefois
dans une zone histologiqgue FO-F1 (155). On peut évoquer des fluctuations
d’échantillonnages biopsiques ou le contrdle imparfait de la pathologie chez quelques
patients. L’impact clinique semble toutefois négligeable car ces patients ont initialement
une pathologie peu sévere et un faible risqgue de mortaité hépatique. Des données
complémentaires étaient nécessaires pour les patients les plus graves.

Les résultats de la chirurgie bariatrique chez les patients porteurs d’'une NASH étaient
prometteurs et trés encouragent. Les premieres études portant sur de petites cohortes de
patients, avec un risque de biais de sélection retrouvait , dans des délais variables aprés
I’intervention, pres de 80 a 90% de disparition de la stéatohépatite (156). La mise en place
d’une stratégie de biopsies systématiques et programmeées 1 et 5 ans a fait disparaitre ces

biais améliorant I’analyse de I’impact de la chirurgie sur le foie.
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Efficacité de la chirurgie bariatrique sur la NASH chez I'obese morbide.

Etude 1. Effet de la chirurgie bariatrique chez les patients présentant une
NASH histologiquement prouvée.

Manuscrit publié dans Gastroenterology en 2015
Liste des auteurs : Lassailly G, Caiazzo R, Buob D, Pigeyre M, Verkindt H, Labreuche

J, Raverdy V, Leteurtre E, Dharancy S Louvet A, Romon M, Duhamel A, Pattou F,

Mathurin P.

Résumé de ’article.

Afin de déterminer I’effet de la chirurgie bariatrique sur la stéatohépatite, 109 patients
avec une steatohépatite définie histologiquement par 1’anatomopathologiste ont été inclus
au sein de la cohorte de chirurgie bariatrique du CHU de Lille

Méthodologie : Des données cliniques, biologiques et histologiques ont éé recueillies
avant et 1 an apres chirurgie et comparées a celle de baseline. Chague patient était son
propre témoin.

Résultats : Sur une durée de pres de vingt ans, (délai d’inclusion 1994-2013) 1489 ont
bénéficié d’une chirurgie bariatrique au CHU de Lille avec le jour de I’intervention une
biopsie hépatique. Seulement 44 patients n’ont pas bénéficié¢ de la biopsie baseline sur
cette période soit prés de 97% d’exhaustivité. Au total, 109 patients avec une NASH
prouvée histologiquement ont été inclus, parmi eux 82 bénéficiaient d’une biopsie a
baselineet al an.

NASH avait disparu dans 85% des patients (intervalle de confiance de 95% [Cl]
75.8%-92.2%). Comparativement a avant la chirurgie, les patients ont eu des réductions
significatives de 1’indice moyen = SD de masse corporelle (IMC, de 49,3 + 8,2 a 37,4 +

7). Les perturbations initiale du bilan hépatique étaient corrigées a 1 an ALAT (52,1 +
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25,7 UI/L a 25,1 + 20 UI/L); yGT 51 UI/L ([IQR], 34-87 UI/L) 423 UI/L (IQR, 14-33
UI/L). L’insulino-résistance diminuait significativement de 3,6 £ 0,5a2,9 + 0,5. (p<0.01
pour toutes les analyses)

La sévérité de activité inflammatoire de la maladie initiale définit par le score Brunt
influencait la disparition histologique de la NASH avec 94% de rémission pour le stade 1
de Brunt vs 70% pour le stade 3.

L’évolution de chacun des paramétres histologiques au décours de la chirurgie révéle
une diminution du pourcentage de stéatose de 60% (IQR, 40%-80%) a 10% (IQR, 2,5%-
21,3%). La ballonisation hépatocytaire disparaissait dans 82% des cas. L’activité
histologique définit par le score NAS se réduisait de 5 (IQR, 4-5) a1 (IQR, 1-2) (chaque P
< .001). Le ballonisation hépatocellulaire disparaissait dans 84,2 % des cas (IC 2 95 % :
74,4-91,3) e inflammation lobulaire dans 67,1 % des cas (IC a 95 % : 55,8-77,1). La
fibrose diminuait dans 33,8 % des patients (IC a 95 % : 23,6 % a 45,2 %) et chez pres
d’un patient sur deux si l‘on considérait le groupe de patient avec une fibrose a
I’inclusion.

La persistance de laNASH était associée a une perte de poids significativement moins
importante (variation de 'IMC, 9,1 + 1,5) vs. (variation de I'IMC, 12,3 + 0,6) (P = 0,005).
Concernant ’analyse des techniques chirurgicale, ’anneau gastrique semblait moins

efficace que le bypass. L’étude est présentée dans le manuscrit ci-apres.
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Etude 2. La chirurgie bariatrique permet la rémission de la NASH et la
régression de la fibrose a long terme.

Manuscrit publié en 2020 dans Gastroenterology

Liste des Auteurs: Guillaume Lassailly, Robert Caiazzo, Line-Carolle Ntandja-Wandji,
Viviane Gnemmi, Grégoire Baud, Hééene Verkindt, Massih Ningarhari, Alexandre Louvet,
Emmanuelle Leteurtre, Violeta Raverdy, Sébastien Dharancy, Francois Pattou, Philippe

Mathurin

Contexte : Une des principales questions et problématique dans la prise en charge des
maladies métaboliques consiste dans le maintien du bénéfice induit par le traitement et dans la
poursuite de 1’équilibre métaboliqgue. La NASH peut récidiver et ainsi favoriser le
développement de la fibrose et de la cirrhose. La littérature de fournit aucune donnée sur les
résultats hépatique along terme de la chirurgie bariatrique.

L’objectif de cette nouvelle étude est de suivre prospectivement 1’évolution des
patients avec des biopsies répétées le jour de la chirurgie, 1 an apres et 5 ans plus tard.

Méthodologie: Etude prospective de 180 patients atteints de NASH prouvée
histologiquement suivis pendant 5 ans au CHU de Lille. Nous avons obtenu des biopsies
hépatiques de 125 des 169 patients (76%) ayant atteint 1 an et 64 des 94 patients (68%) ayant
atteint 5 ans apres la chirurgie. Le critére de jugement principal était la résolution de NASH
sans aggravation de la fibrose a 5 ans. Les criteres de jugement secondaire étaient
I’amélioration de la fibrose (réduction de >1 stade) a 5 ans et la régression de la fibrose et de
[aNASH alet5ans.

Résultats: A 5 ans aprés la chirurgie bariatrique, la rémission de la NASH sans
aggravation de la fibrose était observée chez 84% des patients (1C 95%, 73.1-92.2). Lafibrose
s’améliorait significativement en comparaison avec [’histologie réalisée le jour de la

chirurgie dans 70,2 % des cas (IC a 95 %, 56,6-81,6). La fibrose a disparu dans 56 % de la
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cohorte (IC & 95 %, 42,4-69,3) chez pres de 45,5 % des patients avec une fibrose avancée au
diagnostic.

Par ailleurs la persistance d’une activité inflammatoire (persistance de la NASH a
I’histologie) ne s’accompagnait pas d’une amélioration de la fibrose. Tout comme a 1 an,
I’absence de reponse histologique (disparition de la NASH) était associé a une perte de poids
significativement moins importante (-6,3 + 4,1 kg/m2 vs. 13,4 = 7,4 kg/m2; P = 0,017). Le
bénéfice sur la NASH était observé au cours de la premiére année et était maintenu jusqu’a 5
ans, sans récidive de la maladie. L’amélioration de la fibrose était un processus continu, entre
la chirurgie et la cinquieme année post opératoire, initié a la disparition du processus
inflammatoire sous-jacent (NASH). De méme que pour I’étude précédente a 1 an, le bypass

semblait plus efficace que I’anneau gastrique en termes de réponse histologique a5 ans.
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Manuscrit du protocole NASHsurg : Etude de la chirurgie bariatrique
comme traitement des formes séveres de NASH chez I'obése non morbide.
PHRC Nationale (étude NASHsurg)

L’étude NASHsurg est un essai clinique comparant I’efficacité de la chirurgie
bariatrique pour le traitement de la NASH avec fibrose avancée au traitement medical.
Cette éude est financée en qualité de PHRC nationale. Elle inclut de nombreux centres

francais et belge.

Le détail du protocole est fourni alafin du manuscrit.
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4. Prise en charge de stéatopathie métabolique et de
I'obésité dans le contexte de la transplantation
hépatique.

a. Impact de I'obésité chez les candidats a la greffe hépatique.

La transplantation hépatique représente la seule option thérapeutique curative de la
cirrhose décompensée et du carcinome hépatocellulaire (CHC). Depuis les années 1980-1990,
la survie apres transplantation hépatique s’améliore grace aux progres chirurgicaux ainsi qu’a
I’avénement des anti-calcineurines (ciclosporine puis du tacrolimus) (157). La survie post
greffe a un an s’est améliorée de 50% a 85-90% entre les années 1980 et 2010 (158). Les
indications de transplantation se sont éargies progressivement depuis les pathologies
malformatives, auto-immunes, aux pathologies virales jusqu’ a I’alcool et au CHC. Depuis
maintenant une dizaine d’année, la NASH s’impose comme une indication de plus en plus
fréguente que ce soit pour insuffisance hépatocellulaire ou CHC, d’autant plus que les
traitement anti-viraux de I’hépatite C ont réduit significativement le nombre de patients VHC
sur liste d’attente (91). La cirrhose métabolique est actuellement I’indication qui croit la plus
rapidement aux USA. En conséquence, le profil du candidat a la greffe a changé. L’age
médian sur liste de greffe augmente tout comme la prévalence de 1’obésité qui a bondit de
pres de 45% entre 2000 et 2015 aux USA (159). L’obésité s’installe comme une comorbidité
fréguente chez les candidats a la greffe, a titre d’exemple aux USA prés de 14% des patients
sont obeses morbides. Cette augmentation n’est pas sans effet pour les patients. En effet,
plusieurs travaux s’appuyant sur les données UNOS relatent retentissement délétére de
I’obésité sévere et morbide : augmentation plus de risque de déces et de sortie de liste pour

aggravation de leur pathologie et diminution de I’accés a la greffe (160,161).

72



b. Données locales (CHU de Lille) sur I’évolution de I'obésité chez
les candidats a la transplantation hépatique.

Il existe peu de données nationales, sur la prévalence de 1’obésité sur liste et sur ses
conséquences. Avant, I’analyse des données nationale de la base CRISTAL, nous avons mené
un travail d’analyse des patients inscrits sur liste au CHU de Lille. Au total, 1393 patients ont
été inscrit sur liste de greffe entre 1990 et 2017 a Lille. L’IMC moyen a augmenté de 22
kg/m? a 26,7 kg/m? (p<0.001). La prévalence de I’obésité a ainsi augmenté de 4% (1990 a
1996), a 23% (1996 & 2007) puis & 28% (2007 a 2017) (p<0.01) (extrait du travail de thése du

Dr. Mathilde Favre, figure extraite de sa these ci-dessous)
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Cette augmentation de ’obésité sur liste de greffe semble avoir un impact négatif sur
I’acces a la greffe. Les données locales, lilloise, semblent confirmer une réduction de la

probabilité d’acceés a la greffe en cas d’obésité, décrites dans 1’analyse des données UNOS
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(illustré ci-dessous, extrait de la thése du Dr Favre). Ces données ont par la suite été éudiées

au niveau national.
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¢. .Données nationales « CRISTAL » sur I'impact de I'obésité
morbide chez les candidats a la transplantation hépatique.

Nous avons mené un travail collaboratif multicentrique d’analyse des données
nationales (base de données CRISTAL) de I’agence de biomédecine sur I’impact de I’obésité
morbide sur l’acceés a la greffe et la mortalité sur liste d’attente. NOUS nous sommes
concentrés sur I’obésité morbide qui semble associée a un retentissement clinique plus que

I’obésité en termes de complications post-opératoires.
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Etude 3. Severe obesity increases death and dropout from the liver waiting
list: a cohort analysis using the French national CRISTAL database

Auteurs: Delacote Claire1, Favre Mathildez, El Amrani Medhis, Bauvin Pierrer, Boleslawski
Emmanuels, Millet Guillaumes, Chebaro Alexandres, Truant Stephanies, Mathurin Philippesz,
Louvet Alexandrei,2, Canva Valériez, Lebuffe Gilless, Pruvot Francois Renés, Dharancy
Sébastiens 2, Lassailly Guillaumer .

And the French Liver Transplant Group

Date de Soumission : 08/10/2020, Transplantation.

Résumé :

Contexte et objectifs : L’obésité morbide est de plus en plus fréquente chez les patients
candidats a la transplantation hépatique. Des données aux USA suggerent un moins bon acces
a al greffe de ces patients et une surmortalité sur liste d’attente. L objectif de ce travail est
d’étudier les facteurs influencant ’accés a la greffe et de sortie de liste ou décés. Les causes
de refus de greffon ont aussi été analysées.

Méthode : L’analyse a été conduite chez les patients inscrits sur liste de greffe en France
entre 2007 et 2017. Cette période correspond a cette de la politique d’allocation des greftes
selon le score Foie utilisant le score MELD. Toutes les données ont éé recueilli gréce a la
cohorte prospective CRISTAL de 1’agence de biomédecine. Les analyses ont été conduites en
2 étapes. Premiérement, les risgues compétitifs ont é&é analysés afin de déterminer les facteurs
influencant I’acces a la greffe ou la sortie de liste. Les patients sortis de liste pour raison
personnels ont été censurés. Deuxiemement, nous avons étudié les liens entre 1’obésité

morbide chez les candidats et les attributions et causes de refus de greffon.
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Résultats : 15 184 patients ont été inscrit sur liste de greffe entre 2007 et 2017. Au moment
de I’analyse, 10 813 patients étaient transplantés 2 847 éaient décédés ou sortis de liste pour
aggravation, 748 sortis de liste pour amélioration et 776 censurés. Les caractéristiques des
patients étaient : &ge 56+10.4, sexe masculin 74.2%, 9, IMC 26.2+5.3 kg/n? (6.3% obeses
morbides), MELD 15.8+10.7. Les obeses morbides étaient plus &gées (55.8+8.5 vs.
54.2+10.5) plus souvent diabétiques (36.9 vs. 22.2%), e avaient une insuffisance
hépatocellulaire plus sévere selon le score MELD (16.6+11.3 vs.15.7+10.7), ainsi que plus de
CHC (39.2 vs. 32.4%). Apres agjustement, en analyse multivariée, ’obésité morbide, 1’dge
avance, I’encéphalopathie hépatique et 1’ascite étaient des facteurs indépendants de mortalité
sur liste ou de déces. L’accés a la greffe était moindre chez les sujets obéses morbides.

Au moins 1 greffon était proposé chez 82.6% des candidats. Avant la survenue d’un
éevenement (greffe ou sortie de liste) 2 greffons éait propose en médiane (IQR :1-5) par
patient. 11 n’y avait pas de différence en termes de nombre de proposition entre les obéses
severe et les autres patients. Cependant, il y avait plus de refus de greffon pour raison

d’incompatibilité morphologique chez les obéses morbides (14.9% vs. 12.7% ; p<0.01).

Conclusion : les obéses morbides sont désavantagés sur liste de greffe, en raison d’une plus

forte mortalité et d’un acceés moins fréquent a la greffe. La principale cause est due a plus de

refus de greffon pour incompatibilité morphologique.
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PARTIE 5 : Greffons stéatosiques marginaux et
ischémie reperfusion hépatique.

Le contexte de la pénurie de greffon hépatique se pérennise depuis de nombreuses
années, et |’utilisation de greffons qualifiés de marginaux s’est généralisée pour représenter
prées d’un greffon sur deux en France. Les greffons idéaux se définissent sur les
caractéristiques suivantes du donneur : age inférieur a 40 ans, traumatisme cérébral comme
cause de déces, don aprés mort encéphalique, stabilité hémodynamique, pas de stéatose ou
toute autre lésion hépatique chronique sous-jacente, et aucune maladie transmissible» (162).
Ces greffons sont rares. L’dge des donneurs augmentent depuis plusieurs décennies tout
comme la prévalence de 1’obésité, altérant la qualité des greffons. En conséquence, ces
greffons sont sous la menace de lésions severes d’ischémie/reperfusion (I/R) hépatique
sources de non fonction primaire, de retransplantation et de déces.

La diminution du processus lésionnel d’I/R permettrait théoriqguement de réduire la
probabilité de non fonction primaire du greffon, mais aussi d’augmenter [’utilisation de
greffon steatosique. Différentes options thérapeutiques sont a 1’étude telle que des procédures
de « defatting » au moyen de machine de perfusion hépatique. Les autres pistes cherchent a

limiter I’impact 1ésionnel de I’I/R.
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1. Ischémie reperfusion hépatique

a. Facteurs cliniques influengant la sévérité et le processus
lésionnel de I'IR

Facteurs liés au donneur

Des facteurs intrinséques aux donneurs et d’autres extrinségques (contexte clinique du
prélevement) modulent la sévérité lésionnelle de I'T/R. Ainsi, 1’age, I’état du foie (fibrose,
stéatose) sont associés a la sévérité des Iésions et Iintensité de la cytolyse. Ces facteurs
identifient et définissent les greffons marginaux.

Lasevérité et la nature de la stéatose influencent le devenir des patients et des greffons
en post TH immédiat. Les complications, notamment la non fonction primaire et la survie
greffon augmentent a partir du seuil 30% de stéatose. Ces dernieres deviennent non
acceptables lorsque que la stéatose est supérieure a 60% (163). La caractérisation
micro/macro vacuolaire de la stéatose influence les résultats et la morbidité de la TH, puisque
gue la présence d’une stéatose dite micro-vacuolaire ne semble pas influencer le risque de
complications. A I’inverse, la stéatose macrovacuolaire supérieure a 60% constitue un motif
de refus de greffon selon la conférence de consensus de Paris de mars 2007(164).

L’age et la durée d’ischémie froide (>18h puis réduite a 12h) ont depuis plus de 30 ans
été identifiés comme des facteurs influencant le risque de non fonction primaire et de fonction
retardée du greffons lesquels majorent le risque de retransplantation et de mortalité post-
opératoire (165). L’optimisation du transport, ’amélioration de stratégies de prélévement,
I'utilisation de liquides de transport aident a utilisation de ses greffons marginaux au
quotidien. L’age des donneurs a pu étre progressivement augmenté de 40, a 50 ans puis
jusqu’a 70 ans. Sous certaines conditions, 1’Age de certains donneurs peut dépasser les 80 ans.
L es prochaines étapes de réduction de complications pour ces greffons passeront certainement

par le développement des machines de perfusion (166).
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Conséquences de la mort encéphalique et des conditions
cliniques préalables au préléevement

Les donneurs proviennent pour la plupart de patient décédés de mort encéphalique.
Ces patients ont été considérés en France comme des donneurs idéaux en opposition aux
donneurs a «cceur arrété » chez qui un premier épisode de bas débit ou «low flow » a
potentiellement induits des lésions tissulaires compromettant 1’utilisation ultérieurs des
organes. Néanmoins, la mort encéphalique provoque un état pro-inflammatoire majeur,
favorisant la démargination et I’accumulation des PNN dans I’ensemble des tissus. A 1’échelle
moléculaire, la décharge cytokinique de TNF, IL6 (etc) augmente I’expression membranaire
des molécules d’adhérence ICAM et VCAM. De maniere étonnante, avant méme le
prélevement, les PNN s’accumulent préférentiellement dans les aires de stéatose, pouvant
expliquer en partie le risque d’exacerbation Iésionnelle post IR hépatique des greffons
stéatosiques (167,168).

Les conditions préalables au prélevement du greffon influencent également le
processus lésionnel. Une complication infectieuse et/ou une défaillance hémodynamique
haussent les concentrations d’endotoxines comme le lipopolysaccharide (LPS) dans la
circulation systémique et portale (169). Elles aggravent la nécrose hépatocytaire et la sévérité

Iésionnelle en activant les récepteurs de I’immunité les PRR.

b. Physiopathologie de I'IR

En dehors de I’allo-immunisation, I’ischémie reperfusion hépatique concentre les
principales problématiques techniques et physiopathologiques de la transplantation hépatique.
Ainsi, I'I/R provoque des reprises retardées de fonction du greffon et des insuffisances

hépatiques post opératoires (170), et la survenue de complications biliaires et de rejet.
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De maniere générale, I’'I/R est un phénoméne biphasique, au cours duquel, la phase
d’ischémie sert de déclencheur a une réponse inflammatoire et 1ésionnelle qui survient a la
phase de reperfusion. Histologiquement, la nécrose hépatocytaire centro-lobulaire prédomine

avec aun infiltrat inflammatoire a polynucléaires neutrophiles (PNN)(171).

On distingue deux types d’ischémie : I’ischémie « chaude », qui survient a I’occasion
de phénomene d’hypoperfusion au cours de choc hémorragique, de défaillances multi-
viscérales, ou lorsque le greffon est in situ pendant la procédure de greffe. Les Iésions
observées a 1’échelle cellulaire sont préférentiellement hépatocytaires. On lui oppose
I’ischémie « froide » qui survient ex vivo, lorsqu’un greffon est explanté et conservé dans la
glace avant réimplantation. Histologiquement, on parle de lésions de préservation, touchant
principalement la microcirculation et le tissu endothélial. Toutefois, la distinction
physiopathologique reste ténue avec des mecanismes lésionnels et des voies cellulaires

communes.

Grands principes physiopathologiques de I'ischémie
reperfusion hépatique.

De grands principes sont largement démontrés. La phase d’ischémie plonge le foie
dans une phase de stress métabolique intense. Les réserves intra-hépatocytaires de glycogene
s’épuisent, les tissus diffusent des radicaux libres (ROS), le stock énergétique d’ATP
s’effondre activant des mécanismes préservations cellulaire comme les voies HIF (Hypoxia
Induced Factors) ainsi que les voies de survie cellulaire comme I’autophagie. De maniere
générale, les voies HIF sont activées au cours d’une phase d’hypoxie tissulaire et provoque
I’activation de voies métaboliques de survie cellulaire ; ’autophagie limite les conséquences

cellulaires de I’accumulation de la ROS (172).
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Cette phase hypoxie prolongée déclenche des signaux inflammatoires locaux, sous
forme cytokines pro-inflammatoires, mais aussi de DAMPs (Danger Associated Molecular
Partterns) diffusés par les hépatocytes, I’endothélium et amplifiée par les cellules de Kiipffer
et les cellules NK. Les DAMPs, composés de produit de dégradation cellulaire (composés de
protéines, de fragments d’ADN...) activent I’immunité innée grice a son systéme de
récepteur sentinelle les PRR (pattern recognition receptor). L’activation des récepteurs PRR
conduit & I’expression des molécules d’adhérences a la surface des cellules endothéliales
provoquant I’afflux et le recrutement des PNN a la phase de reperfusion (173). Les PNN
agissent comme des amplificateurs de la réponse |ésionnelle de I’IR et générent les Iésions de
nécrose. La phase de reperfusion provoque une cascade inflammatoire qui s’étend grace aux
cellules de Kiipffer puis a I'immunité adaptative. Initialement moins impliquée que
I’immunité innée, I’immunité adaptative participe aussi au processus Iésionnel. Au coursde la
reperfusion, de nombreux lymphocytes TCD4+ afflux et modulent la réponse inflammatoire
via des voies de co-stimulations CD28 et CD154 (174). L’implication de ces voies a éé mise
en exergue grace a des modeles murins invalidés, souris CD28 KO et CD154 KO, mais aussi

grace a I’utilisation d’anticorps bloquant le CTLA4 (175).

Schéma résumant les mécanismes inflammatoires au cours de I’'I/R (d’aprés Zhai Y. et al Nat

Rev gastroenterology & hepatology 2012)
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Implications cellulaires au cours du processus lésionnel de
I'ischémie reperfusion

Atteinte de la microcirculation : plaquettes et cellules endothéliales

Les analyses histologiques des 1ésions d’I/R identifient des 1ésions de nécroses, mais

aussi des nombreuses atteintes de la microcirculation hépatique. Ces lésions sont aussi

aggravées par des processus ischémiques locaux secondaires a la congtitution de thrombi

plaquettaires au sein d’un endothélium délabré. La souffrance endothéliale survenant des la

phase d’ischémie froide, avec une dysfonction mitochondriale provoquant un swelling et une

nécrose des cellules endothéliales génére des produits de dégradation cellulaires qui

perturbent la microcirculation (176). Ce stress endothélial, en autre révélé par I’expression

membranaire de la P-Selectine, favorise la formation de thrombi (177). L atteinte endothéliale

diminue I’expression membranaire du CD39 dont la fonction physiologique consiste a limiter

82



I’agrégation plaquettaire. Les plaquettes ainsi activées influent sur leur environnement via le
thromboxane A2 et la sérotonine, aggravant la défaillance micro-circulatoire via leur effet
vasoconstricteur. Cette cascade pro-thrombotique est aggravée par 1’activation plaquettaire
inhibition du plasminogéne en interférant sur PAI-1 (Plasminogene Activator Inhibitor -1)
(178).

Au cours de I’ischémie froide, en plus de leur impact prothrombotique et sur la
dysfonction microcirculatoire, les cellules endothéliales participent aussi au processus
Iésionnel en facilitant le recrutement de PNN jusqu’au parenchyme hépatique en induisant
I’expression a leur membrane des molécules d’adhérences indispensables au « rolling » et ala

diapédese des cellules inflammatoires.

Les hépatocytes :

La dégradation majeure de I’endothélium expose les hépatocytes directement aux
cellules inflammatoires et notamment au PNN. Les hépatocytes sont genéralement considérés
comme des cibles ou des victimes plus que des acteurs du processus lésionnel. Toutefois, il
semble que les hépatocytes participent a la propagation du message inflammatoire et au
recrutement des PNN. Ce point apparait notamment dans la capacité¢ d’expression des
molécules d’adhérences par les hépatocytes que ce soit ICAM et VCAM au méme titre que
les cellules endothéliales (179). Les lésions hépatocytaires surviennent principalement a la
phase de reperfusion en raison de 1’accumulation brutale des ROS (Reactive Oxygene

Species)) intra-hépatocytaire et de I’afflux massif de PNN.

Les cellules immunitaires

PNN
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Les premieres cellules immunitaires impliquées sont les PNN et les macrophages (ou
cellules de Kupffer). Si les macrophages participent en qualité de régulateurs de la réponse
immunitaire et inflammatoire, les PNN sont les principaux acteurs du processus | ésionnel. Les
PNN sont rapidement recrutés dans le parenchyme hépatique des la reperfusion. Des
cytokines comme I'IL-8 ou CXCL8 et le CCL2 (CC-chemokine ligand 2 ou MCP-1) les
recrutent et les activent. Les PNN activés expriment a leur surface les molécules d’adhérence
CD18 et CD11b et CD11a qui forment les hétérodimeres Mac-1 (CD11b-CD18) et (LFA-
1)(180). Ces hétérodiméres se lient aux intégrines exprimés a la surface de la cellule
endothéliale et de ’hépatocytes. Ainsi fixés, les PNN peuvent diffuser au coeur du processus
Iésionnel et phagocyter les cellules lésees.

Cellules de Kiipffer

Les cellules de Kupffer sont des macrophages intra-hépatiques qui participent, en
situation physiologique, a la tolérance immunologique du foie via la production d’IL-10. Au
cours de I'I/R hépatique, elles perdent leur capacité de tolérance immunitaire (181) et
amplifient la réponse inflammatoire pour recruter des PNN, mais aussi I’immunité adaptative
via la reconnaissance antigénique et le recrutement et I’activation lymphocytaires. Apres
activation des TLR 3,4 et 9 par lesDAMPs (ex : HMGBL1), ou les (HSP Heat Shock Protein),
les macrophages secretent les cytokines pro-inflammatoire TNF, IFN, IL-1pB, IL-6 participant

ainsi a ’activation des PNN et de ’expression de Macl et LFA1 (182,183).

¢. Mécanismes lésionnels

Mécanismes de prévention des lésions d’hypoxie : HIF
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Hypoxie provoque I’activation des facteurs de transcriptions les HIF (Hypoxia
Inductible Factor). Ces facteurs de transcriptions, sont des hétérodiméres dont la sous unité o
est sensible au taux d’oxygene cellulaire. Au cours de I'I/R hépatique, les HIF induisent la
transcription de protéines impliquées dans le métabolisme de survie cellulaire notamment en
permettant 1’expression de protéines impliquées dans le métabolisme comme Glut-1
(internalisation cellulaire du glucose), PDK-1 (voie AKT, impliquée dans la signalisation
cellulaire de I’insuline), cytokine impliquée dans 1’angiogenése NOS, VEGF ou encore
Hmax-1 et HSP. L’invalidation génétique de HIF-lo aggrave les lésions d’ischémie
reperfusion. A I’inverse, la voie HIF fournit un rationnel mécanistique aux techniques de
conditionnements hépatiques per opératoire par clampage préventif utilisée en chirurgie active
laHIF voie, rendant le foie plus résistant a une ischémie prolongée.

Toutefois, malgré I’optimisation de la tolérance cellulaire a I’hypoxie, ischémie
prolongée interrompt la chaine respiratoire mitochondriale, provoquant une majoration du
ratio NADH/NAD+. La mitochondrie libere en intra cytoplasmique la protéine UCP2
(uncoupling protein 2), entrainant une baisse du gradient de proton dans la mitochondrie
brisant la chaine respiratoire et la production d’ATP. L'épuisement de I'ATP cellulaire puis
I'accélération glycolyse et la diminution des stocks énergétiques de la cellule, active le
métabolisme cellulaire anaérobie et produit des lactates. L'homéostasie H +, Na + et Ca2 + est
altéré. Les 1ésions de reperfusions proviennent de ’accumulation essentiellement des ROS

suite alaréapparition « brutale » de 1’oxygéne.

Autophagie
L’autophagie est un processus de dégradation lysosomale des proténes et organelles
endommagées qui peut également servir de voie de survie cellulaire en fournissant 1’énergie
nécessaire a la cellule. 11 semble que I’autophagie soit un mécanisme protecteur des lésions

d’ischémie reperfusion, notamment au cours de I’ischémie « chaudey». La formation d’un
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autophagosome permet de contrdler la production des ROS. La modulation de ’autophagie
influence la sévé&rité lésionnelle, comme démontré par I'utilisation d’inhibiteur mTOR
(Rapamycine). Toutefois, des données contradictoires semblent soulignées qu’une
suractivation des mécanismes d’autophagies, en utilisant la protéine LC3-11 comme marqueur,
soient responsables d’une aggravation des aires de nécrose post I/R hépatique. Mais ces
€léments peuvent aussi étre interprété atort, puisse que la nécrose et ’apoptose hépatocytaire
est associée a une augmentation de production d’HMGBI, qui se lie a Beclin 1 et active
I’autophagie. Cette suractivation de I’autophagie constatée dans les formes les plus sévéres

pourrait ainsi étre secondaire mais dépassée par I’intensité de I'l/R.

Pathogen Recognition Receptor (PRR)

L’activation des récepteurs de I’'immunité innée les PRR est trés largement impliquée
dans la régulation du processus Iésionnel de I’'I/R. L’activation de ces récepteurs via leurs
ligands aggrave significativement les 1ésions d’I/R. (détaillé précédemment). On distingue
guatre classes de PRR, les deux principales étant les TLR (Toll-like receptors) et NLR (NOD-
like receptors). [les C-type lectine receptors (CLR) et retinoic acid-inducible gene I-like
receptors (RLR) ne seront pas abordés]. Les TLR, au nhombre de 13, sont transmembranaires a
la surface de la cellule ou du réticulum endoplasmique (pour TLE3,7,8,9). Les NLR sont
cytosoliques.

La suite de ce travail se concentre sur le récepteur NLR, NOD1 et son role dans le

mécanisme d’I/R hépatique.
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2. Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) 1,
acteur et cible de regulation de I'ischemie reperfusion.

a. NOD1 membre de la famille des NLR : Structure et
signalisation intracellulaire de NOD1.

Le systeme immunitaire innée est ubiquitaire, et permet une réponse rapide de 1’hote
vis-avis d’un pathogéne principalement bactérien mais aussi viral. Pour ce faire, le systéeme
immunitaire repose sur un systeme de récepteur a la capacité de reconnaissance et
d’identification les PAMPs ou MAMPs (micro-organism ou pathogen associated molecular
pattern) appelés PRR (pattern Recognition Receptors) dont les NLR (Nod Like Receptors)
sont largement éudiés. NOD1 & NOD2 appartiennent a la famille des NLR et sont des
récepteurs cytosoliques. Ils se localisent proche de la membrane cellulaire, généralement au
site de pénétration et d’invasion de la bactérie dans la cellule (184). Ils reconnaissent des
fragments de parois bactériennes et active des voies de signalisations intracellulaires pro-
inflammatoires. NOD1 a été le premier NLR identifie (185,186). Apres liaison a un fragment
pathogéne, NOD1 active des voies de signalisations pro-inflammatoires afin d’induire la
réponse immunitaire.

Structurellement, NOD1 possede trois domaines: un domaine caspase (CARD :
CAgpase Recruitment Domain), un domaine central NBD (Nucleotide Binding Domain) et un
domaine fortement enrichi en leucine dit LRR (Leucin Rich-Repeats). Les structures de
NOD1 et NOD2 sont représentées ci-apres. Chaque fragment posséde une fonction spécifique.
Le domaine CARD interagit avec RIP2 pour activer la transduction du signal, NBD

correspond a une zone d’oligomérisation et de fixation de I’ATP. Enfin, la portion LRR sert a
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la reconnaissance des ligands (fragments de paroi des pathogénes). Le LRR de NOD1
reconnait plus spécifiquement I’acide y-D-meso-diaminopimeliqgue (ie-DAP), qui
correspondant & un composant ou motif commun a de nombreuses bactéries a GRAM négatif
ou positif (187,188)
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Figure : Représentation schématique de la structure de NOD1 et NOD?2. (189)

Le peptidoglycane ou des composes bactériens intracytosoliques dont la présence
intracellulaire est favorisée par leurs diffusions transmembranaires grace aux transporteurs
peptidiques comme SLC15A3 ou SLC15A4 (190) active NOD1 via LRR. La reconnaissance
par le domaine LRR de son ligand ie-DAP change la conformation protéique facilitant
I’oligomérisation via le domaine NBD et I’activation de lakinase RIP2. Cette éape est sous la
dépendance de I’ATP, qui vient se lier a la portion NACHT du domaine NBD (191).
L’interaction NOD1/RIP2 se produit entre leurs deux motifs CARD de ces protéines et forme
un oligomére ou « RIPosome ». La genése de ce RIPosome serait induite par le motif CARD
de NOD. Cette étape et essentielle a la transduction du signal intracellulaire. Une mutation
génétique sur NOD1 altérant I’oligomérisation de RIP2 a pour conséguence une altération de
la réponse immunitaire (192). L’activation de NODI1 et puis de RIP2 est a 1’origine de la
secrétion de cytokine pro-inflammatoire tel que le TNF, IFN, IL-12, IL-8, IL-6 ou encore
CXCL-1 participant ainsi au recrutement des cellules immunitaires et notamment des PNN

(193).
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b. La voie de signalisation induite par NOD1.

L’activation de RIP2 et la constitution du RIPosome, secondaire a la formation de
I’oligomérisation de NOD1 aboutit au recrutement du complexe formé de TAK1 (TGFB-
Activated Kinase 1 aussi dénommé NRC2C), de TAB2 (TAK1-Binding Protein 2) et de
TAB3. Ce triple complexe TAKI/TAB2/TAB3 dirige I’activation de la kinase IKK (IxB
Kinase), et la phosphorylation, puis la dégradation d’IxkBa (NF-xB Inhibitor o) (189). Le
signal intracellulaire de la voie NOD1 n’est pas exclusif de NF-xB. La voie des MAPK est
fortement activée par le récepteur NOD1 notamment via ERK1, ERK2 (extracellular signal-
regulated kinase) et INK conduisant a I’activation des facteurs de transcription c-jun.

De maniere intéressante, il semble que NODL/RIP2 active également BID (BH3-
Interacting domain Death agonist) pour interagir avec les complexes IKK. BID inhibe la voie
NF-xB et les voies ERK, mais ne modifie pas celle de p38. Ce recrutement de BID, une
protéine de la famille de BCL2 impliquée dans I’apoptose, souligne le lien étroit entre
modulation inflammatoire, réponse a I’infection et voie de mort/survie cellulaire (194). De
nombreuses études ont révélés le lien ténu entre NOD et I’autophagie. Brievement,
I’autophagie correspond a un instrument de dégradation lysosomale des agents pathogenes
participant a la modulation de la réponse immunitaire mais aussi a une voie importante de la
survie cellulaire au cours de phase de stress (comme le jeun) en fournissant 1’énergie
suffisante au fonctionnement cellulaire et des organes, via la dégradation des produits
intracellulaire dans 1’autophagosome. A [I’échelle biochimique intracellulaire, NOD1 (et
NOD?2) interagit avec ATG16L1 (AuTophaGy related protein 16-Likel) (195). L’ATG16L1
initie le processus de ’autophagie via ATG5 et ATGS, pour la transformation du LC3 en

LC3-II et la formation intracellulaire de I’autophagosome (196). Le signal et I’activation de
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I’autophagie est aussi “up-regulé» par la formation du RIPosome (oligomére RIP2) qui
provoque la phosphorylation de ERK, p38 et ULK1. Ces mécanismes sont schématisés dans

la figure ci-apres (197).
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Figure : Lien entre NOD1/NOD?2 et autophagie. (Extrait de DJ. Philpott et a, Nature Review

I mmunology 2014) (189)
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Figure : Voie d’activation intracellulaire de NOD (Strober et a Nat review 2006)(197)
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c¢. Implication de NOD1 dans I'immunité et la défense anti-

infectieuse.

L’activation de la voie NODI1 active NF-kB et la voie des MAPK permettant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoire : TNF, IL-6, de cytokine chimio-attractante pour les
PNN comme I’IL-8 ou CXCLS8, ou les macrophages CXCL2 (MIP2a) e CCL2 (CC-
chemokine ligand 2 ou MCP-1). Gréce a la présence de ces cytokines, PNNs & monocytes
vont pouvoir répondre a I’agression des pathogenes. L’activation de NODI1 initie alors la
réponse immunitaire antigénique en favorisant la présentation d’antigéne gQréce au
recrutement macrophagique. De maniére retardé, I’activation de NODI induit aussi la
secrétion de MCP-1/CCL2. En sus de I’activation de I'immunité innée, 1’activation de NODI1
permet aussi d’initié la réponse immunitaire adaptative via les lymphocytes Th2, puis de
déclencher les réponses Thl et Th 17 (198). De par son expression ubiquitaire, NOD1
apparait comme une voie permettant d’engendrer une réponse immunitaire innée et adaptation
a partir de cellules non hématopoiétiques (199).

L’implication de la voie NOD1 en réponse a un stimuli de pathogene bactérien,
principalement via les voie NF-xB et MAPK, a éé rapporté par de nombreuses éudes que ce
soit Shigella, Helicobacter pylori, E. coli entéro-invasive, Pseudomonas aeruginosa,
Campylobacter jegjuni et des bactéries a Gram positif comme Clostridium difficile (189). De
maniére plus récente, la voie NOD1 est impliquée dans la réponse a des stimuli virologique,
en favorisant la sécrétion d’interférons (IFN) (200-202). Ainsi, NODL1 intervient dans la
réponse immune contre le CMV (cytomégalovirus). Son activation diminue la réplication
virale, alors que son inhibition via le ML130 ou sa délétion génique dans un modele murin

NOD1-/- favorise laréplication virale du CMV (203).
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d. Implication de la voie NOD1 sur la fonction du PNN et
conséquences sur l'ischémie-reperfusion hépatique.

A TDéchelle du PNN, NODI régule I’expression membranaire de la molécule
d’adhérence héérodimériqgue Mac 1 (CD11b-CD18). Cette derniere se lie aux intégrines et
notamment ICAM et VCAM a la surface de ’endothélium. La surexpression membranaire de
Mac-1, grace a un traitement agoniste de NODI1 (FK565 ou ieDAP) augmente 1’afflux de
PNN sur les sites parenchymateux 1ésés au décours de I’ischémie reperfusion, amplifiant et
aggravant les lésions de nécrose hépatique. A I'inverse I’invalidation génétique de NODI
réduit exposition a la membrane du CD11b et altére les fonctions du PNN. Les capacités de
migration et de phagocytose du PNN sont significativement altérée chez les souris NOD1 KO.
En conséquence, I’afflux de PNN dans le parenchyme hépatique 1ésé diminue de ’ordre de
50%. La tolérance hépatique a I’I'R semble meilleure avec des aires de nécrose hépatiques
réduite chez les souris NOD1 KO d’environ 60% (180). L’influence de NODI1 sur les 1ésions
d’I/R est representé dans la figure ci-dessous.

(D’aprés Dharancy et al, Gastroenterology 2011)(180)
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Toutefois, si le processus lésionnel semble en partie régulé par I’activité des PNN, des

données complémentaires sur I’expression hépatique des molécules d’adhérences ICAM,
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VCAM, ou encore de P-Selectine soulignent leur role crucial dans I'I/R. L’expression
hépatocytaire de NODI1 étant trés élevée, nous émettons 1’hypothése que NODI1 puisse
également avoir un effet régulateur intra-hépatique complémentaire a celui observé dans le

PNN.
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Etude du role hépatique de NOD1 dans la modulation lésionnelle au cours
de I'ischémie reperfusion hépatique.

Manuscrit: Nucleotide-binding Oligomerization Domain 1 (NOD1) Modulates Liver

Ischemia Reperfusion Through the Expresson Adhesion Molecules.

Auteurs. Lassailly G, Bou Saleh M, Leleu-Chavain N, Ningarhari M, Gantier E, Carpentier
R, Artru F, Gnemmi V, Bertin B, Maboudou P, Betbeder D, Gheeraert C, Maggiotto F,

Dharancy S, Mathurin P, Louvet A, Dubuqguoy L.

Le recrutement des PNN dans la zone |ésionnelle nécessite I’expression de molécules
d’adhérence membranaire de la famille des intégrines comme ICAM-1, VCAM-1 ou des
selectines a la surface de I’endothélium. Si le role de NOD1 a I’échelle du PNN semble
associé a ses capacités de migration et phagocytose, le réle de NOD1 dans le foie est inconnu,
alors gue son expression y est importante.

L’objectif de cette étude est donc de déterminer le role hépatique de NODI1 et de
déterminer son réle au sein de type cellulaire telle que les cellules endothéliales et les
hépatocytes.

Méthodes :

Des souris Nod1-/- et souris Nod1+/-ont été traité avec un agoniste NOD1 (ieDAP,) et soumis
a une ischémie hépatique par ligature vasculaire 1h et a une reperfusion de 20h. Les
transaminases et la sévérité des lésions hépatiques (aire de nécrose et décompte de
Iinfiltration des PNN) ont é&é éudiés dans chague groupe. L’expression des molécules
d’adhérence (ICAM-1, VCAM-1) a é&é analysé sur le foie total et les hépatocytes et cellules

endothéliale. L’interaction entre les PNN et les hépatocytes a été étudié dans un modéle ex-
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vivo de co-culture en analysant la concentration des surnageant en LDH et les cellules en
microscopie électronique. Enfin, afin de solubiliser 1’antagoniste de NOD1, nous avons
générer un antagoniste que nous avons intégré a des nanoparticules. Les souris ont alors été
traitées par ces nanoparticules. Les aires de nécrose, l'infiltration des PNN et les
transaminases ont été analysé chez les souris traités par nanoparticules.

Réaultats :

Les agonistes NOD1 aggravent la sévérité des Iésions hépatiques, I’infiltration des
PNN et augmente I’expression protéique d’lCAM-1 et de VCAM-1 aprés 20h de reperfusion.

Dans le foie total, en absence d’ischémie reperfusion, le traitement avec les agonistes
de NOD1 augmentaient 1’expression des molécules d’adhérence, ICAM et VCAM chez les
souris sauvages et non chez les souris NOD1-/-. Cette expression était également augmentée
dans les cellules endothéliales et dans les hépatocytes. L’expression était sous la dépendance
de p38 et de ERK. Dans le modéle de co-culture, le traitement des hépatocytes primaires avec
un agoniste NOD1 aggravaient les concentrations de LDH dans les surnageant aprés contact
avec des PNN non traités. L’interaction entre les PNN et les hépatocytes primaires était
confirmée en microscopie électronique. Le traitement des souris avec un inhibiteur de NOD1,
intégré a une nanoparticule I’ALINO 73 (dont I’affinité et le pouvoir inhibiteur a été comparé
a I’inhibiteur de référence le ML130) permettaient de réduire la sévérité de 1ésions d’ischémie
reperfusion, les aires de nécrose, I’expression des transaminases, et aussi l’expression
d’ICAM.

Conclusion : NOD1 participe a la modulation des Iésions hépatiques de 1’ischémie
reperfusion en modulant I’expression des molécules d’adhérence sur 1’endothélium et sur

I’hépatocytes.
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Partie 6. Discussion.

1. Problématiques générales de la prise en charge de la
stéatopathie métabolique.

La problématique de la stéatopathie métabolique symbolise les évolutions de notre
société a I’aune de la suralimentation de produits ultra-transformés et de la sédentarité.
Aborder sa prise en charge revient a considérer des thématiques de santé publique tel que le
diabete de type 2 et ’obésité, dont les assises sont profondément implantées dans le terreau de
la précarité sociale et les évolutions de nos modes de vie. La réponse a cette problématique ne
peut se trouver exclusivement dans 1’allopathie et nécessitera des décisions de politiques
sociales, de contrble de sécurité alimentaire et des actions de santé publique. Sans cette
approche globale, les solutions exclusivement thérapeutiques risquent de profiter a des
populations socio-économiquement aisees, soucieuses de leur de santé, plutot qu’a celles ou la
prévalence de la maladie sera le plus élevée. En conséguence, résumer la prise en charge a
une vision thérapeutique renforce les inégalités face a la maladie et aux soins. Les exemples
passés fourmillent comme les cancers ORL, le CHC et aussi le cancer du sein. De nombreuses
pathologies apportent la preuve que la situation sociale influence non seulement la prévalence
mais aussi la survie. En France et de maniére plus contrastée aux USA, 1’obésité touche les
plus précaires. L’obésité dans les premiers ages de la vie, dés la maternelle et I’école primaire
peut ére percue comme un facteur influencant le devenir sanitaire des enfants. A I’inverse
elle devrait étre utilisée pour dépister la malnutrition, la surexposition aux écrans, les risques
de décrochages scolaires et la précarisation sociale. Maheureusement, cette utopie se heurte a
une réalité analytique plus simpliste qui consiste a culpabiliser dés I’enfance les sujets en
surpoids ou obéses en les renvoyant a leur responsabilité de «trop e mal manger ». Cette

perception de responsabilité individuelle des patients obéses s’encre profondément dans le
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subconscient collectif tant il s’oppose aux conceptions de beauté et de santé, véhiculés par les
publicitaires, I’industrie audio-visuelle et cinématographique. En outre, les préjugés sociétaux
a leur encontre entrent en résonnance avec leur auto-dévalorisation et leur culpabilisation
pouvant en partie expliquer les surrisques de dépression et de dépendance des enfants obéses
a I’age adulte. Méme les programmes de santé les plus vertueux n’échappent pas a ce préjuge
et renforce cette image. A titre d’illustration le programme « Let’s move » de Michelle
Obama, initialement penser pour égaliser I’accés a une alimentation équilibrée dans
I’ensemble des cantines des USA, a évoluer vers un programme de lutte contre la sédentarité.
Ce qui revient a transformer une action globale et égalitaire a celle d’une responsabilisation
individuelle, véhiculant a tort 1’idée de choix librement consenti de la sédentarité e de
I’obésité. L’OMS tente de changer cette image, en parlant de «maladie » obésité et lui
consacre maintenant une journée mondiale le 4 mars. En France, quelques actions publiques
vont maintenant en ce sens. A titre d’exemple, le comité supérieur de I’audiovisuelle (CSA) a
fait ratifié une charte a ’ensemble des médias accessibles en France : « [’obésité n’est pas un
choix de vie». Cette charte s’articule autour de deux axes principaux : ne plus valoriser la
maigreur et prendre en compte la diversité des corpulences sans stigmatiser le surpoids. En
conclusion, pour étre efficace dans le traitement de la stéatopathie métabolique, 1es politiques
d’actions sanitaires devront s’appuyer sur des travaux de réduction des risques en santé
publigue tout en facilitant ’accés a un traitement médico-chirurgical.

Tout développement thérapeutique pharmacologique ou non s’évalue sur des critéres
de jugements préalablement définis. Leurs identifications reposent sur leurs performances
pronogtiques. En absence de critéres corrélés avec le risque de déces, la mortalité devient
alors le seul critére scientifiguement valable. Les experts internationaux de la NASH ont ainsi
choisi des substituts a la mortalité, car trop limitant pour le développement thérapeutique

(durée longue et onéreuse des essais, contrainte sur le nombre de traitements évaluables en
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phase III ...). La FDA a accepté provisoirement ces critéres a condition qu’ils soient validés
ultérieurement. Pour le moment la disparition de la NASH sans aggravation de la fibrose ou la
diminution de la fibrose sans aggravation de la NASH correspond au critére de jugement des
essais de phase Ill. Mais la pertinence de ce critére biologique et physiopathologique
guestionne. Biologiquement, la diminution de la fibrose n’est possible qu’a la condition que le
mécanisme physiopathologique la générant soit lui-méme contrélé, comme largement
démontré dans le traitement des hépatites virales B et C. Cette décision va a I’encontre des
critéres de phase Il, qui s’appuie sur des éléments non invasifs comme la diminution de la
stéatose hépatique en IRM. Ce choix des experts confirme le lien entre le contrdle de la
NASH/ inflammation et réduction de ’activité de la stéatopathie métabolique symbolisée par
I’amélioration de la stéatose. Cette contradiction des criteres entre les phases 11 et Il
décrédibilise les experts et handicape la recherche d’un traitement efficace pour la NASH.

En effet, le choix de critere non invasif pour les traitements en phase 1l permet de
facilement tester de nombreuses molécules et de les conduire en phase I11. Les exemples de
traitement efficace sur la stéatose sans effet sur la composante inflammatoire de la NASH
sont Iégions. L’identification de critéres de jugements validés et consensuelle s’imposent. En
effet, si la stéatose peut étre facilement évaluable de maniere non invasive, la fibrose peut
I’étre tout autant grace a ces trés nombreux tests sanguins élastométriques.

L’industrie pharmaceutique cible son développement thérapeutique sur les patients
porteurs d’une NASH avec une fibrose avancée pour démontrer la diminution du risque de
cirrhose et de mortaité hépatique conférée par leur drogue. Ce choix restreint le
développement thérapeutique au risque hépatique et ne considere pas les risques
cardiovasculaires ou néoplasiques. Par le passé, les glitazones, dont la rosiglitazone et la
pioglitazine ont éé associée a une augmentation du risque cardiovasculaire et du risque de

néoplasie de vessie. Ces derniers ont alors éé retirés du marché par les agences nationales du
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médicament (FDA, EMA etc). De plus les événements cardiovasculaires ne semblent pas
moins fréguents dans cette population. Considérer des critéres de jugements composites
intégrant les évenements cardiovasculaires et/ou néoplasiques aborderait la problématique de
la NASH dans le contexte du syndrome métabolique. C’est cette stratégie qui a permis
I’émergence de nouveaux traitements du diabéte comme les agonistes GLP-1 avec le
liraglutide et les inhibiteurs SGLT2. Le liraglutide, agoniste GLP-1, diminue le poids,
améliore le diabete et diminue le risque d’évenement cardiovasculaire. L’empagliflozine,
canagliflozine et la danagliflozine, des inhibiteurs SGLT2 ont tous démontré leur effet sur
I’amélioration du diabéte et la réduction du risque de mortalité cardiovasculaire. De plus, la
démonstration a récemment été apporté sur le bénéfice cardiovasculaire y compris chez des
patients non diabétiques. Si les critéres d’évaluation des autres pathologies métaboliques
integrent les complications du syndrome métabolique dans son ensemble, une réflexion
approfondie doit étre mené sur leur utilisation en critéres composites pour évaluation des
traitements de laNASH.

A la recherche d’un traitement efficace de la NASH tout en diminuant les risques
cardiovasculaires. La diminution du poids s’accompagne d’une réduction des risques
métaboliques, cardiovasculaires et, dans une moindre mesure, néoplasiques. Toutefois, le
caractere invasif, les contre-indications somatiques et psychiatriques de la chirurgie
restreignent la population potentiellement éigible au traitement et limitent son applicabilité a
I’échelle d’une population. L’extension des critéres d’¢ligibilité aux patients avec un IMC
entre 30 et 35kg/m?, soit une obésité de grade 1, associée a la présence d’une cirrhose ou
d’une fibrose extensive associée a une NASH est un premier pas. Cette indication et son
applicabilité est étudiée dans 1’étude NASHsurg (synopsis et détails du protocole fournis en

fin de document).
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Les résultats de la chirurgie bariatrique chez I’obése morbide atteint de NASH,
soulignent I’efficacité du traitement avec prés de 80% de rémission de la maladie a 1 an, et
surtout une absence de récidive de la NASH entre 1 et 5 ans. Ces résultats modifient le
paradigme nosologique et introduisent la notion de traitement durable de la maladie soit la
rémission de la NASH. A moyen terme (5 ans) la fibrose disparait chez prés de 45% des
patients atteint de fibrose avancée (F3-F4) a baseline. Des données complémentaires sont
indispensables en cas de cirrhose compte tenu d’une balance bénéfice risque différente en
raison du danger de décompensation hépatique et de mortalité post-opératoire. A 1’évidence
les données UNOS rapportent une mortalité multipliée par entre 3 et 17 en cas de cirrhose. La
cirrhose apparait comme une contre-indication relative a la chirurgie bariatrique quel qu’en
soit le type. La question du choix de la nature de la procédure chirurgicale a pratiquer afin
d’obtenir de meilleurs résultats sur laNASH restent partiellement résolu. Les donnéesa 1 et 5
ans semblent en faveur d’une meilleure efficacité du gatric bypass comparativement a
I’anneau gastrique. La réponse histologique est généralement meilleure que ce soit pour les
patients atteints de NASH ou d’une NAFLD «avancée» (NAS > 4). Ces performances
thérapeutiques interrogent sur les possibilités de traiter chirurgicalement des patients avec une
maladie grave du foie, c’est-a-dire des patients sur liste de greffe.

Le positionnement de la chirurgie bariatrique se congoit soit en pré greffe dans un but
réduction pondérale chez I’obése morbide afin de réduire la morbidité per et post opératoire
de laTH ; soit en post greffe afin de traiter I’obésité post-greffe qui touche prés de 25% des
transplantés a 2 ans ou en prévention de la récidive de la NASH sur le greffon qui peut
toucher jusqu’a 50% des patients. La question de la chirurgie préparatoire a la greffe semble
illusoire et risquée. Le risque de mortalité post-opératoire chez les sujets avec un MELD
supérieur a 11 rend cette hypothése déraisonnable. On ne peut attendre de la chirurgie

bariatrique qu’elle puisse résoudre la problématique de la perte de chance d’acces a la greffe
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des sujets obeses morbides. La réponse a cette inégalité ne pourra venir que d’études
analysant le rapport volume greffon et IMC chez 1’obése morbide afin de réduire le taux
significatif de refus pour « incompatibilité morphologique ». Heimbach et a ont mené une
étude exploratoire sur la possibilité de réaliser dans le méme temps opératoire une sleeve
gastrectomie et une greffe. Cette étude pose les bases du concept du traitement étiologique de
la maladie du foie dans le méme temps que celui de ces conségquences. Bien que pionniére, on
peut toutefois reprocher aux auteurs de ne pas avoir proposes aux patients une stratégie de
traitement chirurgicaux ségquentiels: TH puis dans un délai ultérieur de quelques mois, une
sleeve. Cette option permettrait de réduire la morbidité de la combinaison de deux chirurgies
simultanées. Néanmoins, avant de mettre en place ce type de stratégie thérapeutique il
conviendra d’évaluer le retentissement et la faisabilité et les risques des différentes chirurgies
de ’obésité au décours de la greffe. Parmi les risques, en excluant les risques opératoires, le
risque de rejet compte tenu de la malabsorption est a déterminer. De plus, il a été décrit une
augmentation du mésusage d’alcool en post chirurgie bariatrique. L’impact chez des patients
anciennement alcoolo-dépendant devra étre évalué et suivi attentivement.

La prise en charge de la stéatopathie métabolique et des ces complications dépassent
largement le cadre de la thérapeutique et conduit I’hépatologie a prendre le virage évolutif de

la prise en charge de la maladie métabolique.
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2. Perspectives et application thérapeutique potentielle de
la voie NOD1.

A TDinstar de TLR4 mais aussi d’autres PRR, NOD1 contribue au processus d’I/R
hépatique. NOD1 y participe gréce a son implication dans la fonctionnalité des PNN et a sa
capacité de régulation de I’expression des intégrines ICAM-1 et VCAM-1 a la surface des
hépatocytes et des cellules endothéliales. Toutefois de nombreuses questions restent en
suspens. Les liens entre NOD1 et voies de survie cellulaire au cours de I’I/R, mais aussi
I’interaction entre NOD1 et la voie IL-33 plus spécifiqguement dans la fonctionnalité du PNN,
nécessitent d’étre explorés. Néanmoins, les résultats encourageants obtenus dans la
modulation des lésions d’I/R dans des modeles murins incitent a poursuivre le développement
thérapeutique des inhibiteurs de NOD1. Avant toute application clinique utilisant un
inhibiteur synthétique de NOD1, les risques, notamment, infectieux doivent ére appréhendés
et anticipés. La cible thérapeutique doit ére affiner : utilisation en dehors du foie, comme le
rein ou le cceur ? Le role de NODI1 dans d’autres situations cliniques comme I’infarctus ou
I’AVC. Enfin, si la cible de développement semble étre la transplantation, il conviendra de
discuter qui traiter du receveur ou du donneur (c’est-a-dire le greffon).

Les résultats prometteurs de la réduction des 1ésions d’I/R hépatique et 1’infiltration
des PNN dans les zones Iésionnelles de prés de 50% incitent a rechercher des mécanismes
complémentaires ou synergiques impliquant la voie NOD1 (179,180). Une hypothese serait
I’implication de la voie NODI1 dans I’induction d’interleukines telle que I’'[L33. L’activité
transcriptionnelle d’IL33 est augmentée via la voie NODI (démontré apres infection des
cellules gastriques par Helicobacter Pylori)(204). L’1L33 participe au recrutement des PNN et
optimise leur capacité de phagocytose (205). Une atteinte de la voie de 1’IL33 est associée a

une surmortalité de cause infectieuse dans I’hépatite alcoolique aigué€, mais aussi au cours du
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sepsis sévere ou des formes graves de colite a clostridium (206). La régulation du recrutement
des PNN et I'implication de la voie NOD1-IL33 dans le contexte de I'I/R hépatique serait une
piste d’exploration future dans la compréhension du lien entre NOD1 et PNN. Par ailleurs, de
plus en plus d’études établissent un lien entre IL-33, son récepteur ST2, NOD1 et autophagie.

L’autophagie est une voie de survie cellulaire impliquée au cours de I’I/R hépatique.
Quelques études, en dehors du contexte d’I/R hépatique, ont souligné le lien entre NOD1 et
autophagie. La voie NOD1 active ATG16L 1 (195) initiant I’autophagie, par la transformation
du LC3 en LC3-11 et la formation intracellulaire de 1’autophagosome (196). L’étude de la
régulation de ’autophagie au moyen d’un inhibiteur NOD1 affinerait la compréhension des
mécanismes de régulation Iésionnelle induit via la voie NOD1 au-dela de son effet sur
I’expression des molécules d’adhérence.

D’autres auteurs se sont intéressés a la voie NOD 1 en dehors foie. Ainsi, plusieurs
¢tudes font mention de I’implication rénale de NOD1 dans la survenue de la nécrose tubulaire

aigué, mais aussi de dysfonction cardiaque. L’utilisation de ieDAP active Nf-xkB et la

synthése du TGFJ et provoque I’apoptose (207,208). La voie NOD1 semble aussi fortement
impliquée dans les processus de fibrogenese cardiaque. Au niveau cérébral, 1’activation de
NODI majorent les Iésions d’AVC ischémique via TAKI qui est une des cibles de
NODZL/RIP2 et via CARD3 (209). Toutefois, les inhibiteurs de NODI n’ont pas encore été
évalué dans un objectif de modulation des processus ischémiques cérébraux ou cardiagues.

A 1’échelle hépatique, les résultats sur I'utilisation des inhibiteurs NOD1 (ML130 et
ALINO) intégrés a une nanoparticule pour faciliter leur internalisation et leur diffusion
suggerent qu’ils puissent étre évalués sur foie stéatosique. Les Iésions I/R hépatiques y sont
significativement plus importantes, rendant les foies stéatosiques non utilisables pour la

greffe. Un traitement permettant d’augmenter le pool de greffons utilisables diminuerait la
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mortalité sur liste d’attente hépatique, actuellement de 15%. Si de tels inhibiteurs émergent, il
faudra définir la cible thérapeutique optimale entre le donneur et le receveur.

En effet, NODI participe au mécanisme de défense de I’hote contre de nombreux
pathogene. Le traitement du receveur majorait potentiellement ce risque d’autant plus que la
ciclosporine, traitement immunosuppresseur historique de la famille des anticalcineurines,
réduit les capacités de phagocytes du PNN en interagissant, entre autres, avec la voie NOD1
(210). L’utilisation d’inhibiteur NOD1 a la phase immédiate post transplantation majorait
ainsi potentiellement le risque infectieux. D’autres pathogénes et infections sont alors a
risque, puisse que NOD1 est impliqué dans les infections pulmonaires et digestives
(campylobacter, shigella ou encore le clostridum difficile). Par ailleurs, la réponse
immunitaire a la tuberculose, considérée comme une infection opportuniste a rechercher chez
le patient greffé, impligue NOD1 (211).

Si le traitement du receveur semble périlleux et a haut risque infectieux, le traitement
du greffon avant implantation, soit chez le donneur, soit avant implantation sur machine de
perfusion réduirait hypothétiquement le risque septique. Le traitement du foie contribuerait a
restreindre I’expression des molécules d’adhérence et les 1ésions de reperfusion. Néanmoins,
NODI est aussi impliquée dans la lutte contre a ’'infection a CMV (203), responsable de
complication grave et |étale en cas de maladie a CMV en post greffe. Une des formes les plus
arisque correspond a laréactivation du CMV du greffon chez un receveur non-immunisé. Un
traitement pré-implantatoire imposerait de surveiller cette éventualité et de mettre en place un

traitement prophylactique antiviral par ganciclovir ou valganciclovir.
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Conclusion

La stéatopathie métabolique a rapidement émergé depuis les années 1980 et a évoluer
d’une maladie anecdotique a celle responsable d’un enjeu de santé publique mondiale. Elle
refléte les excés de notre mode vie moderne et fait partie de la sphére des complications
métaboliques altérant la qualité et I’espérance de vie. La stéatopathie s’impose comme la
maladie du foie la plus fréquente dans le monde et une des principales causes de greffe.

Des nombreuses options thérapeutiques sont en cours de développement et
d’évaluation allant de stratégies nutritionnelles, médicamenteuses et chirurgicales. Ces
stratégies ne seront applicables et pertinentes que si elles sont mises en ceuvre dans le cadre
d’une politique de globale de santé publique.

Compte tenu de retentissement de la stéatopathie métabolique et de 1’obésité dans la
population, des dratégies de gestion des complications en rapport avec I’utilisation de
greffons marginaux stéatosiques en transplantation hépatique s’avere nécessaire. La
régulation du processus Iésionnel de I’ischémie reperfusion hépatique via le récepteur de
I’immunité innée NODlet I'utilisation d’inhibiteur NOD1 semble une option thérapeutique

prometteuse.
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Synopsis
; SPONSOR University Hospital of Lille
5 NASHsurg study- A randomized controlled study svaluating
- TITLE barialric surgery as a treaiment for severe NASH with
advanced lver fibrosis In non-severe obese patients
STUDY COORDINATOR Pr Philippe Mathunn
(
- NUMBER OF CENTERS 7
- STUDY TYPE Prospective muticentric, open label, randomzed dnical tna!
of superiority, with two arms, comparing baratnc surgery to
the recommended medical treatment for NASH
‘ To show the superiority of banatic surgery on the
disappearance of NASH wilhcul worsening of fibrosis In
comparson o medical standard treatment in obese patierts
(35 kg/m* 2MC = 30 Kg/m*) with NASH comglicated of
advanced fibrosis (F3 and F4 fbrosis grade according to
Bruni scare), afier one year of treatment.
Secondary objectves
To assess the efficacy of barialric surgery in son o
medical standard treatment In obese patients with NASH
complicated of advanced fibresis 1o improve after one year of
treatment:
all histological features of NASH
liver fibrosis '
CPT score and MELD score in patients with crrhoss.,
the liver test biological profie
the metabalic protiie
the weight loss
the guality of life
. the comrplications
| The NASHsurg study is an open, mulicenter, randomized.
- STUDY DESIGN paralel-group, controfled tral.
| The study will be ad to obese patients (defined as a
BMI between 30.35 kg/m) who are diagnosed al the stage of
NASH whh advanced fibrosls (F3 or F4 fibrosls grade
according 1o the Brunt fibrosis score).
The experimental group (A) . benatnc surgery
| The corttrol group (B} sfandard of care {lifestyle change)
- END POINTS Primary Endroint

NASHsurg V1,0 du 11,06/2017

Rate of disappearance of NASH without worsening of fibrosis
grade a! 60 weeks after randomization.
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Secondary Endpoints:

Change from randormization 1o and of reatment In the NAS
(Nafid Activity Score) scare.

Percentage of patents achieving al least a 2 point
improvement in the NAS (22 peints) withoul worsening of
fibrosis grade from randomization to end of treatment.
Change from randomization 1o end of treatment in the Brunt
fibrosis score, Metavir score and fibros:s arsa,

Change from randomization to end of treatment in CPT score
and MELD score In patients with cirthosis.

Change from randomization 1o end of treatment in biological
liver fest (AST, ALT, bilirubin, GGT, ALP. and PT).

Change from randomization to freatment in metabolic profie
assessed by HOMA score or QUICKI score, Fasting glucoss,
HDL cholestercl, serum triglycerides, LDL cholesterol and
total cholesterol.

Change from randomizztion 1o end of reatment in the SF-36
quality of Ife score.

Percentage of patients with al least one of the following
complications.  infection, thromboembolic  complications,
haemorhage, rhabdomyolysis, hepatic decompensation and
death

Fercentage of patient achieving £ and 10% of weignt loss
from randomization 1o end of reatment.

"INCLUSION CRITERIA

- Provide written informed consent ard agree to comply
to the study protocol prior 1o enrolment.

- Patients 18to 65 years of age

- BMI= 30 and kg <35 kg/m*.

- Non-inveswve tests: Fibroscan and  Fibrometre'™
predicling a F3 or F4 fibrosis score grade (not
necessary if previous liver biopsy tas bsen
performed) within 1 month before inclusion,

- Patent should agree to have one kver biopsy dwing
the scresning pericd (4 months sfter inciusion) for the
diagnosis purpose (if no histological biopsy within 1
month tefore inclusion Is available) and cne at the
end of e treatment period for assessment of the
reaiment effects.

- For patients with cirthos:s, patients must fulfi all the

following criteria:
- Platelets > 125 000
-PT>80%,
- Albumin > 35g/L
- MELD score at inclusion < &
-CPT score <6
- No history of previcus decompensation
- No osscphageal varices (endoscopy)
- No vascular shunt
-ASA score < ||
- No alcohol consumption

- For hyperensive patients, hypertension mast be
controlled by stable dose of anti-hyperensive
medication for at least 2 months prior Lo screening
(and the stable dose can be maitained throughout

NASHsurg V1,0 du 11,06/2017
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the stady).

- Female particpating in the study must be either of
non-child bearing (surgically sterlized at 6 month
prior o screening of postmencpauszal) or using an
gffident contraception. hormonal contraception
[including patch. contraceptive ring elc) intra-uterine
device or ather mechanical contraception

- Patent agrees to come to the study vists within the
protocol-speciied delay

"EXCLUSION CRITERIA

- BMI =35 kg ! m?or < 30 kgim*

= Previous history of baratic surgery.

- Decompensated cirhosis (MELD> 7 CPT score> 5,
previous history of decompensation (encephalopathy.
ascites, jaundice, varicose vein ruplura)

- Hepatoceliular carcinoms

- Platelets <125 000 TP <80%; bilirubin <20 mmot / I
glbumin <35¢/1

- Other liver disease. zicohol consumpticn exceeding
20 g / cay for women and 30g / day in men, HBV,
HCV. CBP, CSP, autommune hepatits.
henmochmbsls Wison's  disease, alpha-1
an

- Being  processed  Cancer  (chemotherapy,
rackotherapy or hormene therapy)

- HIV posliive patients

~ Patents who had an acute cardicvascular episode,
corenary Hearl Disease (Angina pectoris, myocardal
infarction, revaculansation procsdure), stroke or TIA
(Transient Ischemic Altack) within the 8 months prior
lo scresning Recent cardiovascular svents (slioke,
myocardial infarcs. ets. ) in the past & months.

- Severe chronic respiratory disease.

Severs chronic cardiac insufficiency (grade il and 1V

of NYHA classification).

Pregnant or breastfeeding women.

Simultaneous enrcliment in another cinical trial.

Drug abuse within the past year.

Fatient with contra-indication for bariatic surgery

"NUMBER OF

' PARTICIPANTS

NASHsurg V1,0 du 11,08/2017

100 patients will be included [0 randomize 50 patients. Each
group of treatment will have a sample of 25 patients. The rate
of screening faillure is estimated arcund 50% (in part due to
the use of non=nvasive ‘est to screen patients),

The primary cbiective is to show the superiority of tariatric
surgery over medical standard treatmenl on  the
disappearance of NASH without worsening of fbrosis for
non-severe obese pafients. According to lMerature, we
expected that the disappearance without worsening of
fibrosis occurs in 30% of cases in the standard medical
treatment and 70% in banafric surgery arm. To defect this
difference using a 2-sided Chi-square test with an alpha risk
of 5% and power of 80%, 21 patients per arm would be
required. To account for an anticicated rste of 20% of liver
biopsy refusal (ncluding loss) or with insufficient quality, we
will randomized a total of 50 patients.




STATISTICAL METHODS

'RESEARCH  BENEFITS
| AND RISKS EVALUATION
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Main otjectve

The rate of disappearance of NASH without worsening of
fibrosis after 60 weeks of rancomization will te compared
between the two arms using the Chi-square test Absolute
and relative risk difference (experimental vs. control amm) and
theirs 95% confidence intenvals will be caiculated. Primary
analysis will be conducted according to the intention-totreat
(ITT) prnople. Missing values wil be hendied by multiple
Imputation procedure. Missing data wil be imputad under
missing &t random assumption by using regression switching
approach (chained equation with m=20 imputations) with
predictive mean matching method for continuous variables.
logisic regression on (binary, ordinalor polynomial) for
qualdative vanables. Imputafion procedurs will be perfform
separatzly in each arm using main baseline characteristics
and multiple ‘mputed datz seis were combined using the
Rubin’s rules. Sensitivity analyses will be conducted In
patents with avadable primary end point (case-complete
analysis) an:i In paﬁe)nts without major daviation in proiocol
(per-pretocol analysis).

Secondary objectives ]

To compare differences In one-year changes n secondary
quanitative encpeints between the 2 arms, the constrained
longiudinal cata analysis (cLDA) model progosed by Liang
and Zegsr will be used regarding the potential advantages of
the <LOA compared to conventonal longiludinal enalysis of
covariance (ANCOVA) model In the cLDA, beth the baselne
and post baseline vales are modeled as dependent
vanables using a Inear mixed model (an unstructured
covariance pattern madal), and the true baseline means are
consirained o be the same for the 2 breatment groups.
Hence, the cLDA provides an adustmeni for the observed
baseline difference In estimating the treatment effects, using
all avalable taseine and post-baselne values. The
between-arm differences in ons-year changes will be
eslimated by the time-by-arm interaction. If nom of
model residuals will be not salisfied, nonparametric analysis
will be used; absolute changes between baseline and one-
year visits Wil e calculated anc compared between the 2
arms using nor-parameinc analysis of covanance adjusted
for baseline values.

To compare the rate of corrposite complications (infection,
thromboembolic complications, hemorrhage, mabdomyolyss,
hepatic deccmpensation and death) between the 2 amms, the
chi-square test (or Fisher's exact test If the expected cell
fraquency <5) will be used Fraquency 2nd parcentage of
Individual's complications will be described in each arm.

NASH s one of the three |leading causas of crrhosis In
France. Unfortunately, no effective treatment is available and
its severe form [advanced fbrosis (2F3J] has a poor
prognasis

Epidemiologcal and clinical siudies in severely obese
patients repert major benefit of bariatric surgery cn survival
and disappearance of NASH. Therefore, obese patents
(30sBMIS35 kg/m?) with NASH and advanced fbrosis. have

NASHsurg V1,0 du 11,08/2017
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limited therapeutic possiblities (lifestyle therapy) and could
benefit from banatnc surgery thal could reduce the risk of
developing cirrhosis a~d s complicatons
High prevalence of cdiabetes and metabolic syndrome,
assccialed with NASH, are also responsible for the increase
in cardiovascular mordidity and menality of these patients.
Although competilive with the hepatic risk, cardiovascular
mortality was significantly recduced after banatnc surgery
Such sirategy in obsse patients with NASH and advanced
fitrosis could  also  reduce  giobal  mortaldy
Moreover, the benafil of such a study for salected patients is
real. There will be no giternative reatment available before
the enc of the study. At the end of the study. f baratric
surgery is confirmad to be safe and effectve in this specific
population, a roll-over will be proposed fo the patient of the
control group

EXCLUSION PERIOD

No smultaneous participaton or enroliment in anather tnal 1s
allowed. during the study

- CONSTITUTION OF A
' SUPERVISION
COMMITTEE

Yes

STUDY DURATION

FPatient recruitmeant: 35 months

Last Patient Last Visit {follow-up 12 monthe):56 months
Duration of participation for each patient | 20 months
Cut-off for freezing the dinical database: 2022

Analysis of final data: 2022

Interpretation and publication of results. 2022-2023

NASHsurg V1,0 du 11,0672017
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1 BACKGROUND AND STUDY RATIONALE

Nen Alcoholic Fatly Liver Disease (NAFLD) concems about 25% cf adults in Europe
end i3 incdence '8 increasng wordwide ' [ts severe form, NASH (Non Aicoholic
steatchepalitis) is sssociated with rapid progression of fibrosis and lzads fo cirhess
Moreover, recent studies have demonstrated that fibrosis grade (Brunt score) ? is the mest
Important prognostic factor for liver mortality in NAFLD. The hazard ratio for mortality for
fbrosis assessed with Brunt score was 11.2 in patients with F1-F2 fibrosis and 85.8 for those
with F3-F4 compared to patients without fibresis™ *.

NASH has been declared a pubiic health issue by public health authorities. The
endorsement of therapautic endponts for NASH by the Unifed States (US) Food and Drug
Administration (FDA) was important and facilitates development of new agents and
treatment The resolution of NASH, defined as the disappearance of necroinflammatory
features (hepetocyte ballconing and portal Inflemmation) in histolcgic analysis, with an
absence of evidence for fibrosis worsening, has been recognized as the endocint for phase
2b and phase 3 trials of patients with NASH®,

Patients with NAFLD have a higher daily caloric intake and are more sedentary than
those without. The first step, and the medical standard of cara for the management of NASH
is to obtain signficant and sustained weight loss by crarging the patients ifestyle fhrough
diet and physical actvity However, this strategy leads to disappearance of NASH n only 20-
30% because decrease In histclogical necroinflammation mainly occurs in patents with more
than 10% of weight loss  a threshold difficult 10 reach . Another limit of Ifestyle therapy is
its pocr efficacy to maintain weight loss at long-term. No specific diet is recommended in
NAGSH or NAFLD.

In terms of pharmacological treatment, vitamn E is currently the only recommended
drug in non-diabetic petients without cirrhosis ° whereas experts ars still seeing for data in
ciabetic patients. New drug are cumently evaated In phase |l trials such as obeticholic
acds “ and elafibranor ™. Phase |l studies for those drugs observed arcund 30% of effcacy in
terms of disappearance of NASH without worsening of fibrosis.

In severely obese patients (BMI] 2 40 or 35-40 with comorbidities), baratic surgery
induces sustained weight loss and has been recommended by the National Institutes of
Health for mofivated candidates. Regardless of procedure type, bariatric surgery induces
long-term weight loss (of 15%-25%)"". as well as remission of diabetes and reduced overall
long-term mortality " —particularly from diabetes ' ™, heart disease", and cancers "
Laparcscopic sleeve gasireclomy and laparoscopic Rouwx-en-Y Gaslric Bypass have better
metabolic effect on insulin resistance than gastric banding, but ther better effect on long temm
mortality compared to gastric banding has not been proved.

In tarms of liver injury, retrospective and prospective uncontrolied studies in severely
and morbidly obese patients have shown Improvement of histological features of NAFLD
after bariatric surgery at sheit and Iong-term ™ '9_|n the subgroup of morbidly obese patients
with histologically proven NASH, disappearance of NASH without worsening of fbrosis was
observed in 70-20% of cases and improvement of fibrosis in 20% of cases %,

The established short and long-term effects of barialric surgery on melabolic profile and
clinical outcomes in severely cbese patients provide a robust rationale to evaluate its effect
In non-severe cobese patients with refractory metabolc complications. Indeed, recent
rancomized controlled studes in non-savere obese patienls (BMI between 30-35 kg/m?)
shawed the superorty of bariatric surgery (sleeve gastreclomy and gastric bypass) over

NASHsurg V1,0 du 11,0672017 1
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medical strategy't. In 150 patients with uncontrolled diabates, at 3 years of the bariatric
surgery. only 5% of patient under medical therapy meet the primary endpoint (glycated
hemoglobin < 6%) as compared to 38% with gastric bypass and 28% with sleeve
gastectomy Furthermore quality of Iife was significartly better in the two surgical group,
mainly due to the decreased use of glucosedowering medications in the surgical groups
(245 % and 21.1%) compared to the medical siralegy (4.2%) "', Taking into account the
amponanoa of mose cata Enammmummmw_mwmmmm

be(ween 30-35 knfm’ g_s_s_m_ld.ed nonl on?y foc thoae mm aevere dmbetes regg g g
medical therapy (Hbatc > 7.5%) but also for those with or other weight responsive
comporbidities nol _achieving !aggots on_corventonal therapies (e.g. blood pressure.
dyslipidemia, and obstructive sleep apneal.

Assessment of the penoperative nisk 5 besed, in part, on the clessificaticn of
procedures as majpr or mnor surgery The most used classification is the Shaoemaker
classification ¥ Using this classfication, banatric surgsry is considered as a minor
procedure. Aboul the postoperative mortality of cirrhosis, a large study showed that survival
of cirhotic patients urdergoing minor surgery was nct significantly different than cirmotic
outpatients without surgery. In these undergohg major surgery, age > 70, ASA > Il and
MELD > 8 were the 3 independent prognostic factors in multivariate analysis. In terms of liver
dysfunction, the risk of mortality starts to increase only in the subgroup cf cirrhotic patients
with MELD > 8 . The UNOS database of banalric surgery has reported an inoeased
mortality of 21-fold In patients with dinicaly decompensaled carhosis and 2-fold In clincalty
compensated cirhotics, In this UNOS ragister, MELD score, presence of portal hypertension
(escphageal vanices), previous episode of déecompensation and biological parameters of liver
function wers not provided and analyzed “. As a consequéence these register data cannot be
extrapolated fo cirrhotic palients highly selecled and accuralely dassifed as completely
compensated (lack of portal hypertension. normal liver function, MELD score <8). For this
purgose, our group evaluated the oulcome of such highly compensatad cirrhotic patients with
normal platelets. nomal PT ard MELD score < 8. After bariatric surgery, 5 year survival of
cirrhofics (95 5%) was not signficanty different that non-cirrhotic patients (98 9%, p=0 32)
Other teams have reporied comparable favorable resuits, with good outcomes in cirrhofic
patients sfter bariatic surgery . Analyss of this amount of data lead fo conclude in the
absenca of increasad risk of postoporaﬂve mortality after barlatric surgery in complete
compensated cirmolic patients (no previous or ongoing dinical decompensation. nomal
rances of parameters af liver function) who, by definition, disclose MELD score 2round 56
and constantly < &.

In t2rms of disease burden, non-severe otesity Is more frequent than severe obasity
explaining that non-severe obese patients corsttute the most Important group of patients
likely to develop complications. In contrast to refractory d:abetes, non-severe cbese with
advanced NASH petients have never been evalualec for barlalric surgery although they
disciose a high risk of mortality. This group of patients with advanced NASH (grade F3-F4 of
Brunt fbrosis score) without efficent therapy constitules an unmet therapeulic need. The
impressive effect of bariatric surgery cbeerved in severely obese patients with 70-90%
disappearance of NASH Is a strong argument for its evaluation as severe dabetas in non-
severe cbese (BMI between 30-35 kg/m®) Such therapeutic developmen! requires
rancomized controlied trials as previously performed for severe refraciory diabetes,

The aim of the present work is fo perform a randomized controlled pilol sludy testing the
superionty of bariatric surgery in comparison to standard medical care.

NASHsurg V1,0 du 11,0672017 12
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2 Objectives of the study

21 Main objective

To show the superiority of barialric surgery on the disappearance of NASH without
worsening cf fiorosis n comparison to medical standard treatmemt In obese patients (36
kg/m* =IMC = 30 xg/m*) with NASH complicated of advancad nbrosis (F2 and F4 fibrosis
grace according to Erunt Fibrosis score), after one year of treatment

2.2 Secondary objectives

To assess the efficacy of bariatric surgery In comparison to medical standard treatment In
obese patients with NASH complicated of advanced fibrosis to improve afler one year of
treatment

- all histological features of NASH

- liver fibross

- CPT score and MELD score in patients with cirrhosis.

- the liver test biological profile

- the metabolic profie

- the weight loss

- the qualty of Ife

- the complications

NASHsurg V1,0 du 11,0672017 13
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3 Study design

31 Expedmental Plan

The NASHsurg study is an open, multicenter, random:zed, parallel-group, controlled trial.
The study will be proposed to cbese patients (defined as a BMI between 30-36 kg/m*) who
are diagnosed at the stage af NASH with advanced fibrosis according to the Brunt fibrosis
score An advanced fibrosis is defined as a F3 or F4 fibrosis grade *

Figure: study design
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3.2 Studypopulation
Obese patients (non-severe, B between 30 and 35 kg/m*) who are diagnosed at the stage
of NASH with advanced fibrosis (grade F3 and F4 Brunt score?).
321 Inclusion criteria

- Provide written Informed consant and agree lo comply ‘o the study protocol prior to
enroiment.

« Patienis 18 to 65 years of age

- BMI2 30 and kg <35 kg/m*.

- Non-nvasive tests: Fibroscan and Fibrometre"™ predicting a F3 or F4 brosis score
grade (not n2cessary il previous liver biopsy ras been performed) wihin 1 month
before indusion

- Patienl should agree to have one liver biopsy during the screening period (4 months
after inclusion) for the diagnosis purpose (if no histological biopsy within 1 month
before inclusion is available) and cne at the end of the teatment period for
assessment of the treatment effects

- For patients with cirhasis, patients must fulfil all the following critena

« Plaielets > 125 000

« PT>80%.

e Albumin> 35g/L

e MELD score at nclusion < 8

e CPTscore<§

« Naohistory of previous decompensation
NASHsurg V1,0 du 11,08/2017
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No oesophageal varices (endoscopy)

Na vascular shunt

ASA scare g I

No alcohol consumption

For patents with Type 2 diabetas, glycamia must be controlied (HbA1e 2%%) If
glyeemia is controlled by ant-diabetic drugs, qualitative change (i e; Implementation
of a new ant-diavetic drug) is not permitied within 6 month pror to randomization and
should be avoided during the study. Treatmen! with metformin, DPPIV inhitbdors,
GLP1 agonists, sulfamides and nsuin are authorized, For GLP1-agonist, Liraglutide
(VICTOZA®) i1s permitted f adminisiraled § month before the siudy without dose
modificaton. No introduction and/or daily dose modification of Liragiutide during the
study.

For hyperlensive patents, hypertension must be controlled by stable dose of anli-
hypertensive medication for at least 2 morths prior to screening (and the stable dose
can be maintained throughout the study).

Female participaing in the study must be either of non-child bearing (surgicaly
sterifzed at & month prior to screening or postmenopausal) or using an sfficient
contraception: harmonal contraception (including patch, contraceptive ring etc) intra-
uterine device or other mechanical contraception

Patient agrees to come 0 the study visits within the protccol-specified delay

Exclusion criteria

Patients presenting any of the following exclusion criteria will nol be included in the trial

NASHsurg V1,0 du 11,0672017

BMI 2 35 kg / mPor < 30 kg'm*

Previous history of banatric surgery.

Decompensated arrhesis (MELD> 7 CPT score> S, previous history of
decompensation (encephalopathy, ascites, jaundice, varicose vein ruplure)
Hepatocellular carcinoma

Plateists <125 000, TP <80%, bilirubin <20 mmol / |, albumin <35g/ L

Other liver dizease: alcohol consumption exceeding 20 g / day for women and 30g /
day in humans. HBV, HCV. PBC, PSC. autoimmune hepalitis. hemochromatoss.
Wilson's disease, alpha-1 antirypsin deficiency.

Being processed Cancer (chemotherapy, radiotheragy or hormone therapy)

HIV pasitive patients

Patients who had an acute cardiovascular episode, coronary Heart Disease (Angina
pectoris, myocardial infarction, revaculansation procedure). siroke or TIA (Transient
Ischemic Atteck) wathin the 6 monsh prior to screening Recent cargiovascuiar events
(stroke, myocardial infarcts, elc...) in the past 6 month.

Severe chronic respiratory disease.

Severe chronic cardiac insufficiency (grade Il and IV of NYHA classification).
Pregnant or creastieeding women.

Simutaneous enroliment in ancther intarventional climcal tnal.

Drug abuse within the past year.

Patient with contra-indication for baratric surgery else than compensated cirrthosls.
History of severe escphagitis on upper Gl endoscopy (grade C or D of Los Angeles
classification)

Severe gastro-esophageal refiux disease, resistant 1o medical therapy

Presence of dysplastic modfication of the gastric mucosa or a history of gastric
cancer on the upper gastrointestinal endoscopy

Presence of an unhealed gastro-duodenal ulcer or an ulcer diagnossd less than 2
mont previously

Presence of Hellcctacter Pylori resisiant to medical treatment
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- Presence of a chronic diarthea (= 3 loose or liquid stools per day over a period of
more than 4 wesks)

- Binge eating disorders cr other eating disorders according o DSM V critena.

- Mentally unbalanced patients, under suparvision or guardianship.

3.3 Primary End point

Rate of disappearance of NASH without worsening of fibrosis grade at 60 weeks after
rencomization.

The disappearance of NASH is defined as the disappearance of the two histological
infiammalory features thatl are hepatocellular ballooning and obular inflammation on the liver

biopsy.

34 Secondary Endpoints

- Charge from randomization to end of treatment in the NAS (Nafld Activity Score)
score.

- Percentage of patients achieving at least a 2 polnt Improvement Iin the NAS (22
points) without worsening of fibrosis grade from randomization to end of treatment,

- Charge from randemazation 1o end of treatment in the Brun! fibrosis score and fibrosis
area and Metavir score,

« Charge from randomization to end of reatment in CPT score and MELD score in
patents wkh cirrnosis.

- Charge from randomization to end of treatment in biclcgical liver test (AST. ALT.
bilirusin, GGT, ALP, and PT).

- Charge from randomization to freatment in melabolic profie assessed by HOMA
scare or QUICK! score, Fasting glucose, HOL cholesterol serum triglycerides, LDL
cholesterol and total cholesterol.

- Charge from randomization 1o end of treatment in the SF-35 quality of life score.

- Percentage of patients with at least one of the following compleations: infection,
thromboemholic  complications.  haesmomhage.  rhabdomyolysis,  hepatic
decompensation and death

- Percentage cf patient achieving 5 and 10% of weight loss from randomzaton to end
of treatment.

35 Assessments
3.5.1 Efficacy Assessments

The patients will be follow-up during 64 weeks after the begining of the treatment.
After 60 weeks, all patients for @ach am of treatment will perform a liver biopsy. The
histological analysis will score 0 for the disappearance of NASH without worsening of fibrosis
and 1 for persistant NASH or worsening of fibrosis

This information will be obfained from a centralized, dcuble binded histological
analysis. The lver tissue will be stained centraly, A double lechure will be performad by two
pathologist experts. The disagreement betweean the experts will be discussed ndividually to
reach a consensus, I a consensus cannot be obfained, a third expent will perform the
histological analysis.

During each visit of the follow-up, the efficacy and the tolerance criveria will be assessad.

Liver Biopsy
Liver biopsy will be performed during the screening peried (T no liver blopsy within 1

month before inclusion is available) and the end of the treaiment period (visit V&, week 60)
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No specific practice or procedure is requested in conducting liver biopsies. the
standard biopsy procedure applied according te the pood medical standards in each hospital
Is acceplable

Treatment with Vitamin E or Ursodecxycholic acid should have beean stopped at least
3 month prior the diagnostic liver biopsy and up fo the end of the study

However, if possible, is recommended biogsy procadure to be appied as .
- Neeck core biopsy
- DBlopsy obtain with a8 16 gauge needle
- Length > 15 mm
- Preferably obtain biopsy from the right labe.

For sach selected patient safety and coagulation test are performed in advancs whils
premedication 15 iaken in the moming of the procedure when the patient is admitted to the
department The local standard for the patient surveillance will be respected, allowing that
when patient leaves the department no complication should be chserved,

35.2 Safety Assessments

During treatment (64 weeks) treatment side-effects will be identfied and recorded.
Tolerance criteria will be evaiusted at each visit, as well as the quality of life scorz SF-36,
For the bariatric surgery group, the saverity of the surgical complications will be assessed as
reccmmended with the Dindo-Clavien dassification .

The presence of side effects as surgkcal complicatons (infection, bleeding, dumping
syndrome) will be assessed during sach visit using clinical and/or biological examination.

| How chart & sample sae |
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The prnimary objective s to show the superiorty of bariatric surgery over medical
standard treatment on the disappesrance of NASH vathout worsereng cf forosis for non-
severe obese patents. Accordng fo literature, we axpectad that the disappearance wihout
worsening of fibrosis occurs in 30% of cases " # in the standard medical trealmen! and 70%
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in baratric surgery am " 25 To detect this dfference using a 2-sided Chi-square test with an
alpha risk of 5% and power of 80%. 21 patients per arm would be required. To account for an
anticipated rate of 20% of liver biopsy refusal (including loss) or with insulficent quaiity, we
will randomize a fotal of 50 patients.

The pre-screening phase will be based on fibrosis non-invasive tesi or history of
previous bicpsy of NASH with advanced fibrosis, We estimate that patients included on
history of previous histological biopsy will concem 40% ot patients. Thus 60% of patient will
be Included on non-Invasive biomarker. This strategy wil permit to avold a liver biopsy that is
assoclated to a multipie risks (please see the benefitkisk section). The positive predictive
value for NASH in patients with an advanced fibrosis is between 70 and 80% ' ™.
Furthermore, the positive predictive of the comzined fibrosis non-invasive tesls (Fibroscar®
and Fisrometre'™irus3G) is between 75 and 80% 7. As a consequence, we estimate that
around 30% of patient included with the non<nvasive biomarker will not meet the histological
critena for randomization

We estimate on the available data of the literature, that around 20 ta 30% of patient
will lose > 5% of weight during the sareening period. These patients will not be randomized.

Considenng that the screenng fallure rate Is around 5-10% for multiples reasons
(contraindication to surgery, biopsy refusal, insufficient quality of the first blopsy etc)

The required sample size of patients for inclusicn to randomize 50 patients s 100
patients. The total screening fafure will be around 50%

The detail of this calculation is shown in the above figure

3.7 _Method and analysis Strategy

Statistical analyses will be indecendenty performed by the Biostatistics Department
of University of Lille under the responsibility of Prafessor Alain Duhamel. Data will be
analyzed usng the SAS software (SAS Instiute Inc, Cary, NC. USA) and all statistical tests
will be performed with 2 2-1alled alpha risk of 0.05. A delailed statistical analysis plan will be
written and finalized prior 10 tre database l0cK. Baseline characteristics will be described for
each arm. Quantitatve vanables will be expressed as mean (standard deviation), median
(interquartile range) and range. Qualitative vanables wil be e)pressed as frequencies and
percentages. Normalty of distribution will be assessed graphicaly and using the Shapiro-
Wilk test.

Main Objective:

The rate of disappearance of NASH without worsening of fibrosis. 60 waeks after
rancomization, (1-year of treatment) wil be compared between the wo ams using the Chi-
square test. Absoclute and relative risk difference (experimental vs. control arm) and theirs
95% confidence intervals will be calculatad. Primary analysis will be conducted according to
the intzntion-to-treat (ITT) prnciple. Missing values wil be handied by mulliple mputation
procedure. Missing data will be imputed under missing at random assumption by using
regression swiiching approach (chained egquation with m=20 imputations) with predictve
mean matching method for continuous vanables, logistic regression on (binary, ordinalor
polynomial) for qualitative variables ** Imputation procedure will be perform separately in
each arm using main baseline characteristics and multiple impuled data sets were combined
using the Rubin's rules * ¥. Sensitivity analyses will be conducted in patients with availatle
primary end point (case-complete aralysis) and n patients without major deviation In
protocol (per-pratocol analysis).

Secondary Objectives:
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To compare differences in one-year changes in secondary guantitative endpoints batween
the 2 arms. the constrained longitudinal data analysis (cLDA) model proposed by Liang and
Zeger  wil be used regarding the potental advantages of the cLDA compared to
conventiona' longtudinal analysis of covanance (ANCOVA) madel © In the cLDA, both the
baseline and post baseline vaiues are modeled as dependert vanables using a linear mixec
mode! (an unsiruclured covariance pattern medef), and the frue baselne means are
consirained 1o be the same for the 2 trealment groups. Hence, the cLDA provides an
adjustment for the odserved besaine difference in estimating the reatment effects, using all
avaliable beseline and post-taseline vaiues. The dDetween-arm differences in one-year
changes will be estimated by the fime-by-arm interacticn If normality of model residuals will
be not satisfed, nonparametric analysis will be used, absolute changes between baselne
and one-year visits will be calculsted and compared between the 2 arms using non-
parametric analysis of covariance *° adjusted for baseline valuec.

To compare the rate of composite caomplications (infection, thrombnembalic complications,
hemorthage, rhabdomyalysis, hepatic deccmpensation ard death) between the 2 arms, the
chi-square tesl (or Fisher's exact test if the expected cell freguency <5) will be used.
Frequency and percentage of individuals complications will be described In each am.

4 Logistic of the study

4.7 Places of conducting the research

The study wil te perfcrmed by Prof. Phiippe Mathurn (coordinating investigatar),
Service des maladies de l'appareil digestif et de l2 nutrition, CHRU de Lille, France. together
with the local research direction (Départament de la recherdie en santé). The ccordinating
Investigator s known as an expert of the field. He has previously conducted many
multcenter Frials and 5 involved in the field of NAFLD and chesity (RHU). These points are
major strength that are required to conduct this project

There will be a netwark of 7 paricipating centres in France (Hepatology, Nutritionnal
and Barlalric surgery units). This network will include most of the cenltres that partcipate all
reacy ‘o the Diabsurg study a multicentre French trial and all of them are part of the Foree
Network / FRENCH OBESITY RESEARCH CENTRE CF EXCELLENCE.

FORCE Is a national network dedicated to clinical research for the study of obesity
and related diseases

Participating centres are Iisted on page 2 of the present protocol

The study will be sponsored by The Centre Hospdalier Réglonal et Universitaire de
Lille. France.
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4.2 Study organization
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42.1 Pre-screening phase
Potental subjects will be identfied by nvestigators in hepatology department

accordng to the results of non-invasve tests or to a previous histological diagnosiic realized
in the rouline care.

After the pre-screening, patients may be included if results ¢f non-invasive tests
suggest the diagnosis of advanced NASH or  advanced-NASH have bzen previousty
histelogically diegnosad.

The non-lnvaswe suspuon of advanced NASH wlﬂ be based on the results of a
combination of Fibroscan® and the Fibrometreirus3G. Only, patients with
Fibrometra*"Virus3C 20 526 and Fbroscan® 2%Pa will be included. In the setting of liver
stifinass measurement the quality of the measure is obtainad with 10 valid measure and an
IQR < 30%. The measure could be performed with the XL or the M prebe. The threshoid of 9
kPa is maintained whatever the type of probe, At the and of the screening period, liver biopsy
will be performad that is in accordance with EASL (European Association for the Stud Z‘Of the
Liver) and AASLD (American Association for the Study of Liver Disease) guidelines . Only
patients with blopsy-proven advanced NASH wil be randomized

According fo the Herature, the combination of Fibrocan® and Fibromelre® has a
positive pradictive value of 70-80 %, Thus, 20-30% of patients {false positive tast) will not
disclose the histologeal diagnosis of NASH.

B! For pafients wifh advanced NASH diagnosad on previous fiver biopsy

The bicpsy will be read kcally, as standard of care 10 confirm the histological diagnosis of
NASH with advanced fibrosis (F3-F4)
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422 Inclusion:

The mvestigators will checx again If patients Mt with the study selecton crtana

The profocol schedule will be explained in detai. The inclusion will be performed by
providing written infonmed consent prior fo enrciment.

After consent form signing:

For all patierts, a clinical examination will be performed during this vist associated
with laboratory lesis (see table €).

The quaity of [fe will be assesced with the SF-36 survey.

For patients with advanced NASH diagnosed on previous liver biopsy performed within 1

month befors inclusion:

Q

3 locally stalnec slides and the remaining paraffin blocks will be sent to the reference
patnology center of CHRU de Lille for a centralzed histological diagnostic
confirmation and for computerized morphometry (cf 5.2 Pathology p 40)

or

Fer patienis with advanced NASH diagnesad on noa-invasive methocs or previous liver
blopsy performed gver 1 montn age befors inclusion

A new liver blopy will be scheduled during the screening phase 4 months after
inclusion.

423 Screaning phase:

After inclusion, the duration of the screening period will be 6 to 12 months. This

durstion of medical management for obesity is recommended by the French Heakh
Authorities for canddates 1o barlatnc surgical strategy. Patients achleving at least 5% of
weight loss will nct be randomized for banatric surgery according 1o the guidelnes of French
Health Authorities.

Dumg this screening period, it is recommended thal patient should have 4 different visits.

1/ digtary visit: The ditary visit should be performed within the first month of the
screening pericd. Tha alms of this consultation are the evaluation of the nutritional
behavior of the patient, the daly caone intake and provide the Ifestyle
recommendation for weight loss. The proposal for ifestyle change will be the NCEP-
ATCIN recommendations (see please, below table 5) The lifestye intervention for
weight loss Is the standard of care for NASH 1o cbiain at least 5 % of weight loss.

2/ nutritional visit: Thie visit is parformad to rairforce the lifestyle recommendation. It
is also necessary to explain the nutritional impact of baratric surgary and the
nutritonal postoperative management Furthemare, the nutrticnist will clinically
evaluats the patient for comorbidities related {o cbesity,

3/ psychological evaluation: This evaluation is performed by a psychologist (or a
psychiatrist) 1o screen binge eating Cisorders or other eating disorders according to
DSM V crtena. Eating disorders and psychiatnc disease are a confrandication for
banairic surgery.

4/ surgical _visit: Patient will meet the surgeon thal will explain the 2 different
procedures. sleeve gastrectomy of gasiric bypass. He will detail the nsk and the
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complications of each surgery. The surceon will also dinically evalsate the patent lo
be sure of the absence of surgical contraindication ta badatric surgery
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- During the screening perlod, patient will have a routine evaluation of obesity
and screening of comorbidities as recommended before bariatric surgery (see

table 1)
Table 1
Exploration befora barlatric surgery
Cardiovascular
Clinical evaluation with cardiologist Arterial Hypertension measurement
Echocardicgrapny
Electrocarciogram (ECG), stress cardiac
testing 1 recommended after cardilogist
evaluation
Endocrinology
Fasting glucose, glycated hemoglogin, TSH
_Dyslipidemia
Serum Triglycerides, Total cholestercl, HDL
and LOL cholesterol
Nutritional evaluation Albumin. pre-albumin, vitamin A, C, 25 OH
S - D, E, B1. B9 B12, iron status, Zinc
Respiratory
Lung function test
Sleep polysomnography
Digestive :
Upper endosccpy with gastric biopsy for
- Helicobacter Pylar screening
- GERD
, - _Esophageal or gastric necpiasia
PEEHaHE N,

Psythlamc or psychological evaluation

- During the screening period, screening of complications ralated to liver disease
will be performed:

Table 2.

Exploration related to liver disease
Hepatocellular carcinoma Liver US
Portal hypertension During Upper endoscopy
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During the screening period, 4 months after inclusion, a liver biopsy will be
performed. The condition of liver biopsy are detailed in the beliow table:

Table 3

Recommendations for liver biopsy*
Normal coagulaton test
'Wash out period of 3 months for Vitamin E or
Ursodeoxycholic acid reatments
Normal liver uitrasound at screening
Localization Harvest from the nght lobe
Needle: Needle cors blopsy 16 gauge
Quality :
Length Minimal lergth 15 mm
Portal tracts 2 10 ponal tracts
Patients included on non-invasive test Yes
Patlents on previous liver blopsy
- > 1 month before inclusion Yes
- <1 month before inclusion No
(if quality of liver sample fuffill the critena)
When
Screening perod 4month after Indusion (always Cefore
randomization)
Treatment perod Week 60 arter randomization.

*Delail on liver MOpSy diagnosis and management are described in the section 6.2

To confime the diagnosis of NASH with advanced fibrosis.

= A first reading will be done locally in each center

« A second biinded reading will be performed in the reference pathology center of
CHRU de Lille by one of the referent pathoclkgist Dr Viviane Gnemmi or Pr
Emmanuelle Letaurtre.

- In case of discrepancy batween these local and central readings. a third blinded
reading will he performed in Lille hy the other on= referent pathologist The final
diagnastic will be confimed following consuliation between the two referent
pathologists.

The biopsy wil have to complete the standard quality criteria (=15mm sze and 10 portal
tracts). If necessary a new biopsy must be proposed (please see table 3, and section VI

biology and pathoogy)
For palenls wilh bDicpsy-proven cinhosis, a CT scan will be petformed before lhe

rancomization to exclude any portal shunt. poral thrombosis and noduies not identifed by
liver US
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424 Randomization

NASHsurg V1,0 du 11,06/2017

4.241 Randomiration criteria

BMi= 30 and kg <35 kg/m?®

Patient should have completed the 8 to 12 menth period of screening recommended
by French heaith agency before bariatric surgery and the recommended check-up for
comorbidities related to obesity that contains:

a/ Bariatnc surgical consultation

o b/ Nutrifional and diabelalogical evaiuation

o o cardiovascular and respiratory evaluation

o @ education & Information relatad to behaviour after baratric surgery

2

Histologically proven NASH with advanced fibrosis with a F3 or F4 grade (Brunt
scare) confirmed by the Releranced Fathoogical Center The liver biopsy crieria
should have al leas! 2 length of 15 mm long and have 1o be performed before
randomization.

For patients with cirrhosis, patients must fulfil all the following criteriac
Platelets > 125 000,

PT > 80 %,

Albumin = 35 gil.,

MELD score at randomization < 8.

CPT score < &,

No history of previous decompensation,

No cesophageal varices,

No vascular shunt, ASA score < Il

No alcohol consumption

S o0CcC0O00QO0OO0

00

For patents with Type 2 diabetes, glycemia must be controlied (HbA1c =8%). If
glycemia is controlled by anti-diabetic drugs. qualitative change (1.e; implementation
of a new ant-diabetic drug) is not permitied within 6 month prior to randomization and
should be avoided during the study. Treatment with metformin, DPPIV inhibitors,
GLP1 agonists, sufamides and nsuln are authorized. For GLP1-agonist, Liraglutide
(VICTOZAD) Is permittad if administraied 6 month before the siudy without dose
modification, No intreduction and/er daily dose modification of Liragiutide during the

study

For hypertensive paterls, hyperiension must be controfled by stable dose of antl-
hypertensive medication for at least 2 months prior to screening (and the stable dose
can be maintained throughout the study).

4.242 Exclusion criteria before randomization

Patient with weight loss of more than 5% within € month prior to randomization,
Decompensated cimhosis (MELD= 7 CPT score> 5encephalopathy, ascites,
jaundice, varicose vein nupiure)

Endoscopic cr radiological portal hypertension

Hepatocellular carcinoma

Plateiats <125 000; TP <80%:; bilirnubin <20 mmal / | albumin <35 g /L.
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- Other liver disease: zlcohal consumption exceading 20 g / day for women and 30g /
day In humans. HBV, HCV, CBP. CSP. autcimmune hepatitis. hemochromatasis.
Wilson's dsease, alpha-1 antinypsin.

- Being processed Cancer (chemotherapy, radiotherapy or hormone herapy)

- HIV pasitive patients

- Patients who had an acute cardiovascular episode, coronary Hearl Disease (Angina
pectoris, myocardial infarction, revaculansaton procedure), stroke, TIA (Transient
Ischemic Attack) or cardiovascular events (stroke, myocardial Infarcts, etc...) dunng
the screening perod.

- Severe chronic respiratory disease.

- Severe chronic cardiac insufficiency (grade |l and IV of NYHA classification).

- Drug abuse during the screening period
Patient with contra-indication for bariatric surgery

4.24.3 Randomiration visit

The randomzation will be perfarmad at the end of the screening period:

Patlents presenting all e randomization criterias and rnore of the Exclusion critena
before randomization will be randomized in two paraliel-groups (1. 1). one group will received
baratric surgery (experimental) and the other group will received the medical standard
treatment defhed as IMestyle therapy combining diet with Increased physical activity
(standlard treatment, control) (figure 1, design of study),

The patient randomization numters will be allocated sequentially in the order In which
the patients are randomized. A dynamic randomization procedure by minimization wil be
done for achieving & balance of the following variables. center, diabeles status, clrmosis, and
presence of liver biopsy performed with the 1 month before indusion Patients will be
rancomized using the Clinsight sysiem [ENNOV).

For all patierts, a clinical examination will be periormed during this visit assocated
with laborstory tests (ses teble 1),
- AFibroscan® and a Fibrometre " Arrus 3G will be performed
- The quaity cf life will be assessed with the SF-36 survey
- A pedometer will be transmitted to the patient to monitor his physical activity.
- The hisiolegical features of the liver biopsy will be collected in the eCRF
A B-HCG pregnancy test will be performed (for women of childbearing age cnly).
Affer randomization, in the experimental group (bariatric surgery} surgical procedure
will be planned at & week [+1 week). For pafanis randomized n the experimental group
(paratric surgery). an anesthesiologist and a surgical examination will be performed within
this 8 week penod.

The control group (standard of care) will perform a visit with the diefitian at 8 week (21
week).
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425 Treatment phase
! Experimental group: Baratric surge
Surgical procedure will be performed within 8 weeks afler randomization.

Patients that are randomzed In the expenmental group wil perform a banatnc
surgery. In this study, two different types of bariakic surgery can be proposed: laparoscopic
Roux-en-Y Gastric Bypass or a Laparoscopic skeve gastrectomy.

Decision of the surgery type will be made acccrding to surgical expertise. habils of
investigation centers and the patient's desire. All palients receive nutritonal support and
therapsutic education adapted to recommendations bariatric surgery care.

The laparoscopic gastric banding will no be allowed in the study due to the metabolic
superiority on the rem¥ssion of diabetes with laparoscopic Roux-en-Y gastric hypass and
sleeve gastrectomy. Indeed, with gastric bypass and slesve gastrectomy the remission of
diabetes at 3 years Is around 65% versus 30% with gasinc banding. Many dala supports that
gastric bypass and sleeve gastractomy are significantly more effective on dlacetes remission
and on weignt oss than gastric banding.

For patent wih NASH drrhosis (defined as a F4 grade of fibrosis cn the Brunt score)
the proposed surgery will be the sleeve gastreciomy. There are no data o prove a supernorty
or a better tolerance of the laparoscopic skeeve gastrectomy compared (o laparoscopic Roux-
en-Y Gastric Byrass In cirhotic patents. However, cirhotic patients potentially request
endoscopic survellance that coukd be altered by the surgical change occurring after Roux-
en-Y Gaslric Bypass.

Laparoscopic Roux-en-Y Gastric Bypass

All the Iinvestigators centers have a large experience of gaskic hypass performed by
laparoscopy (mare than 50 to 100Vyear) The procedure will be practiced as usual in all center
as described in the state of the art

Tipux | Rowysere Y Glnstn Bypas
I Ilaary lanh 2 desentary kab 3 asneum o

The surgical technique will ba the same regardiess of the investgator center (please see the
above figure) The gastric pooch will have a volume ower than 50 cc , (1) the bliary [imb wili
have a length between 70 and 100 cm, (2) the alimentary lIimb will be between 120 and 150

cm long
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ro ¢ sleeve gastrectomy:

All the investigator centers have a large expenence of sleeve gastrectomy performed by
laparoscopy (mare than 50 fo 100Vyear) The procedure will be practiced as usual in all center
as described n the state of the at. During the sleeve gastreclomy, about 75 percent of the
stomach 5 removed leaving a narrowgastric tube or “sieeve’, No nieslines ars removed or
bynassed during the sleeve gastrectomy.

Sleeve gastrectomy

D

B/ Contral group: Standard of care.

In this group, patients continue the standard of care treatment of NASH that consists
In lifestyle change therapy. By definition and due to the study design, patient, at this stage of
the protocol, are randomized and did not yet achleve a weight loss > 5% within the & month
screaning peried, Thus, for these patients, the ifestyle therapy maintained and will be closely
follow-up with a 5 diettian visits (week 8, week 20, waek 32, week 48 and weak 60) To halp
patient achieve significant weight loss, a padometar wil be given to all patients. The optimal
physical activity s a target of 250 and 300 minu‘es per week (monitored by a pedomeler).

The lifestyle change treatment is detailed in the table below and is adapted from
NCEP-ATPIN recommendation:

Table 4. NCEP-ATP-N! recommendations
Essential Components of the therapeutic Lif fe Changes
Component . Recommendation
LDL-ralsing nutrients
Saturated fats” Less than 7% of total calories
 Dietary cholesterol Less than 200 mg/day
Therapeutlc options for LDL iowering
Plant stanols/sterols 2g/day
Increased viscous (soluble) fiber 10-25 g/day
Total calories (energy) Adjus! tetal caloric intake to chtain
e — 5 to 10% weight loss & pravent weight gain.
Physical activity include enough moderate exercise to
expend at least 200 kcaliday
250 minAveek

“*Trans fally acids are another LDL-ralsing fat that should be kept at low ntake

The mecronutrient recommendetion thai will be proposed in the diet will be adapted
from the NCEP-ATP Il recommendation.
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Distitlan will adapt the diet to the medical history of the patient especially for
diabetic patients. However the macronutrient recommendations are detailed below:

» 5. NCEP-ATFE Il recommendations
nutrient Recommendations for the Kfestyle therapy

M; eco engations
Polyunsturated fat Up to 10% of total caloriss
Monounsaturated fat Up to 20% of fotal calories
Total Fat 25-30% of total calones”
Carbohydrates§ 50-60% of total calones”
Dietary fiber 20-30 g'say
Proteln Around 15% of folad calories

*ATP Il allows an Increase of total fat to 35% of total calories and a reduction I
carbohydrate to 50% for patients with metabolic syndrome. Any increase in fat intake ahould
be in the form of poly or mancunssturated fat

§Carbohydrate should be mainly denve from foods rich in complex carbohydrates including
grains-especialy whole grains-frults and vegelable.

426 Follow-up
4.2.6.1 Experimental Group: Barialric surgery arm

After randomization (V0 and baseline), patients wil have the following follow-up visits:
- V1. Week 8 (£1). al time of surgery

\V2: Week 12 (1): The first month after bariatric surgery \week 4+8)

V3: Week 20 (£1): A13 month after bariatric surgery (week 12+8)

V4 Week 32 (£1): At6 month after bariatric surgery (week 24+8)

V5 Week 48 (£1): At 9 month after bariatic surgery

V6. Week 60 (21). Atone year after bariatnc surgery (wesk 52+8) + fiver biopsy

V7. Week 64 (21); Visit for resulls announcement (week 60+4)

. . 1 ' ' '

Visit 1will Be at time of surgery Al clinical and biological (of table 6) data will be collected
just before surgary

For nutritional ollow-up the nutritionist/dietician wil asssss the daily calerie intake (2 30-min
Food Frequency Questionnaire (FFQ),

The quality of Ife will be assessed with the SF-36 survey.
Blology: The blood samples are detalled In the table 1 below.

Visit V2:

Patlents will have a visit with the surgeon, This visit is recommended for the screening of
postoperative complications,

The patient will also visit the hepstologst and the nutntionist (or dietician, depending on the
practice of the center) The hepatologist will screen the AE and SAE, as well as liver function
and decompensafion The dietician will assess the FFQ A blood fest for follow-up ((cf table
6) will be reslized.

An upper endoscepy Wil be dong, as recommended after bariatic surgery.

The quality of Iife wil' be assessed with the SF-36 survey,
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Visit V3, Vd and V5:

During these visits, the patients will have clinical examination with the hepatologist and the
gietician (or nutntonist) for the postoperative follow-up. The hepatologist will screen the AE
and SAE, as well as liver function and decompensation. The dietician will assess the FFQ

Biology: of table 6.
For physical activity, the monitoring with the pedometer will quantify the physical aclivity.
Patient will have a goal of 250-300 min per waex.

The quality of Ife wil' be assessad with the SF.36 survey

Visit V6: Ccnsidening the routine practice for follow-up aftar banatric surgery, all patients will
be in hospital for 1 day. During this day, the patient will perform a liver biopsy 10 2sse5s the
primary endpoint of the study. The patient will #so be evaluated by the hepatoiogist, the
nutritionist and the surgeon.

- Biology. ¢f table 6.
« A Fibroscan® and a Fibrometre*™irus3G will be performed

- For physical activity, the menitoring wih the pedometer will quantify the physical
activity. Patient will have a goal of 250-300 min per week.

- The quality of Ife will be assessed with the SF-36 survey

- The pafient will perform a liver dicpsy at week 60 (14 month after randomization) to
evaluats the primary endpoint of the study,

The ‘ver bicpsy will be performed as recommended for NASHsurg {see table 3) to
evaluale the pamary endpont of the study After local reading, the slide and tre paraffin
block will be transmit to the reference pathology center of CHRU de Lille for a blinding

reacing {see 52 Pathoiogy)

Visit V7

This visit will be announcement visit. The hepatologist will give to the patient the results of
the liver biopsy and the response o treatment on the primary endpoint as well 2s secondary
endpoints. The hepatologist will also screen the AE and SAZ, as well as liver function and
decompensation.
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4.2.6.2 Control group: Medical standard care arm

Aﬁer random|zaticn (VO and baseliing), patients wil have the fallowing follow-up visits:

V1: Weex 8 (£1): dietary visit. Re-evausation of lifestyle habits (calonc intake and
exercise) + pesdometer

V2: Week 12 (£1) distary visit

V3. Week 20 (=1). dietary vsit

V4: Week 32 (1) dietary visk

V8 Week 48 (=1): diesary visit

VB Week 60 (+1) dietary visit + liver biopsy.

V7 Week 64 (=1): Visit for resulls announcement (week 60+4)

Eorvisits V1, V2, V3, V4, V5

In the meadical standard arm_ [Iifestyie therapy group), subjects will be given a 7 day weighed
food record 1o defall their daily calories intake before each dietary vist. The dietary visit will
be performed al the same times than the visits defined in the protocol

The eating behaviour will be follow-up as well as cognitive dietary restraint, disinhibition, and
susceptibilty to hunger. These collected data will help patients ana the registered dietician,
so that patient could complete thewr ciet and achieve their goal of 10% weight-oss The daily
caloric intake will be calculated with a dedicated program.

To monitor and follow-up the adhesion and the tolerance of the diet a 30-min Food
Frequency Questionnaire {FFQ) will be adminisierad face-o-facs by a Registered Dietician

For physical activity, the monitoring with the pedometer will quantify the physical activity,
Patient will have a goal of 250-300 min per weex.

Biology: The blood samples are detailad in the table € belaow.
The quality of lfe wil' be assessed with the SF-36 survey.
Visit V6

In agdition to the Investigation performed during the other follcw-up wisits, a liver blopsy, a
Fibroscen® and a Florometre ™ virus3G wil be performed.

The liver biopsy will be performed as recommended for NASHsurg (see table 3) to
evaluate the primary endpont of the study. After local reading, the slide and the paraffin
block will be fransmit to the reference pathology center of CHRU de Lille for a blinding
reacing (see 5.2 Pathology)

End of study, visit VT:

Al the visit V7, at week 64, tre patient will be informed of the resuit of the liver biopsy
(core ot week 80). The resulls on the primary and secondary endpoints will be explaned and
detailed to the patient.
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4.3 Study duration

Enreiment penod: 3 years

For a given subject: 20 months participation after inclusicn

Duration of research: 56 months

End of the research jerm following perticipation of the last enrolied person

For seialis of the study durabon, please see attached file.

The sponsor reserves the right to discontinue the study due to a lack of participants. The
study may be ferminated by decision of the competent joint authority, the sponsor or the
research coordinator.

44 Rules for study termination
Premalure Termenation of Patient Parlicipation in the Study.

Discontinuation of patient participation in the study

Patients can be withdrawn from the study under the following circumstances:

- Death,

- Intercurrent lness,

- Non-compliance (Incuding joss of patient to follow-up)

- Voluntary withdrawal;

= Fallure 1o meet the eligibility crteria for randomizaticn.

Patients are free to withdraw from the study at any time without prejudice to their treatment
When a patient decides o withdraw from the study, helshe will be contacted in order to
obtain information about the reason for withdrawal and to record any adverse events.

Every sffort wil be made to contact patients who fail to retum for scheduled visits. A patient
Is considered lost to follow-up If no infcrmation has been obtained when the last patient has
completed the clinical phase of the study Dunng this time there must be documented
aftempts o contact the patient either by phone or letter

Premature termination of the study

The study cr he participation of individual sites may be prematurely lerminated if, in the
opinion of the Sponsor, thene is sulficient reasonable cause. Ay Investigalor who wants o
disconiinue hisher paricioation In the study must immediaiely Inform the Sponsor of this
decisicn in writing

Written notfication documentng the reason for study terminstion will be provided to the
Investigator by the terminating pary

Examples of clrcumstances that may warrant lermination include:

«New findings, serous AEs or frecuent AEs that Invaidate the positive benefi-nsk
assessment of the study;

= AEs occur in such prominence (i.e seventy ard frequency) that the proposad

schedule can no onger be adhered to,

« Rate of recruitment is inadaquate for a timely and orderty completion of the stucy within 8
reasonable tme frame;

= Insufficient adherence to protocol requirements;

« [nsufficient complele and/or evaluable data;

« Significant protocol deviations (in relation to eligibility criteria, primary endpaint or requlatory
aspects) occur at a frequency that jeopardizes the validity and the safe conducl of the study.
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If the study Is prematurely terminated in one or more study sites, the relevant Investigators
have to inform their patients and ensure appropriate follow-up and further treatment of the
patients in accordance with the local stendard practice.

No simultan2ous participaton or enrollment in another inerventional tnal IS allowed, cunng
the study.

4.6 Benefits, risks and study constraints
46.1 Boncfits:
The expected bensfits of the trial are detailed hellow-

Experimental group,

General benefit;

Quaity of life: Especially for patient with diabeles, the bartalric surgery treatment has been
demonstrated o be associated with better life quality than medical therapy. Thus we can
expect that diasetc patient will have the same bengficial Impact For non-clabetc patien:, we
also expect a bensfical on life quality even if patients do not have any reduction In their daity
dose or the number of glycemic-control medication.
Weight lcss: the median of expected weight Joss is around 20-30% in the experiment group

Specific benefit : primary endpoint

On the main outcome of the study (dsappaarance of NASH without worsening of fibrosis):
. nl;es expect around 70 to 80% of disappearance of NASH without worsening of fibrosis

Associated benefit
Other expectad benefit At one year after bariatric surgery, up to 70-80% cf patients have an
improverment of diabeles and a 60-70% hawe a remission of the disease '* Thus, as
observed in other studies, we expect the same beneficial effect in this subgroup of patient.

The barniainc surgery has been demonstrated to reduce mortality at long term, This beneficial
effect is expecied in this high risk of mortality group.

Control group:
General benefit.
Quality of life: We expected that life qualify will be optimize and increased with weight loss
and incraased physical activity. This has been previously described in the literaturs with the
lifesiyle improvement
Weight i0ss. With ifestyle change therapy. the around 60 to 70% of patient will disciose &

lower weight at the end of treatment as compared with baseline . About 25-30% of patients
will dsclose = 5% of weighl loss and around 10% will disdose = 10% of weight loss.
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Specific benefit on grimary cutcoms

A 5% weight loss Is associated with an improvement of the histological features of
NASH anod in patient with at least 10% of weight ‘oss a disappearance of the disease in 90°%
of cases °.

Qiher associaled PENSINS:

Furthermore, the distary optimizaton as well as the ncrease of physcal activity will
also reduce the severily of type 2 diabeles, the risk of cardicvascular event and improve
metabolic profile (dysiipidemia)®.

462 Risks:

4.6,.2.1 Experimental group/ Barlatric surqgaery, post-oparative
complications

All compiications [early and late) will be coliected from visit VO (surgery day) 1o the visit \'7
(End of study). Complications will be collected for both study groups. Each complcation will
be detailed to standardize the data.

For postoperative complications, the gradaton will be carmied out according 1o the Dindo-
Clavien classification “‘. As the control group does not perform any surgery, this classification
wil be used for cinical description and not for statistical use. For each patient, all
complicatons will be graded, but only the main cause will be acoepted (grade of the most
serious complication). The choice of the most severe complication will be left to the principal

investigator,

x-enY

Eary posioperative complicatons
Early complications are defined as an event happening within the 30 days after surgery,

They usually are:

Surgery complications. anastomotic leaks of digestive anasiomosis (gastro jejunal and
jejuno-jejunal) that can lead to a local anscess or peritonflis requiring reoperation
anastomotic hemormrnage, anastomotic stenosis with early dysphagia, peritoneal abscess,
bowel obstruction, intemal hemia, incisional hemia, wound Infection, wound hemaloma

Medical cemplications: liver decompensation thalt cen lead o asclis, hepalic
encephalbopathy, infections or portal hypertensive hemorrhage. dumping syndrome. phiebits,
porial thrombosis and pulmenary embolism; pneumonia that can cause respiratory failure
and cardiovascular event.

Late postoperative complications

A late compliication cecurs 30 days or more after surgery They usualiy are:

Surgical complications. anastomotic ukers thal can lead to persistent pain or perforation,
anastomotic stencsis with dysphagla, bowel obstruction. Intemal hemia, Incisional hemia and
hepato-blliary complications

Medical complications: dumping Ssyndrome, darthea, nypennsuinemic hypoglycemia.
nephrolithiasis, severe and symptomatic nutritional defidencies and food intalerance.
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Early posioperative complications
Surgery complicatons. Staple line leak or fistula that can lead to 2 local abscess or peritoniiis

requiring reoperaticn or endoscopic drainage, anaslomotic hemorrhags, anastomolic
stenosis or stricture with early dysphags, peatoneal abscess, bowel obstruction, nternal
hernia, Incisional herna, wound infection, wound hematoma.

Medical complications: liver decompensation that can lead lo ascites, hepatic
encephalbpathy, nfections or porial hypertensive hemorrhage, phlebitis, portal thrombosis
and pulmonary embolism, pneumonia ‘thal can cause respiratory faidure and cardiovascular
avant.

Late postoperative complications

Surgical comgplications: Staple line fistula, ulcers that cazn lead to persistent pain or
perforation, anastomctic sienosis with dysphagla, bowel obstruction, Intemal hernia,
Incisional hemia and hepato-billary complications,

Medical complications GERD (about 20% of cases), hyperinsulinemic hypoglycemi,
nephrolithiasis, severe and symptomatic nuirtional defigencies and food intolerance.

4.6.2.2 Risk refated to the medical standard treatment

Diet.
Ne specific nsk

Increased physical activity:
No specific sk

4.6.23 Risk of liver blopsy

Like any Invasive percutaneous act, Iver biopsy carries a risk of complications. However, two
main complcations are pain and bleeding Pain occurs in 20-30% of case and can be
prevented with medication befcre and during the procedure Bleeding is extremely rare (less
than 1 per 1000), but can ssvere and lead fo embolization, blood fransfusion and
exceptionally to death. Other complications are possitle but remain exceptonal. These
complications can be favored by medical and surgical history or taking certain treatments,
These rare complications usually occur within 6 hours following the exsmination but may
occur exceplionally a few days after the examination (abdominal pain, fatigue, palior).

To reduce the risk of severe outcome, all liver biopsy will be ultrasound guided. The patient
will be follow-up and monitored in the ward during 8 hou's after he liver bicpsy.

4.7 Data and Safety Monitoring Board

The safety information from this study will also be reviewad by an independent DMC on an
ongoing basis. The DMC (Dats Monitoring Commitiee) can have access to partially blinded
or unblindec data in order to determine If it is safe to continue the study according to the
protocol, The DMC will be advised In writng by the promoter if an unexpected EIG Is
reported by an investigator during the study. it will determine the causality of the EIG. If need
be, the commitiee will decde upon the outiat of the study or nat for a patient

The Commitiee has advisory function when the sponsor ask him for medical advice about
fclerance or adverse events
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5 Biology & Pathology

5.1 Biology

5$.1.1 Monitored biology for protocol.
Laboratory tasts will be camed oul In centers i the usual operation of the management of
blood samples from each hospital. Laboralory tests incduding complete blocd count with
platelet count, liver function tesis (ALT, AST. GGT, PAL, and bilrubin), glycemic function and
insulin resistance will be made at follow-up visits.

Bioed count (5mL EDTA tube)

25 OH-Vitamin D

Albumin, Prealbumin

Serum Iron. ferntin, transferrin saturation
CRP

| PTH, TSH [for patients whit thyroid pathology only)*

Aclivated Partial Thromboplastn Time
For GBP patients only:
Vitamin B1 and 86

| Vitamin A, and E

Ani-GAD Ab
Enythrocytic Zinc and serum Znc
Micro-albuminuria (24H)

Prothrombinz time, INR (SmL heparin lube pool)
Albumin (5ml heparn fube pool)
AST, ALT, GGT, ALP, bilirubin [(SmL heparin tube 2ool)
lonogram (SmL heperin fube pcol)}
Urea, creatnine (Sml heparin tube poo’)
‘Metabolic laboratory test
Fasling gluccse
Insutinemia
Totzal cholesierol, HDL, LOL cholesterol. serum 1rigly oeride
Glycated haamogbbm
:zmo-and Post-operat Nmmwawnwiw
Preoporative V- Vitamins B1 86
1, V0 and V1) vitamins A, C . E
Ani-GAD Ab
Serology VHC. YHB, VIH (cne tme before surgery)
V2 Vitamin B1
Prealbumin
N -, - .
V3, VdandV5 | Vitamins BI, B9, B12
Albumin, Prealbumin
Serum Iron, ferritin, transferrin saturation, iron binding capaciy
CRP
| TSH (for patients whit thyrod pathology only)
V6 Vitamins B9, B12 (+ Vitamin B1 if vomiting cocurs)
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51.2 Sample collection and storage conditions:

In order fo better understand the pathogenesis of NASH, a biological collection will be done,
in order fo get new insighis on serum and plasma non-invasive biomarker, All patents must
have given their free and informed consent ®© the NASHsurg protocol. A dedicated
parsgraph of he wtien consent will explain the Issues and Interests of this biological
coflection. This collection will not result n any additonal venipuncture. The tubes of biokogical
collection will be taken during venipunciure for the monitoring biologieal balance detailed in

the protocol.
The following tubss will be taken for biological collection:

Day of liver biopsy during screening phase: 1 dry tube (7ml}, 1 heparin tube (7ml)
and 1 ETDA sube (5mL) will be frozen and stored ai -80°C

- Start of the protocol (Visit ©, day 0 cof protocol)y 1 dry tube {7mL), 1 heparin tube
(7mL) and 1 ETDA tube {5mL) will be frczen and stored at -80°C

- At the end of treatment (V6, WB0D) 1 dry tube (7mL). 1 heparn tube (7mL) and 1
ETDA tube (S5mL) will be frozen and stored at -80°C

All samples wil be stored in a de-identfied fashion, meaning that they ara labslled only with
the coded dantification number assigned 1o the study,

The samples will be transported by & centified transporter mandated by the Sponsor to the
CRB/CIC of CHRU de Lille

The CRBI/CIC 14103 of CHRU de Lille wil coordinale the storaga of blood samples, their
management, her identification, traceability or incidents.

Storage and centralisation of biological products will be coordinated by CRB/CIC 14103 of
CHRU de Lille by & Bichank Management software ensunng a maximum traczability for each
sample

This system uses specific bar code labels. The software Dafabiotec® is situated and
managed by the CRB/CIC 14103 of CHRU de Lile. The access to the software is controlled
by a password. Each login is registered and the access Is limited according the user's
personal profile Each movement (entry, exit, rentegration, temperature incicents) are
registered in this software.

'l’he software ensures the menagement of.
subject’s code rumber

- samples labelling
tube content
Identfication of the cinical trizl
sample enfry and exit dates
type of pathoiogy
each problem or incidence, If applicable
Each sample will be identified in a unique manner: the sample is connected to ane study and
one subject.
The sample is identified using a bar code. A bar code reader ensures the automatic access
lo all sample information. The methed, staff, dinical data, complementary examination,
contamination, quality, emplacement of blcod samples will be registered.

DataBiotec® ensures a precise descriplion of all types of storage material,
- Storzge elements: shelves, drawers, racks, boxes.
- Storage managemeni: occupied. reserved, free.
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The saftware integratas the creation of samples which can be customized and therefore give
logical groups.
- list of blood tests and blood samples in the same day
- of the same study
- of the same crigin
- for the same technician
In the same freezer

The temperature and storage conditions are controlled by continuous recordngs and the
different cortainers have a centralized alarm systemn. An emergency freezer is zvailable if
cases of a breakdown.

Storage rooms are sscured (access control. intruder alarm, and CCTV).

It additional analyses are going to be performed, the transfer between the storage and the
analysis centre will b2 ensured by a specialized transporter in dry ic2 and according tn the
tfransportation of hazardous geeds Regulatons

In the case the subject who has withdrawn their consent the sponsor's sample withdrawal

form, will destroy any remaining blood sampie and any material obtained from the sample in
accordance with the sponsor's procedure of sample destruction,

NASHsurg V1,0 du 11,0672017 39

40



Piolocol FHRC N 2018

Machurnn « KASHsrg
SUMmACize ol SAmalkes mANSGAmEnt
3 S G T [T w R ST T A T
e ; s
Boo and | Fesewrcn Bigossd | mocd |EDTA | saL | SOMOEM | pricecomape | fenpecbonivew | cRm | '0eNiSLAeE
VW
Saot, ans | Feseuch Bone | Bica [Hegan TnL | FERORM | Dhiecamage | tewestoniyer | cRg OV S s
Vel
Boosy. a0 | Ressarch e | mood | Dy | 7L | PEES | pycecamepe | teweaboniew | cme | 'OYemimexs
Resmarch; | Slced count,
VI, VL V3 INR, PT
Vs ANbumne
V-1.v0,vs, ABT, ALY, GGT,
v:\.svs'..;a. ALP tifubin | Bleed Usisd Cave of eiach cosir resals wil te cotected In the «CRE
L Laual "
v-l.vnwv.a Usea, creatinme,
;ndve | Fastrg
Inpdre, FoA L
Fro- and Poat-
Ve Vo, v, aperalve
V3. VI, VA, | Fsssarch uu»nu-::' Wiced Usus Coow of sach canter ress b il S8 colmctad in the »C 12
VI ow-up (of
. tate )
(4] he & Scewwny
i sma uu:‘m Exoedon ahel sach | Asdomy
phow fornt | D0 'w'ﬁm Hopatie | The f— SO — opey Pathology | Matuen 1o tre cign
wos 1 moneh e Compuisiond. | Hopay Parafin bioe procaTure of depariment  center 3t the end of
Cetore Ne noghomey e for shcte #ach cemer 1 Expacracn atthe e sty
M.‘:::l Rasmarch s s ond o the wbly | SHMU Lte
NASHeurg V10 du 1 10OSEY7 40

41



5.2 Pathology:
52.1 Biopsy:

The criteria for liver biopsy are detailed below.

Tabfe 3:

Protocol PHRC N 2016
Mathurin — NASHs urg

Recormmendations for liver biopsy*
Normal coagulaton test
‘Wash out penod of 3 months for Vitamin E or
Ursadeoxycholic ackd treatments
Normal liver ultresound at screening
Localization Harvest from the right lobe
Needle: Neadle core biogsy 16 gauge
Quality :
Length Minimal lergth 15 mm
Portal tracts = 10 porial fracts
Patients included on non-invasive test Yes
Patients on previous liver biopsy
- > 1 months before inclusion Yes
- < 1 month before Inclusion No

I quality of liver sample fulflll the cntena)

Screening period 4 month afler inclusion (always before
randomization)
Treatment period ‘Week 60 after randomization.

52.2 Histological diagnostic:

The histological diagnoestic will be peformed as folow:

The slides will be stained locally by HES, trichrome de Masson and Perls

- Afirst reading will be done locally In each center
- A second biinded reading will be performed in the reference pathology center of
CHRU de Lille by one of the referent pathologist: Dr Viviane Gnemmi or Pr

Emmanuelle Letaurtre.

- In case of discrepancy between these local and central readings, & third blinded
reading will be performed in Lille by the other referent pathologist. The final diagnosiic

will be confirmed following consultation between the two referent pathologisis,
The NASH diagnostic and evaluation of fibrosis grade accarding to the Brunt Score will be

transmitted by the referent pathologists to the patient's origin center at latest 8 week after the
biopsy to confirm Ihe randormization criterias
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523 Computerized morphometry:

A compulerized morphometry analyze of the fibrosis area wil be done In the reference
pathology center of CHRU de Lille:

- The liver samples will be formalin-fixed and paraffin-embedded for histological
analysis.

- Sections of liver tissue with a cutting thickness from 4 to 5 pm will De stained with
Sirius red

- Each block will be processed and analyzed for collagen content Only the seclions of
each biopsy stained with Sifus red wil be scanned with AxioSCAN.Z1 (Zeiss) for
calculating the percentage of collagen The 20x objective will be used fo dc the
acguisition of the colored samples. An sutomated stage will move to recenstruct
entire sample surface and a stitching algorithm will be used to comhbine multiple field
Images.

- The quanttalive mezasure of fitrotic tissue (morphometry) will be caiculated as the
percentage of collagen contant by digial Image analysls (ImageJ) This software
enabies, through a greyscale slider, 10 select the total lissue area of kver Dicpsy.
Subsequently, red, green, and blue (RGB) ligh! channels wil be used to select the
collagen area. The percentage of tofal and coliagen area will be calculated in batch
using an homemade image.) macro. After whole-section digial image caplure, the
measurement will iInclude editing to eliminate struciural collagen In large gcﬂal tracts,
blood vessel walls, ansfacts, vascular cavities, and lymphoid aggregates ™ *

524 Slides shipment, blinding and traceability

Each cenfer will send to the reference pathology centar of CHRU de Lille:
o 3 lecally stained slides for histological diagnostc
o The remaineng paraffin blocks used for the shdes preparation. This hlock will
be usad for a new staying for NASH diagnostic if needed and to prepars Sirus
red stained slides for morphometry analysis

Traceability
A fraceability form has 1o be attached with the samples (see laboratory manual)
Blinding;

For Lile patients, the slides and the pargffin block will be de-identified with specific labe's.
The referent pathologists will not have access to the identity and anteriodty of the patients

For slides and paraffin blocks transmitted by the other centers. A new labekng will be
performed according to the CHRU de Lile procedures. The referent pathologists will not
have access to the correspandence, They will not know the origin of the slides and blocks,

Return

At the end of the study, the reference pathology center of CHRU de Lille will return the
parctfin blocks and sides to thelr onigin centers. A traceabity form wil be attached to the
samples.
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6 Management of adverse events

61 Definition

Adverse event: any untoward event occurmng in a subject who Is a participant in biomedical
research regardless of whether the adverse even! is related to the research or the research
procuct

Adverse reaction: zny adverse event related to research

Severe adverse events or reactions (SAE or SAR): any adverse event or effect that leads
to:

- death

- is Ife threaiening to subject parlicipaling in the research

- leads lo hospitalization or requires ‘onger than expected hospitalizaton

- leads 10 a long-lasting or severs handicap

- leads to a birth defect regardless of the administered dose

- any effect that is considered medically severe by the investigator
Unexpected adverse reaction: any adverse effect that differs from the information provided
on the nature, the progression and the severty of effects expected Dy the products,
applcations and methodoiogles used during the stuady.

New Fact:

Any new fact or data leading to: a risk/benefit ratio of the study reassessmeant, a modification
of study documents and procedures or @ suspension or interuption of NASHsurg or another
simiar study.

62 Adverse effects and risks related to the protocol

Adverse effects & Specific risks related o

c . 1-5%

Gastric stenosis 0.51%

GERD* = 10-30%

Bowael Obstruction 3-5% (malnly adhesion or Internal hernia)
Stomal anastomotic stenosis 5-7%

Upper gastrointestinal hemorrhage Rare < 1%

* GastroEsophages! Reflux Disease

63 Procedures in placs in order to record and report adverse events
Respansibilities of the investigator:

The Investigator shall nolify the sponsor immediately without delay when he'she becomes
aware of any sarious adverse events during the trial period.

Al sarious advearse events must be reported on the form “Serous Adverse Evenlis” present in
the case regort file. This farm musl be sent to the sponsor (Nolffication Team of the Clinlcal
Research Federafion) by fax 03 20 44 57 11

For each adverse event, the investigator assesses the severily and causal link between the
adverse event and,
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- the actis) performed,
. ofthe protocol
Monitoring of adversa events will be previdad by the investgator.

Respaonsibilities of the sponsor:

Reporting sarious & d
For each event or senous advetse eve'\t the sponsor evaluates the severity ang causal lIink
between the event or adverse reaction;
- the acl(s) performed,
- or the prolocol,
as well as the unexpeacted nature.
The sponsar is responsible for roporting o the MSNA and CPP any senous ang unexpected
adverse event which 15 sttnbutable tc act(s) performed and/or procedures used within 7

days

Statement to investigators
The sponsor shall inform all investigators working on the study atout serious adverse events

or adverse effects that could have an adverse impact upon the safety of persons who have
consenied to the research

!
Once a year for the duration of the sludy, or upon request, the sponsor transmits to the
ANSM and CPP a safety report. This safety report shall include a comprehensive analysis of
the safety profile of the study protocol taking into account al the relevan! new safety data.
The safety information will appear in tabular form summarizing the serious adverse events or
adversa effects in the biomadical research.
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7 Access to data

The investigators will provide access to daia sources fo members of the competent
administrative authority for auditing. monitoring or inspection purposes.

Investigators agree (o be audited and provide access to study data sources (medical records,
computer files, study documents ..). Dunng these visits subject to agreement Dy the
investigator, the following may be audited:

- Compliance with the protocal and associaled procecures

- Qualty assurance of collected data in case reporls: accuracy, missing data, data
consistency, control of source cocuments,

8 Control and quality assurance

=  Trial schedule
A kick-off meeting to begin the study wil be organized in each center with the Prinaipal
Investigator (P1) and a sponsor representative. The aim of kick-off meefing is to explain the
protocol and inal schedule as well as the roles and responsibiliies of the investgator and
sponsors (CGP, monitoring, safety). The Pl will keep the sponsor informed of the enroliment
schedule

« Study monitoring

To ensure accurate data collection, case report forms (CRFs) will be checked regularly by
the sponsor’s Cliniczl Research Assoclats (CRA). During ¥lal site monitoring visits CRAs will
have free access to:
- CRFs with data from petients induded In the study,
- medical files and nursing files for these patients;
- the investigator's notes
This protocol has been assigned {0 the low risk research calegory. The goal of monitoring
Will therefore be to !

- confirm that patients are enrolled and have signed the informed consent form:

- confirm that inclusion criteria are respected:

- confirm the main primary end-point

- follow and report SAE

- [dentify any unexpecied events that may reguire amendment.

* Data collection

Data will be recorded n an electionc case reporl farms (@CRF), developed using Clnsignt
(ENNOV). The eCRF will be subjected lo data eniry at each nvestigalor site and every
center will be respensible of the patert’s anonymization. The ¢cCRF will be created, tested
and velidated before the start of data capture. The essential data necessary for monitoring
the primary and secondary endpoints will be identified and managed at regular intervals
throughout the tral. Data will be monitored by the data management leam of the data-
management department of University Hosptal of Lille by using the pradefined rules and
quenes will be automatically ecited. Finally, an overall automated monitoring will be done by
the data maneager at the end of the cata entry. In case of discrepancies. quenas wil be
edited to resolve the problems encountered

* End of the study
Al the end of the tnal there will be a daosing procedure. Cocuments end date will be
clessified Oncs the final data analysis has bzen periormed and validated. all of the data will
be ssaied and archived in a locked room,
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9 [Ethical and requlatory requirements

The research will be parformed in accordance with the protocol, good clinical
practices, and the legislative and regulaticns in effect.

The nvestigator is responsible ‘or the progression of the trial,

The nvestigator agrees
¢ To keep dala sources as well administralive documents in relation o the protocol,
« Not o Include patients before recesving official approval from the Ethic’s Commitiee
and he expert authonties,
Te fallow the protocel,
To gerform the tdal in accordance with moral, reguatory, ethcal and scientific
prciples gaveming chnical research,
* To obtained the informed, written consent from each particpant,
« To report any serious adverse events,

The subjects will receive complele oral and written information expiaining the steps of the
trial. A ieiter of informaton will be given to the subject by the Invesiigator or the doctor
reprasenting the Investgator before the patient ks included in the study.

An nformed consent form [(enclosed 1o the protocal) will be obtained from sach patient
before they are included in the study.
The ntormed consent form will be signed by the patient

Ne specific act of the pretecel may begin without first oblainirg the signed consent of the
patient or his/her representative.
Three coples of the letter of information and the consent form will be drafted and 1 copy will
be given o the patient or hissher representative
« The consent form wil be signed by the Investigator or the doctor representing the
investigator and by the patent or his/her representative,

Any person thal accepts to parlicpale in tre study will be registered by the
Investigator, in the national register of individuals participating in biomedical research.

Registration will be performed in accordance with decree dated November 14, 2006
in relation to gathering data in the national register of individuals participatiing in biomedical
research.

Approval from the Expert Authorities (EA) and the opinion of Ethics Committes (EC)
The sponsor wil submit a request for approval o the competent national authority

(Agence Nationale de Seécurité des Meédicamenis, ANSM) and cbtain approval form the
Ethics Committee (Comité de Frotection des Personnes, CPP) before beginning the study, in
accordance with article L1121-4 of the Public Healthcare Code,

The sponsor |s the only person thatl is authorized % modify the profocol after
consuling with the coordinating investigator.
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“Substantial modifications” mean modifications that significantly influence any aspect of
the trial, in particular the protection of patients participating in the trial, including their safety,
the validity of the study, the quality and safety of the tested procucts, the interoretation of the
scientiic documents explaining the phases of tha study or its

A request for a substantial medification shall be submitted by the sponsor either to
the competent national authority or 1o the Ethics committes, or bot, depanding on the case,
for approval and/or and cpinion. As soon as the approval and'or positive opinlon Is/are
recelved, an amended version of the profocoi will be transmitted 1o the investigators by the

Spansor

A "non-substantial modification™ means minor medifications or clarfications that do not
affect the performance of the tial These modifications ara nol submitted to the competent
expert authorities but do require the agreement of the sponsor and the investigator and will
be dearty documented (in the study file|
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10 Data analyses and storage of trial data

Personal dafa collected during the study will be reporied on a laboratory notebook. After, it
will be entered into a8 computerized data analysis system. Data will be confidential, in
accordance with the law dated January 6, 1878.

Data will be anatyzed In accordance with methodoiogy described In MR 08001 of the CNIL In
the plateform of epicemiology and bostatistics “Clinique de santé publique” of the CHU Lile
managed by Prof Alain Duhamel

Access to data will be resiricted io ndividuals who are directly involved in the study. Data
may be modified by any physican participating In the study or a fellow working with a
physiclan participating in the study.

Trial data will e archived for al leas! 15 years aller the rial has ended.

11 Trial funding and insurance

11.1__Funding
Grant pending (Prcgramme Hospialier de Recherche Clinique National 2016)
11.2 Insurance

The sponsor has signed an Insurance contract covering his dablity and that of all the other
participants in the study, in accordance with Article L1121-10 of the Code cf Public Health.

Clinical trial participants will be provided on requesl wilth the condilions of insurance along
with the patient information and consani form,

12 Publication and valorisation

The Investigator study cocrdinator will prepare the final report of the study as requred by
law, and send to the developer.

In accordance with Article R 5121-13 of the Code of Public Health, the tests may not be
subject 1o any written comments or oral without the joint agreement of the Iinvestigator and
sponsor. Any publication must menticn that the University Hospital of Lille applies as
sponsor. In any event, the Universty Hospial of Lille, sponsor of the study. has the control of
the first publication, The investigator shall send a copy of its publications to the proponent.

The sponser is the exclusive owner of the results of the study, These esults, as well es all
data relating to the research, should never be givan to third parties without previously
negotiated by the Direction for Research in Health counterpart. Any such solicitation must be
submitied as soon as possible for Legal Affairs of the Direction for Research in Heaith
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