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RESUMES et MOTS-CLES

Titre de la these Etude de deux acteurs dans le développement des
complications hépatiques liées a I'obésité : la vitamine D et FNDC5/Irisine

Mots-clés NAFLD, stéatose, NASH, FNDCS5, vitamine D, boulimie
Résumé

Les maladies du foie gras non alcooliques (NAFLD) constituent un probléme
majeur de santé publique avec une prévalence mondiale d’environ 25 %. La NAFLD est
de plus en plus reconnue comme la maladie hépatique chronique la plus répandue. Le
spectre des maladies hépatiques va de la stéatose (stéatose hépatique) a la stéato-
hépatite non alcoolique (NASH) (stéatose, inflammation, Iésion hépatique) et par la suite
a l'activation des voies de la fibrogenése, qui sont associées a un risque élevé de
développer une cirrhose et un carcinome hépatocellulaire. Le traitement de la NASH est
encore limité en raison de 'absence de traitement pharmacologique efficace ainsi que du
manque d’outils de diagnostic efficaces et pratiques. La NAFLD est associée a I'obésité
et au syndrome meétabolique et la présence d'un diabéte de type 2 peut augmenter le
risque de maladies du foie. Inversement, la NAFLD est également un facteur de risque
pour de nombreuses maladies métaboliques, notamment le diabéte de type 2 et les
maladies cardiovasculaires. Les mécanismes sous-jacents a la progression de la NAFLD
sont multifactoriels et mal compris. Mieux comprendre la pathogenése de la NASH
ameénera a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

La premiére partie de mon travail, portant sur des aspects cliniques, a évalué des
facteurs pouvant étre associés au développement de la NAFLD : 1) les troubles du
comportement alimentaire de type boulimie, étaient associés, comme on pouvait s'y
attendre, a I'obésité, mais indépendamment de la gravité de la NAFLD et 2) la
concentration sérique de la vitamine D, qui présente des effets antioxydants et anti-
fibrosants, n’était pas diminuée avec la sévérité des NAFLD.

En paralléle, nous avons étudié le niveau d’expression et le réle d’'une nouvelle
« hépatokine », Fibronectin type Ill domain containing 5 (FNDC5) et sa forme soluble,
lirisine, dans le développement de la NAFLD. Chez ’'Homme et dans des modéles murins
de NAFLD, I'expression hépatique de FNDC5 était augmentée avec la stéatose et la
souffrance hépatocytaire tandis que la concentration circulante d’irisine n’était pas
modifiée. Cette production locale de FNDCS5 était principalement influencée par un stress
genotoxique et se comportait comme un facteur de protection local contre la NAFLD en
empéchant |la stéatose et les Iésions des hépatocytes. Enfin, le polymorphisme rs3480 de
FNDC5 était protecteur de la stéatose sévére indépendamment du SNP rs738409 de
PNPLA3, de I'age, du sexe féminin, de l'indice de masse corporelle et de la présence d'un
diabéte de type 2 dans une cohorte de 613 patients. En conclusion, nos données
humaines et expérimentales suggérent fortement que I'expression hépatique de FNDC5
pourrait ralentir le développement des NAFLD en régulant négativement la stéatogénése
et la mort hépatocytaire.
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Keywords NAFLD, steatosis, NASH, FNDCS5, vitamin D, binge eating
disorder

Abstract

Non-Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD) is a major public health concern with
global prevalence of 25%. NAFLD is increasingly recognized as the most common
chronic liver disease. The spectrum of the hepatic diseases ranges from steatosis (fatty
liver) to nonalcoholic steatohepatitis (NASH) (steatosis, inflammation, liver injury) and
subsequently to the activation of fibrogenic pathways, which correlates with a high risk
of developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The treatment of NASH is still
limited because of the lack of effective pharmacological treatment as well as lack of
effective and practical diagnostic tools. NAFLD is associated with obesity and
metabolic syndrome and the presence of type 2 diabetes can increase the risk of liver
diseases. Inversely, NAFLD is also a risk factor for many metabolic diseases, including
type 2 diabetes and cardiovascular disease. The mechanisms underlying the
progression of NAFLD are multifactorial and not well understood. Better understand
the pathogenesis of NASH will lead to identify new potential therapeutic targets.

One part of my work focused on clinical aspects in a large cohort of obese patients
regarding factors that potentially regulate the development of NAFLD. We here
reported that: 1) binge eating disorders were associated as expected with obesity but
independently of NAFLD severity and 2) the circulating level of vitamin D, well-known
to display anti-oxidant and anti-fibrotic properties, was not diminished with NAFLD
severity.

In parallel, we investigated the expression level and the role of a new "hepatokine",
Fibronectin type Ill domain containing 5 (FNDC5) and its soluble form irisin in NAFLD.
We reported that hepatic expression of FNDCS5 increased in the presence of hepatic
steatosis and liver injury without impacting the systemic level of irisin in mouse models
of NAFLD and in obese patients. This local production of FNDC5 was mainly
influenced by genotoxic stress and behaved as local protective factor against NAFLD
by preventing hepatocyte steatosis and injury. Finally, the single nucleotide
polymorphism (SNP) FNDC5 rs3480 was protective of severe steatosis independently
of PNPLA3 SNP rs738409, age, female, BMI and type 2 diabetes in a cohort of 613
patients. In conclusion, our human and experimental data strongly suggest that hepatic
expression of FNDC5 could dampen the development of NAFL by negatively regulating
steatogenesis and hepatocyte death.
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ABBREVIATIONS

ACC : acétyl-CoA carboxylase

AG : acides gras

AGNE : acides gras non estérifié
AGS8 : activator of G signaling 8
ALAT : alanine aminotransférase
APOB : apolipoprotéine B

ASAT : aspartate aminotransférase
BDNF : brain-derived neurotrophic factor
CAR : constitutive androgen receptor
CCL : C-C motif chemokine ligand
CD : cluster of differenciation

CDD : régime déficient en choline

CHC : carcinome hépato-cellulaire

ChREBP : carbohydrate-responsive element-binding protein

CIDEB : cell death-inducing DFF45 like effector B
DAMPs : danger-associated molecular patterns
DGAT : diacylglycérol O-acyltransférase

DT2 : diabéte de type 2

ER : récepteur des cestrogénes

ERK : extracellular-signal regulated kinase
FAS : fatty acid synthase

FGF : fibroblast growth factor

FNDC : fibronectin type Il domain containing
gamma GT : gamma glutamyl transférase
GLP-1 : glucagon-like peptide 1

HbA1c : hemoglobine glycquée

HDL-C : high-density lipoprotein cholesterol
HFD : high fat diet

HTA : hypertension artérielle

IC : intervalle de confiance

IFN : interferon

IL : interleukine
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IMC : indice de masse corporelle

JNK : c-Jun N-terminal kinase

KC : cellules de Kupffer

KO : know-out

LDL-C : low-density lipoprotein cholesterol

LPS : lipopolysaccharide

LSECs : liver sinusoidal endothelial cells

LXR : liver X receptor

MAIT : mucosal-associated invariant T

MAPK : mitogen-activated protein kinase

MBOAT7 : membrane bound 0-acyltransferase domain-containing 7
MCDD : régime déficient en méthionine et choline

miR : micro-ARN

mTOP : mammalian target of rapamycin

MTTP : microsomal triglyceride transfer protein

NAFL : nonalcoholic fatty liver

NAFLD : nonalcoholic fatty liver disease = maladies du foie gras non alcooliques
NASH : nonalcoholic steatohepatitis = stéatohépatite non alcoolique
NK : cellules natural killer

NLRP3 : NOD-like receptor family pyrin domain containing 3

OR : odds ratio

PAMPs : pathogen-associated molecular patterns

PDGEF : platelet derived growth factor

PGC1 : peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1
PNPLAS : patatin like phospholipase domain containing 3

PPAR : peroxisome proliferator activated receptor

PRMTS3 : protein-arginine methyltransferase-3

PUMA : p53 upregulated modulator of apoptosis

RE : réticulum endosplasmique

ROS : espéces réactives a 'oxygéne

SAOS : syndrome d’apnée-hypopnée obstructif du sommeil

SCD : stearoyl-coA desaturase-1

SNP : single nucleotide polymorphism

SOPK : syndrome des ovaires polykystiques
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SREBP-1c : sterol regulatory element binding protein-1c
STZ : streptozotocine

TAA : thioacétamide

TG : triglycérides

TGFp : transforming growth factor 8

TLR : toll like receptor

TM6SF2 : transmembrane 6 superfamily member 2
TNFa : tumor necrosis factor a

TRAIL : TNF-like apoptosis-inducing ligand

UCP1 : uncoupled protein 1

VLDL : very low-density lipoprotein

WD : western diet
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Partie 1 : La « Nonalcoholic fatty liver disease » ou
NAFLD

1. Définition

Le terme NAFLD regroupe un continuum d’anomalies hépatiques allant de la stéatose
(en anglais Nonalcoholic Fatty Liver (NAFL)), a la stéato-hépatite non alcoolique (en
anglais Nonalcoholic Steatohepatitis (NASH)) et ses complications : fibrose hépatique,
cirrhose et carcinome hépatocellulaire (CHC) (Friedman et al. 2018; Bedossa et al.
2017).

La stéatose est définie par la présence de vacuoles lipidiques, généralement
macroveésiculaires, au sein des hépatocytes. Elle est significative lorsqu’elle est
supérieure a 5 % et débute typiquement en région péri-centrolobulaire (figure 1a).

La NASH est définie par I'association d’une stéatose et d’une activité inflammatoire
qui comprend une infiltration de cellules inflammatoires (dont des macrophages, des
lymphocytes voire des cellules polynucléaires neutrophiles) et une souffrance
cellulaire caractérisée par une ballonisation hépatocytaire (figure 1b). La NASH peut
étre associée a des lésions de fibrose de sévérité variable. La fibrose au cours de la
NASH se développe selon une localisation particuliére, d’abord périsinusoidale en
région péri-centrolobulaire (zone 3), puis une fibrose sinusoidale dense peut
apparaitre, éventuellement associée a une fibrose en pont voire a une cirrhose (figure
1c). D’autres Iésions élémentaires peuvent étre présentes (corps de Mallory, corps
apoptotiques, réaction ductulaire...). Différents scores histologiques sont utiles en
routine clinique et en recherche (Bedossa and Patel 2016).

La caractérisation précise d'une NAFLD nécessite une analyse histologique par une
biopsie du foie qui du fait de ses complications potentielles ne peut pas étre proposée
a I'ensemble des sujets a risque de NAFLD. Le développement d’outils non invasifs,
fiables, faciles d’acceés et si possible peu onéreux pour le diagnostic différentiel entre
stéatose/NASH et/ou définissant la présence d’une fibrose est un enjeu majeur (EASL,
EASD,EASO guidelines 2016).
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Figure 1 : Les différentes étapes de la NAFLD

a - la stéatose : présence de vacuoles lipidiques macrovésiculaires dans les hépatocytes
(fleche noire)

b - la NASH : présence d’une stéatose (fleche noire) associée a une infiltration de cellules
inflammatoires (téte de fléche) et d’'une ballonisation hépatocytaire (fléeche blanche)

c - fibrose F1 péri-centolobulaire, coloration au trichrome de Masson

2. Epidémiologie
2.1. Prévalence de la NAFLD dans le monde

La NAFLD constitue un probleme de Santé publique de par la grande fréquence de
ces lésions a travers le monde. Les estimations épidémiologiques les plus fiables sont
basées sur la présence d'une stéatose en imagerie. Les études prenant en
considération une élévation isolée des transaminases ou de la gamma glutamyl
transférase (GT) dans un contexte de surpoids ou d’obésité sous-estiment 'ampleur
de la NAFLD, compte tenu de la fréquence de la normalité du bilan hépatique dans ce
contexte. Ces outils étant imparfaits, il y a une imprécision dans la prévalence exacte
de la NAFLD et de la NASH. L’estimation de la NASH repose sur des approximations
a partir de séries de patients biopsiés. Globalement, la prévalence NAFLD serait de
25 % de la population adulte mondiale répartie telle que 24 % en Amérique du Nord,
30,5 % en Amérique du Sud, 24 % en Europe, 13,5 % en Afrique, 32 % au Moyen-
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Orient, 27 % en Asie (figure 2). La NASH serait présente chez 1,5 a 6,5 % de la
population générale américaine (Younossi et al. 2019).

2.2. Prévalence de la NAFLD en France

L’évaluation de I'épidémiologie de la NAFLD en France est connue depuis quelques
mois seulement. En effet, la cohorte CONSTANCES est un échantillon de 118 664
individus représentatifs de la population francaise. La prévalence de la NAFLD,
calculée a I'aide du Fatty Liver Index, est de 16,7 % dans la population générale dont
24,6 % pour les hommes et 10,1 % pour les femmes. Parmi les patients avec NAFLD,
2,6 % présentent une fibrose sévére diagnostiquée a l'aide du Forns Index.

La prévalence de la NAFLD augmente avec I'age, passant de 5,2 % chez les 18-28
ans a 26,8 % chez les 68-78 ans. Les patients les plus a risque de NAFLD sont les
diabétiques et les obéses avec une prévalence de 63 % et 79,7 % respectivement
(Nabi 2018).

North America .‘——
24.13%

Middle East

South America
30.45%

Figure 2 : La prévalence globale de la NAFLD d’aprés Younossi et al.
Hepatoloqgy 2019

3. Histoire naturelle de la NAFLD

Plusieurs cohortes, avec des biopsies hépatiques répétées dans le temps, ont éclairé
I'histoire naturelle de la maladie.

Classiquement, la stéatose, présente chez environ 80 % des patients avec une

NAFLD, est associée a un bon pronostic hépatique. Au contraire, la NASH, présente
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chez environ 20 % des patients avec une NAFLD, est associée au risque d’évolution
vers une fibrose voire une cirrhose (figure 3). En effet, il a été montré dans une méta-
analyse de 2015 que la progression d’un stade de fibrose chez des patients présentant
une stéatose pure-FO mettait 14 ans, alors qu’elle mettait 7 ans chez des patients
présentant une NASH-FO. Sur une estimation sur 15 ans, 1% des patients stéatose-
FO contre 11 % de patients NASH-FO étaient devenus cirrhotiques (Singh et al. 2015;
Rinella 2015). La NASH est donc la forme évolutive de la maladie.

Parmi les patients non NASH, ceux qui présentent une stéatose et une inflammation
(sans ballonisation) peuvent développer une NASH et/ou une fibrose hépatique,
quelques années plus tard. L'impact de la présence d’'une stéatose avec des lésions
de ballonisation (sans inflammation) sur la progression de la fibrose, n’a pas été
clairement étudié (McPherson et al. 2015; Singh et al. 2015).

La fibrose hépatique est le principal facteur pronostique de la mortalité hépatique et
globale chez les patients (Angulo et al. 2015). Ce facteur pronostique majeur améne
a distinguer des patients avec une NASH précoce (« Early NASH » ) qui ont une
fibrose absente ou minime (FO-F1 selon la classification NASH CRN) ; des patients
avec une NASH fibrosante (« Fibrotic NASH ») qui ont une fibrose significative (F2
selon la classification NASH CRN), ou une fibrose en pont ou sévére (F3 selon la
classification NASH CRN) ; et enfin les patients avec une cirrhose NASH (« Cirrhotic
NASH ») (EASL, EASD, EASO, guidelines 2016). Ces lésions constitueraient un
véritable continuum de Iésions qui peuvent s’aggraver ou régresser au cours du temps

selon 'augmentation ou 'amélioration des facteurs étiologiques (Bedossa et al. 2017).
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Stéatose hépatique pure (sans inflammation, sans ballonisation)

Progression possible vers la fibrose

=80 %

Foie normal

= 7% a 6,5 ans

Carcinome hépatocellulaire

. ¥ 3 . . ~ 0/ X
Risque élevé de progression vers la fibrose =31%a8ans

Augmentation du risque de décés par rapport a
la population générale

Décompensation

Figure 3 : Représentation schématique de I’histoire naturelle de la NAFLD
d’apres Anty et al. Hépato-Gastro 2017

Classiquement, la stéatose, présente chez environ 80 % des patients avec une NAFLD, est
associée a un bon pronostic hépatique. Au contraire, la NASH, présente chez environ 20 %
des patients avec une NAFLD, est associée a un risque d’évolution vers une fibrose voire une
cirrhose. Cependant, une stéatose associée a une inflammation présente un risque d’évolution
vers une NASH et/ou une fibrose hépatique, en quelques années. De plus, certains patients
avec une « stéatose pure » (sans inflammation, ni ballonisation hépatocytaire) ont aussi un
risque évolutif hépatique. La fibrose hépatique est le principal facteur pronostique de la
mortalité hépatique et globale. Les lésions de stéatose, de NASH et de fibrose (au moins dans
les stades initiaux) sont réversibles.

Au cours de la NAFLD, un carcinome hépatocellulaire (CHC) peut compliquer une cirrhose.
Cependant, 30 % des CHC apparaissent hors cirrhose, voire hors NASH (sur stéatose).

Le taux annuel moyen de progression de la fibrose chez les patients NASH était de
0,09 (IC 95 % : 0,06-0,12) et le taux d’incidence pour 1000 personnes-années de
progression de la fibrose était de 40,8 % (IC 95 % : 34,7-47,1) (Younossi et al. 2016).
Cependant, la réversibilité des Iésions de stéatose, de NASH et de la fibrose (au moins
dans les stades initiaux) a également été mise en évidence dans différentes

circonstances : évolution spontanée, perte de poids = 8-10 % du poids initial, effets de
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certains médicaments, chirurgie bariatrique (Vilar-Gomez et al. 2015; Lassalilly et al.
2015).

L’apparition d’'un carcinome hépatocellulaire (CHC) est 'une des craintes chez un
patient ayant une NAFLD. L’incidence annuelle du CHC chez les patients NAFLD était
de 0,44 (IC 95 % 0,29-0,66) pour 1000 personnes-années contre 5,29 (IC 95 % 0,75-
37,56) pour 1000 personnes-années chez les patients NASH (Younossi et al. 2016).
Le CHC au cours de la NAFLD survient dans 70 % des cas chez des patients
cirrhotiques mais aussi, dans 30 % des cas, a des stades plus précoces de la maladie
(NASH voire stéatose pure). Cela souléve le probléme du dépistage du CHC chez ces
patients qui sont actuellement trés nombreux. Le développement d’outils non invasifs
afin d’identifier les patients les plus a risque de développer cette complication et devant
donc étre dépistés est 'un des enjeux des années futures (Anstee et al. 2019).

La mortalité des patients ayant une NAFLD surtout dans le groupe NASH est
augmentée par rapport a la population générale. Les causes de mortalité sont en
premier lieu d'origine cardio-vasculaires, puis vient la mortalité par cancers extra-
hépatiques et en 3°™ place la mortalité d’'origine hépatique (Angulo et al. 2015;
Sdoderberg et al. 2010). Les taux incidence de la mortalité hépatique et de la mortalité
globale chez les patients NAFLD seraient de 0,77 (IC 95 % : 0,33 -1,77) pour 1000
personnes-annees et 15,44 (IC 95 % : 11,72 — 20,34) pour 1000 personnes-années
respectivement. Les taux d’incidence de la mortalité hépatique et de la mortalité
globale chez les patients NASH seraient de 11,77 (IC 95 % : 7,10 -19,53) pour 1000
personnes-annees et 25,56 (IC 95 % : 6,29 — 103,8) pour 1000 personnes-années
respectivement (Younossi et al. 2016). La NASH et ses complications sont
actuellement la deuxieme cause de transplantation hépatique aux USA. Elle est
annoncée comme future premiére cause d’ici 2025 (Younossi et al. 2019; Wong et al.
2015).

4. Les facteurs de risque cliniques de NAFLD

La NAFLD est une pathologie complexe qui implique linteraction de nombreux
parameétres environnementaux, génétiques et épigénétiques (figure 4). Ces
parameétres sont éminemment variables d'un sujet a un autre et expliquent
I'hétérogénéité de la maladie. Cette hétérogénéité se traduit par des mécanismes, des
expressions phénotypiques et des complications divers d’'un sujet a un autre, voire

d’'une population (groupe ethno-géographique) a une autre.
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Figure 4 : Les facteurs de risque de la NAFLD d’aprés Stefan et al. Lancet
diabetes endocrinol 2019

La NAFLD est souvent décrite comme la complication hépatique du syndrome
métabolique et est associée a linsulino-résistance. La définition du syndrome
métabolique est la présence de 3 criteres parmi les 5 suivants (Alberti et al. 2009) :
- une obésité centrale définie, en Europe, par un tour de taille =2 94 cm chez
’homme ou = 80 cm chez la femme

- une élévation des triglycérides = 1,7 mmol/l (1,5 g/l) ou un traitement spécifique
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- une baisse du high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) < 1,03 mmol/l (0,4
g/l) chez 'lhomme ou < 1,29 mmol/l (0,5 g/l) chez la femme
- une élévation de la pression artérielle avec pression artérielle systolique = 130
mmHg ou diastolique = 85 mmHg ou un traitement spécifique
- une élévation de glycémie a jeun = 5,6 mmol/l (1,0 g/l) ou diabéte de type 2
connu
Cependant, tous les patients avec une NAFLD n’ont pas de syndrome métabolique et
tous les patients avec un syndrome métabolique n'ont pas de NAFLD. En effet, Il est
frappant de constater que certaines prises de poids relativement faibles (de I'ordre
d’'une dizaine de kilos) peuvent s’associer a des NASH fibrosante £ accompagnées
d’'un diabéte de type 2, alors qu’a 'opposé 6 a 10 % des patients obéses morbides
(Indice de Masse Corporelle (IMC) = 40 kg/m2) ont un foie histologiquement normal.
La NASH nécessite souvent des facteurs « complémentaires » pour apparaitre et
inversement 'amélioration isolée (par voie médicamenteuse) de l'insulino-résistance

n’est pas toujours suffisante pour traiter une NASH (Friedman et al. 2018).

4.1.L’obésité et les determinants de l'obésite
L’obésité est un probléme de santé publique majeur en France. On estime, d’aprés le
rapport OBEPI de 2012, que 34 % des frangais sont en surpoids (IMC compris entre
25 et 30 kg/m?) et 15 % sont obéses (IMC = 30 kg/m?) dont 1,2 % sont obéses
morbides (IMC = 40 kg/m?). Ce fléau est en augmentation constante puisque I'obésité
était évaluée a 8,5 % en 1997, ce qui fait une augmentation relative de 76 % en 15
ans (Rapport Obepi 1997 et 2012).

4.1.1. Facteurs environnementaux

4.1.1.1. Exceés calorique — sédentarité — manque d’activité physique
Un apport alimentaire inadapté de fagon chronique, associant un excés calorique
(typiquement trop de hydrates de carbone et/ou trop de lipides) et des déséquilibres
nutritionnels, est a la base de la prise de poids. Les excés en acides gras saturés, en
acides gras polyinsaturés oméga 6 et en fructose industriel (issus du sirop de mais)
sont au premier plan. Trés fréquemment, un manque chronique d’activité physique et
un exces de sédentarité (temps éveillé passé assis ou allongé) participent a une

balance énergétique entrée/sortie excédentaire pour les apports caloriques avec en
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conséquence une augmentation du stockage du surplus d’énergie sous forme de
triglycérides, dans le tissu adipeux essentiellement sous-cutané (Heymsfield and
Wadden 2017).

4.1.1.2. Troubles du comportement alimentaire

Les troubles du comportements alimentaires les plus étudiés chez les patients obéses
sont la boulimie et les troubles compulsifs alimentaires (« binge eating disorder » en
anglais). Ces troubles sont caractérisés par des épisodes récurrents (au moins 1 fois
par semaine pendant 3 mois) de prises alimentaires compulsives. La prévalence de
ces troubles du comportements alimentaires est plus élevée dans la population obése
avec une prévalence de 16-52 % dans une étude latino-américaine. Aux Etats-Unis,
une étude portant sur un échantillon représentatif de I'ensemble du pays, constitué de
9282 personnes évaluées en 2001-2003, a révélé que 42 % des personnes ayant
souffert de troubles compulsifs alimentaires a un stade de leur vie souffraient d'obésité
au moment de I'enquéte (Hudson et al. 2007). Les études montrent une association
entre obésité et troubles de ['alimentation et vont dans le sens de I'hypothése selon
laquelle ces affections peuvent potentiellement contribuer l'une a l'autre et/ou
s'exacerber mutuellement. Une étude pilote a évalué les troubles du comportement
alimentaire chez 95 patients présentant une NAFLD (diagnostiquée par imagerie,
biopsie ou test non invasifs). Les résultats suggérent une augmentation des troubles
compulsifs alimentaires chez les patients avec NAFLD mais d’autres études sont
nécessaires (Zhang et al. 2017).

Les personnes souffrant d'obésité et de troubles compulsifs alimentaires concomitants
courent un risque élevé de développer plusieurs complications médicales et
psychosociales. Une étude menée aupres de 152 personnes obeses a révélé que les
personnes souffrant d'hyperphagie boulimique avaient des IMC plus élevés, des
niveaux de dépression plus graves et des troubles obsessionnels compulsifs ainsi que
des sentiments plus forts d'insuffisance et d'infériorité que ceux qui n'en avaient pas
(da Luz et al. 2018).

4.1.2. Génétique
Des études sur les jumeaux ont estimé que I'héritabilité de I'obésité se situait entre 40
% et 75 %. Les formes génétiques de I'obésité présentent un continuum de

caractéristiques cliniques mais ont été historiquement subdivisées en trois sous-types
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différents : obésité syndromique mendélienne (monogénique), obésité mendélienne
non syndromique et obésité polygénique. Les formes mendéliennes de l'obésité
résultent d'anomalies chromosomiques et de variants pathogénes rares dans des
genes qui codent pour des protéines essentielles dans la régulation du bilan
énergétique. Les syndromes de Prader-Willi et de Bardet-Biedl comptent parmi les
syndromes d'obésité les plus connus (Farooqi and O’Rahilly 2005). Les formes non
syndromiques de l'obésité mendélienne connues a ce jour sont principalement
caractérisées par des défauts génétiques dans la voie de la leptine / mélanocortine
conduisant a I'obésité hyperphagique. Les formes polygéniques de l'obésité sont
déterminées par l'effet cumulé de multiples variants génétiques communs, chacun
avec des effets modestes. Plus de 70 génes ont été associés a l'obésité, leur
répartition varie selon les ethnies. La majorité des polymorphismes (SNP) se situent
dans des régions non codantes des génes (Stryjecki et al. 2018). Seuls 24,1 % des
syndromes d'obésité ont été complétement élucidés et 13,9 % ont été partiellement
élucidés (Kaur et al. 2017). Pour les 62 % restant, aucun géne de maladie n'a encore
été identifié, ce qui indique un besoin d'efforts accrus pour élucider la base génétique

des syndromes d'obésité (Dong et al. 2018).

4.2. L’insulino-résistance

La molécule d’insuline est produite par les cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas. L’insuline a un réle d’hormone hypoglycémiante, et elle posséde une activité
anabolique majeure dans la mise en réserve des substrats glucidiques et lipidiques.
Ces effets, lorsque linsuline se lie a son récepteur membranaire spécifique,
s’expriment en priorité sur ses trois tissus cibles : le foie, le muscle et le tissu adipeux.
L’insulino-résistance se caractérise par une résistance des cellules de notre organisme
a l'action de l'insuline, induisant une augmentation de l'insulinémie, et conduisant ainsi
directement ou indirectement aux différentes autres anomalies du syndrome
métabolique. L’insulino-résistance s’accompagne d’une élévation de la glycémie, et
peut engendrer un diabéte de type Il. Le métabolisme lipidique est également régulé
en partie par l'insuline, particulierement en période post prandiale.

Au début, la résistance est compensée par un hyperinsulinisme, ce qui permet de
préserver la tolérance au glucose. La détérioration de la tolérance au glucose intervient
quand la résistance a l'insuline augmente, ou que la réponse compensatoire de la

sécrétion diminue, ou bien quand les deux phénomeénes se produisent simultanément.
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Le gold standard de I'évaluation de linsulino-résistance se fait avec un clamp
euglycémique-hyperinsulinémique. Le score HOMA-IR (insuline x glucose / 22,5)
permet une évaluation approximative de I'insulino-résistance a I'échelle de cohortes
de patients (Bugianesi et al. 2005; Patel and Goyal 2019).

Chez les patients présentant une NAFLD, la sensibilité a I'insuline est diminuée dés
les stades précoces de la stéatose (1,5 %). En revanche, la sensibilité adipocytaire a
'insuline est corrélée a une aggravation continue des triglycérides intra-hépatiques
traduisant I'association forte entre insulino-résistance adipocytaire (lipolyse) et
stéatose (Bril et al. 2015; Rotman and Neuschwander-Tetri 2017).
L‘insulino-résistance évolue ensuite vers une insulinopénie responsable de I'apparition

d’'un diabéte de type 2.

4.3. Le diabete de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est défini par la présence d’'une glycémie a jeun = 1,26 g/l
a 2 reprises ou une glycémie aléatoire = 2g/Il. La principale méthode diagnostique de
la NAFLD dans les différentes études de prévalence chez les patients diabétiques est
la présence d’une stéatose a I'échographie hépatique. Plusieurs revues récentes ont
évalué la prévalence de la NAFLD chez les patients diabétiques : une récente revue
systématique d’études portant sur 49 000 personnes atteintes de diabéte a montré
que la prévalence globale de la NAFLD chez les personnes atteintes de diabéte était
de 55,48 %. Le taux le plus élevé a été enregistré en Europe (67,97 %) et le plus faible
en Afrique (30,90 %) (Younossi et al. 2019). La prévalence globale de NASH chez les
patients diabétiques pour lesquels des biopsies étaient disponibles était de 65,26 %.
Cependant ce taux est probablement surestimé et la prévalence de la NASH serait
plutét autour de 37 % des patients diabétiques avec NAFLD (Younossi et al. 2019).
De plus, la prévalence de la fibrose avancée (= F3) était de 15,05 % (Younossi et al.
2019). En France, la prévalence de la fibrose avancée (évaluée par le Forns Index)
est de 7,6 % chez les patients DT2 versus 2,6 % dans la population générale (Nabi
2018). La prévalence de la NAFLD chez les diabétiques est plus élevée chez les
patients obéses, les hommes et en cas d’hypertension artérielle (Dai et al. 2017). De
plus, la NAFLD est associée a un risque accru de diabéte (HR 2,22 ; IC 95 % 1,84—
2,60) (Mantovani et al. 2018).
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4.4. Les autres parametres du syndrome métabolique : HTA, dyslipidémie

Comme vu ci-dessus, I'obésité abdominale et le diabéte de type 2 sont associés a la
NAFLD. Ces 2 éléments font partie du syndrome métabolique au méme titre que
'hypertension artérielle (HTA) ou la dyslipidémie. On rappelle également que chez les
patients présentant une NAFLD sans fibrose, la principale cause de mortalité est
d’origine cardio-vasculaire (Younossi et al. 2019). En effet, sur une période de 5 ans,
des événements cardiovasculaires sont survenus chez 5,2 % des sujets NAFLD et
chez 1,0 % des individus non-NAFLD (Corey and Chalasani 2014).

Une étude longitudinale sur 5 ans montre que la prévalence de la NAFLD est de 24,7
% chez les patients qui ne développent pas d’'HTA versus 39,5 % chez ceux qui
développent une HTA. De plus, le développement de la NAFLD était associé a une
augmentation de ’'HTA méme aprés ajustement en fonction des multiples facteurs de
risque d'hypertension (OR = 1,60 (IC 95 % : 1,30-1,96) (Sung et al. 2014). Initialement
I'HTA semblait avoir un effet moins important sur le risque de développement de la
NAFLD que les autres composants du syndrome métabolique (Lonardo et al. 2018).
Cependant, une méta-analyse de 11 études de cohorte portant sur des patients
atteints de NAFLD qui ont eu des biopsies hépatiques séquentielles, a montré que
I'HTA au départ augmentait de presque 2 fois le risque de progression de la fibrose
(Singh et al. 2015). Pour cette raison, les recommandations européennes de 2016 sur
la prise en charge de la NAFLD recommandent une surveillance plus étroite des
patients atteints de NASH et d’HTA, en raison de leur risque accru de maladie
hépatique progressive (EASL, EASD, EASO, guidelines 2016).

La NAFLD a été également associée indépendamment a une augmentation des
niveaux en triglycérides (TG) et en low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), a une
diminution de la taille des particules de LDL et a une diminution du niveau de high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C) (Corey and Chalasani 2014; Speliotes,
Massaro, et al. 2010). En plus chez les patients NASH, le taux de non HDL-C est
augmenté. Ce profil lipidique, trés athéromateux, est partiellement responsable du

risque cardio-vasculaire accru chez ces patients (Katsiki et al. 2016).

4.5. La vitamine D
Parmi les différents facteurs de risque cliniques étudiés comme associés a la NAFLD,
les données concernant la vitamine D sont hétérogénes et nécessitent des

investigations supplémentaires. La vitamine D est une hormone stéroide
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principalement synthétisée dans les couches profondes de I'épiderme sous l'action
des rayons ultra-violets (90 a 95 %). La source accessoire est I'alimentation qui
apporte 5 a 10 % de la vitamine D sous la forme de cholécalciférol (vitamine D3 issue
des apports animaux) ou d’ergocalciférol (vitamine D2, issue des apports végétaux et
des champignons). Les formes circulantes sont la 25-OH Vitamine D (également
appelée Calcidiol, produite par le foie a partir du cholécalciférol) et la forme active, la
1,25-OH Dihydroxyvitamine D (également appelée Calcitriol, qui résulte de
I'hydroxylation de la 25-OH Vitamine D dans le rein). La 25-OH vitamine D est la forme
qui représente le stock en vitamine D, c’est donc cette derniére qui doit étre dosée. Sa
concentration peut étre normale (>30 ng/ml), insuffisante (20-30 ng/ml), déficitaire (10-
20 ng/ml) ou séverement déficitaire (<10 ng/ml). Si 'on prend comme seuil 30 ng/ml,
le nombre de personnes dans le monde souffrant d’'une insuffisance en vitamine D
s’éléverait a 1 milliard (Wacker and Holick 2013).

Trés brievement, la vitamine D a un réle primordial « classique » dans la
régulation phosphocalcique, dans le développement et le maintien de la minéralisation
osseuse et dans la trophicité des muscles striés squelettiques. Chez I'adulte, son
absence est responsable d’ostéomalacie. La carence de vitamine D conduit également
a une hyper-parathyroidie secondaire qui favorise la résorption osseuse et
I'ostéoporose. La vitamine D intervient également comme régulateur physiologique de
la prolifération-différenciation de nombreux types cellulaires et comme modulateur des
défenses immunitaires de I'organisme (« actions non classiques »). Le récepteur de la
vitamine D est présent a la surface de quasiment toutes les cellules immunitaires, et
notamment, des lymphocytes CD4 et CD8, des neutrophiles, et des cellules
présentatrices d’antigénes (macrophages et cellules dendritiques). Globalement la
vitamine D favorise les défenses innées et module le systéme immunitaire spécifique
vers une polarisation anti-inflammatoire. La vitamine D est également impliquée dans
d’autres fonctions comme la régulation du systéme rénine-angiotensine (diminution de
la production de rénine) et la modulation de 'apoptose. La vitamine D aurait un effet
protecteur sur le systéeme cardiovasculaire et un effet anti-tumoral. Enfin, la vitamine
D est inversement corrélée a la présence d’une obésité (Wacker and Holick 2013).

Dans la NAFLD, les données concernant la Vitamine D sont hétérogénes. Dans
des conditions expérimentales, il a ét¢ montré que la vitamine D jouait un réle
protecteur dans la fibrogénese et lI'inflammation hépatique (Borges et al. 2018). En

effet, la vitamine D inhibait I'expression hépatique de certains marqueurs pro-fibrogéne
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tels que le platelet derived growth factor (PDGF) et le transforming growth factor 3
(TGFB), et supprimait I'expression de collagéne (Beilfuss et al. 2015; Abramovitch et
al. 2011). De plus la vitamine D améliorait, au niveau hépatique, la réponse a l'insuline
a travers une modification de I'expression de son récepteur dans les différentes
cellules du foie (Borges et al. 2018).

Chez [I'humain, une méta-analyse en 2013 des différentes études
observationnelles ayant évalué la 25-OH vitamine D chez les patients avec une
NAFLD, a noté que ces patients avaient des concentrations sériques de 25-OH
vitamine D plus bas que ceux des groupes contrbles. Ces patients avaient 1,26 fois
plus de risque d’étre déficients en vitamine D (OR 1,26, 95 % IC : 1,17-1,35). Parmi
les 17 études retenues, les critéres de jugement étaient variables (histologie (n = 4),
échographie (n = 10), cytolyse (n = 3)). Deux études étaient négatives. Enfin, plusieurs
de ces études n'ont été présentées qu’en congres, et il 'y a pas eu de méta-analyse
en données individuelles (Eliades et al. 2013). En revanche, la carence en vitamine D
ne semblait pas associée a la NAFLD dans une étude de plus de 1800 patients. A
noter que le diagnostic de NAFLD était fait a partir du « hepatic steatosis index » basé
sur les ASAT, ALAT, 'IMC, le sexe et la présence d’un diabéte (Ha et al. 2017). Au
total, 29 études trouvaient une association négative entre la vitamine D et la NAFLD
alors que 6 études ne trouvaient pas d’association (Pacifico et al. 2019). La 25-OH
vitamine D n’était pas non plus associée a la sévérité de la fibrose hépatique dans une
méta analyse récente (Jaruvongvanich et al. 2017). Dans des études chez le patient
cirrhotique (cirrhose de toutes origines), la prévalence de la déficience en 25-OH
vitamine D était plus élevée (Konstantakis et al. 2016) et le déficit en 25-OH vitamine
D était associé aux infections de liquide d’ascite (Anty et al. 2014). Enfin, plusieurs
essais contrélés, ayant évalués la supplémentation en vitamine D pendant seulement
24 semaines chez des patients présentant une NAFLD, n’ont pas montré
d’amélioration des lésions hépatiques ou des paramétres métaboliques (Barchetta et
al. 2017; Barchetta et al. 2016; Kitson et al. 2016; Tabrizi et al. 2017). Dans d’autres
maladies hépatiques, telles que la maladie liée a l'alcool, la 25-OH vitamine D était
plus basse chez les patients cirrhotiques et était associé aux infections de liquide
d’ascite. En conclusion, des études supplémentaires, sur le long terme, sont
nécessaires pour évaluer I'implication de la vitamine D dans le développement ou

'aggravation de la NAFLD et I'intérét d’'une supplémentation orale.
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4.6. Les autres facteurs de risque
De nombreux facteurs de risque ont été recherchés dans le développement de la
NAFLD. Parmi eux, je ne développerai rapidement que le syndrome des ovaires
polykystiques et le syndrome d’apnée-hypopnée obstructif du sommeil.

4.6.1. Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK)
Le SOPK est une affection qui touche 5 a 10 % des femmes en age de procréer. Il est
défini par la présence d’ovaires polykystiques, d’'un hyperandrogénisme et d’une oligo-
ovulation (Bozdag et al. 2016). Le SOPK est associé a une insulino-résistance et au
syndrome métabolique. L'incidence de la NAFLD chez les patientes présentant un
SOPK était d’environ 41 % alors qu’elle était de 19 % chez les patients sans SOPK
aprés appariement sur I'age et le poids (Baranova et al. 2011). Une étude récente a
montré que les patientes non obéses avaient une prévalence plus élevée de NAFLD
(5,5 %) en cas de SOPK en comparaison a des patients non obéses sans SOPK (1,8

%, p = 0.006) et cela indépendant du statut lipidique et glycémique (Kim et al. 2017).

4.6.2. Le syndrome d’apnée-hypopnée obstructif du sommeil (SAOS)
Le SAOS est défini par un trouble de la ventilation nocturne di a la survenue
anormalement fréquente de pauses respiratoires. Le SAOS est un facteur de risque
de la NAFLD indépendamment de 'IMC (Tanné et al. 2005). Une méta-analyse a
montré que le SAOS était significativement corrélé a la stéatose, I'inflammation
lobulaire, la ballonisation et la fibrose et était associé a la progression de la NAFLD
(Jin et al. 2018; Aron-Wisnewsky et al. 2016).

5. Physiopathologie de la NAFLD
La physiopathologie précise du développement de la NAFLD est trés complexe et non
encore complétement élucidée. La physiopathologie proposée ci-dessous est parfois

simplifiée et pourra étre modifiée dans le futur en fonction des avancées scientifiques.

5.1. Facteurs favorisants

5.1.1. La génétique
L’hérédité serait responsable de 40 % a 50 % de I'expression de la NAFLD en

population générale. Une étude a montré que la prévalence de la NASH était
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significativement plus élevée chez les apparentés au premier degré de patients avec
une cirrhose NASH par rapport a un groupe contrdle (Caussy et al. 2017).

La génétique étudie I'hérédité et les génes. Les modifications géniques associés au
développement de la NAFLD sont les single nucleotides polymorphisms (SNP) qui
sont définis par la modification d’'un nucléotide par un autre.

Les 3 SNP les plus validés sont celui de la Patatin like phospholipase domain
containing 3 (PNPLA3) ; son polymorphisme (1148M) a été associé a plus de stéatose,
de NASH, de fibrose et de carcinome hépatocellulaire dans plusieurs cohortes
(Speliotes et al. 2010; Sookoian and Pirola 2011; Romeo et al. 2008). Dans le foie,
cette protéine transmembranaire est présente au niveau de la gouttelette lipidique et
au niveau du réticulum endoplasmique dans les hépatocytes. Elle a pour réle
d’hydrolyser les triglycérides. Dans le cas du SNP 1148M, le changement de 'acide
aminé se fait a proximité du site catalytique de la protéine. Cela entraine un
changement de conformation et une diminution de I'accés au site catalytique pour le
substrat. La protéine mutée a des capacités diminuées pour hydrolyser les
triglycérides et qui va conduire a une augmentation de la taille des gouttelettes
lipidiques et la majoration de la stéatose (Dongiovanni 2013). La protéine
Transmembrane 6 superfamily member 2 (TM6SF2) est impliquée dans la physiologie
de [l'export des very low-density lipoprotein (VLDL) par [I'hépatocyte. Son
polymorphisme, qui diminue l'activité de la protéine, a été associé a plus de NAFLD,
de NASH et de fibrose et était au contraire, protectrice de [I'athérosclérose
(Dongiovanni et al. 2015; Liu et al. 2014; Kozlitina et al. 2014).

La protéine Membrane bound 0-acyltransferase domain-containing 7 (MBOAT?7) est
impliquée dans la production du phosphytidylinositol et de I'acide arachidonique. Le
polymorphisme de MBOAT7 est associé a plus de NAFLD, plus de NASH, plus de
fibrose et plus de carcinome hépatocellulaire (Mancina et al. 2016; Luukkonen et al.
2016).

D’autres polymorphismes génétiques portant sur des génes impliqués dans le
métabolisme lipidique ou mitochondrial, la voie de signalisation de linsuline ou
I'activation des cellules stellaires ont été impliqués (figure 5). De fagon surprenante,
certains de ces polymorphismes génétiques sont associés aux Iésions hépatiques
indépendamment et parfois en I'absence de syndrome métabolique voire d’insulino-

résistance (Anstee et al. 2019).
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Figure 5 : Les principales voies impliquées dans la susceptibilité a la NAFLD et
aux locus de génes sont fortement associées au développement et a la
progression de la maladie d’aprés Eslam et al. J hepatol 2018

APOB, apolipoprotein B; IFNL3, interferon lambda 3; GCKR, glucokinase regulatory gene; HSC,
hepatic stellate cell; LIPA, lysosomal acid lipase; MTTP, microsomal triglyceride transfer protein;
PNPLAS3, patatin-like phospholipase domain-containing protein 3; SOD2, superoxide dismutase 2;
TM6SF2, transmembrane 6 superfamily member 2; TRIB1, tribble-1; UCP2, Uncoupling protein 2;
VLDL, very low-density lipoprotein.

5.1.2. L’épigénétique

L’épigénétique est I'étude des modifications dans I'expression d’'un géne qui ne
peuvent pas étre expliquées par des altérations de la séquence des nucléotides. Les
modifications épigénétiques peuvent étre liées a des altérations de la méthylation de
'ADN et des histones et un remodelage de la chromatine, et des modifications des
ARN non codants.

Une hyperméthylation notamment de Peroxisome proliferator activated receptor
(PPAR) gamma coactivator 1 alpha (PGC1a), impligué dans la biogenése
mitochondriale, et de 'ADN mitochondrial a été associée a I'insulino-résistance et a la
NAFLD. Certains génes seraient hyper (PPARs) et dautres hypométhylés
(transforming growth factor (TGF) 1, platelet-derived growth factor a (PDGF-a)) mais
de nombreux travaux restent a faire pour préciser cela et développer de potentielles

nouvelles voies thérapeutiques.

Des études chez ’'Homme montrent que la NASH est associée a une dérégulation de
nombreux micro-ARN (miR). Les miR sont de petites molécules (19-23 nucléotides)

d’ARN non codant qui régulent la dégradation et la traduction des ARN messagers
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permettant de réguler 'expression de nombreux génes. Au cours de la NASH, des miR
d’intérét ont été décrits dans le foie mais également dans la circulation systémique, ce
qui pourraient en faire des marqueurs potentiels de la sévérité de I'atteinte hépatique.
Les miR les plus étudiés sont miR-122 dont I'expression serait diminuée dans le foie,
et miR-21 et miR-34a dont I'expression serait augmentée (tableau 1) (Eslam et al.
2018). MiR-122 est le miR le plus abondant du foie (70 %). Dans des modéles de
souris, lI'invalidation hépatique de miR-122 était associée au développement spontané
de la NASH, en raison d'une lipogenése accrue et d'une altération de la sécrétion de

lipides, puis d'une progression vers le CHC (Hsu et al. 2012).

Tableau 1 : Association des miR spécifiques avec le développement et la progression
de NAFLD chez I'nomme. Seuls les résultats confirmés indépendamment dans
différentes cohortes ou modéles animaux sont rapportés. D’aprés Eslam et col. J
hepatol 2018.

Micro-ARN Voie de signalisation impliquée Niveau Niveau
hépatique sanguin
miR-122 Métabolisme des lipides, fibrogenése, U ]
carcinogenese
miR-21 Métabolisme des lipides ] )
miR-34a Métabolisme des lipides ] )
miR-192 Progression de la maladie ? ]
miR-182 FOXO3, fibrogenése ) )

Plus de détails sur les facteurs de risque génétiques et épigénétiques se trouvent dans

la mini-revue ci jointe, publiée en 2017 dans Hépato-Gastro et Oncologie Digestive.
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cirrhose, carcinome hépatocellulaire). A I'heure actuelle,
la surveillance des patients ayant une stéatose ou une
NASH n’est pas parfaitement codifiée et les traitements
actuels ne sont pas tres efficaces. La recherche sur
la génétique et I'épigénétique de la NAFLD est en
plein essor. La génétique étudie les modifications
dans la séquence nucléotidique des genes, tandis que
I'épigénétique explique les dérégulations de I'expression
d'un gene en l'absence d’altération dans sa séquence
nucléotidique.

PNPLA3, TM6SF2 et MBOATY sont les 3 principaux génes
pour lesquels un single nucleotide polymorphism est
associé a la stéatose, la NASH et la fibrose hépatique
indépendamment de I'insulino-résistance et du syndrome
métabolique.

Parmi les mécanismes épigénétiques, certains micro-ARN
(miR), petits ARN non codants, qui régulent I'expression
de certains génes en s'hybridant aux ARN messagers sont
modifiés dans la NAFLD. Par exemple, le miR 122 a une
expression hépatique diminuée avec la NAFLD alors que
son taux circulant augmente. Le miR 34a, quant a lui, a
une expression hépatique augmentée avec la NAFLD.
La méthylation de certains genes spécifiques est aussi
modifiée dans la NAFLD entrainant des modifications de
I'expression de ceux-ci. C'est notamment le cas de PPARYy,
gene clé du métabolisme lipidique.

Il est probable que, dans le futur, de nombreux facteurs
génétiques et épigénétiques puissent étre évalués pour
chaque individu, a partir d’'une simple prise de sang,
permettant une surveillance a la carte et un traitement
personnalisé dans la NAFLD, comme dans d'autres
maladies.

Pour citer cet article : Canivet CM, Tran A, Gual P, Anty R. Génétique et épigénétique dans la non-alcoholic fatty liver disease. Hépato Gastro
2017 ; 24 : 719-726. doi : 10.1684/hpg.2017.1494

HEPATO-GASTRO et Oncologie digestive 719
vol. 24 n° 7, septembre 2017



HEPATO
GASTRO
et Oncologie
digestive

Stéatoses
hépatiques
métaboliques

Copyright © 2019 John Libbey Eurotext. Téléchargé par MME CLEMENCE CANIVET le 12/11/2019.

720

Eossier thématique

Introduction

La non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) est
étroitement associée au syndrome métabolique et a
I'obésité. Du fait de I'augmentation de la pandémie
d'obésité, la NAFLD est devenue, ces derniéres années, la
premiére cause de maladie hépatique dans les pays
développés et la deuxieme cause de transplantation
hépatique aux Etats-Unis. Cependant, tous les patients
obéses et/ou avec un syndrome métabolique ne
vont pas développer une NAFLD [1]. La NAFLD, et
donc les différentes entités qu'elle regroupe (stéatose,
non-alcoholic steatohepatitis (NASH), fibrose, cirrhose &
carcinome hépatocellulaire), est une maladie complexe :
elle possede un déterminisme génétique mais dont la
transmission ne correspond a aucun des modes

B Mots clés : NAFLD, foie gras, stéatose, NASH, PNPLA3, TM6SF2,
MBOAT7, micro-ARN

Abstract

Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is a spectrum of
liver diseases that encompass steatosis, Non-Alcoholic
Steatohepatitis (NASH) and fibrosis. It is @ major public
health problem due to its frequency and potential
complications (cirrhosis, hepatocellular carcinoma). At
present, the monitoring of patients with steatosis or NASH
is not fully coded and current treatments are not very
effective. Research into the genetics and epigenetics of
NAFLD is booming. While genetics studies modifications
into the nucleotide sequence of genes, epigenetics studies
modifications in the function of a gene that cannot be
explained by alterations to the gene sequence. PNPLA3,
TM6SF2 and MBOAT7-TMC4 are the 3 main genes for
which single nucleotide polymorphisms are associated
with steatosis, NASH and hepatic fibrosis, independently
of insulin resistance and metabolic syndrome. MicroRNAs
(miR), small non-coding RNAs inhibit messenger RNAs and
thus regulate gene expression. The expression of some
miRs in the liver is modified in NAFLD: miR 122 is
decreased and miR 34a is increased. Some miRs are also
found in the circulation: for example, miR 122 is increased
in the case of NAFLD. Finally, the methylation of target
genes is modified in NAFLD resulting in changes in their
expression. This is particularly the case for PPAR, a key
gene for lipid metabolism. In future, it is likely that
substantial genetic and epigenetic data can be obtained
for each individual from a simple blood sample allowing
personalized monitoring and treatment for NAFLD, as for
other diseases.

M Key words: NAFLD, fatty liver, steatosis, NASH, PNPLA3, TM6SF2,
MBOAT7, microRNAs

mendéliens classiques de transmission, ni a un mode de
transmission mitochondriale. Le déterminisme génétique
est polygénique mais n’est pas suffisant pour expliquer
totalement la survenue de la maladie. Le poids des genes
expliquerait 30 a 50 % du phénotype de la NAFLD. Cela a
été mis en évidence car des agrégations familiales, des
différences de susceptibilité selon I'ethnie, et des
polymorphismes génétiques ont été découverts [2]. La
prise en charge actuelle des patients avec une NAFLD
présente des défis. La surveillance des patients sans
cirrhose n'est pas codifiée alors que le risque de carcinome
hépatocellulaire existe et I'arsenal thérapeutique médi-
camenteux est plutdt mince. Les mesures hygiéno-
diététiques, avec pour objectif une stabilisation puis
une perte de poids de 5-10 %, sont la pierre angulaire
de la prise en charge [3]. Lorsque celles-ci sont bien
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respectées, elles sont tres efficaces mais seule une
minorité de patients réussit cette modification du mode
de vie [4]. De nombreuses équipes de recherche travaillent
sur la physiopathologie de la NAFLD afin de découvrir
des nouvelles voies thérapeutiques et des facteurs
de progression de la maladie, pour identifier les patients
nécessitant un suivi rapproché.

Nous détaillerons dans une premiere partie, I'état des
connaissances actuelles sur I'impact de la génétique dans
la NAFLD. Dans une deuxiéme partie, nous ferons une
mise au point sur les modifications épigénétiques dans la
NAFLD et leurs potentiels impacts sur la prise en charge
future des patients.

Geénétique et NAFLD

La génétique étudie I'hérédité et les genes. Un gene est
formé par un nombre variable de nucléotides. Les
nucléotides contenus dans les introns ne sont pas
transcrits en ARN messager et servent a réguler les genes.
Les nucléotides des exons sont transcrits en brin d’ARN
messager. Ces ARN messagers vont, dans le cytoplasme,
étre traduits en protéines. A chaque triplet de nucléotides
correspond un acide aminé propre. Les polymorphismes, a
la base de la diversité des individus, sont de plusieurs
types : les single nucleotide polymorphisms (SNP), les copy
number variations (CNV) et les polymorphismes de
répétition (tableau 1). Les SNP sont répartis dans tout le
génome et sont trés nombreux (107 par génome humain).
Un SNP situé dans un exon entrainera la modification de
I'un des nucléotides du triplet qui pourra entrainer la
traduction d'un autre acide aminé ou générer un codon
stop et donc donner une protéine tronquée. Un SNP situé
dans un intron pourra entrainer une modification de la
conformation de I’ADN, et participer a I'augmentation ou
a la répression du gene.

A noter qu'il existe plusieurs populations dites « ances-
trales » (européenne, africaine, hispanique, asiatique...)
pour lesquelles la répartition de ces polymorphismes est
différente.

Les techniques d'identification des SNP ont pour principe
d’étudier I'association entre un alléle donné d'un SNP et le
phénotype « malade » ou « non malade ». Deux appro-
ches différentes existent. La premiere est la technique
du « gene-candidat ». Elle repose sur des hypotheses a
priori, en étudiant un géne connu potentiellement
impliqué dans le processus physiopathologique étudié.
Le principal inconvénient de cette technique est le nombre
limité de genes étudiés. La deuxiéme technique est celle
de I'analyse du « génome entier » (GWAS pour Genome
Wide Association Study). Elle étudie I'ensemble des genes
du génome sans a priori, soit par puce a ADN soit par
séquencage. C'est I'étude de choix pour étudier un grand
nombre de SNP sur beaucoup de genes a la fois. Les
risques de cette technique sont de mettre en évidence des
faux positifs. Dans les essais cliniques standard, le risque
d’erreur communément admis est de 5 % (risque o).
Dans les études GWAS, le nombre de genes étudiés
est trop important pour tolérer cette marge d’erreur.
Le seuil de significativité varie selon le nombre de
genes étudiés (p = 1/nombre de genes étudiés) : c'est
la correction de Bonferoni. De plus, les résultats
doivent étre systématiquement validés sur une cohorte
indépendante.

La détermination de single nucleotide
polymorphisms d’intéret se fait par
des analyses du génome entier (GWAS) ’ ’

La découverte de nouveaux SNP a-t-elle un intérét en
pratique clinique ? Il est possible que dans le futur, chaque
individu puisse bénéficier d'un séquencage complet

Tableau 1. Définitions de termes de géneétique.

Terme Définition

Mutation

Variation de la séquence d’ADN d'un allele d'un géne. Le terme de mutation ne
présage pas de I'effet bénéfice ou délétere. Une mutation peut se situer en région
codante ou non codante, sa longueur est variable.

Polymorphisme

Mutation non pathogene présente dans plus de 1 % de la population.

Single nucleotide polymorphism (SNP)

Polymorphisme de substitution au niveau d'un seul nucléotide. Il s'agit du remplace-
ment d’un nucléotide par un autre. Les SNP sont trés nombreux (> 107 chez
'Homme) et répartis sur tout le génome.

Copy number variations (CNV)

Polymorphisme consistant en une variation du nombre d’'exemplaires contigus de
grands segments génomiques.

Polymorphisme de répétition

Polymorphisme consistant en des séquences répétées en tandem de nombreuses
fois, a partir de motifs de longueur variable.
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de son génome. Les polymorphismes protecteurs ou
aggravant seront connus et le patient pourrait avoir une
prise en charge adaptée et accéder a une surveillance et
un traitement a la carte. A I'heure actuelle, cela est au
stade de recherche. Cette approche souleve des questions
éthiques et médicales qui nourrissent de longs débats.

La premiere étude GWAS dans la NAFLD a été publiée en
2008 par Romeo S et al. [5]. Les patients, d'origine
africaine, hispanique ou européenne présentaient
une NAFLD diagnostiquée par spectro-IRM. La modifica-
tion d'une cytosine par une guanine, entrainant en
position 148 le changement d’une isoleucine en methio-
nine (1148M) sur le gene de PNPLA3 (Patatine like
phospholipase domain-containing 3) rs 738409, était
associée de maniere tres significative avec la stéatose
(p =5,9 x 107°). Ce polymorphisme était plus fréquent
dans la population ancestrale hispanique (fréquence de
I'allele mineur (MAF) 0,49) que chez les Européens (MAF
0,23) et les Africains américains (MAF 0,17). Une méta-
analyse en 2011 a montré que ce SNP était associé a la
stéatohépatite avec un OR a 3,48 et a la fibrose avec un
OR a 3,2 [6]. Cette méta-analyse avait inclus 2 124 sujets
qui avaient eu une biopsie hépatique. De plus, ce SNP était
associé a un risque de carcinome hépatocellulaire chez les
patients avec une NAFLD prouvée histologiquement
comme chez les patients avec une maladie alcoolique
du foie [7]. De maniere assez surprenante, ce SNP n’est
associé ni a I'insulino-résistance, ni au diabete. Au niveau
physiopathologique, PNPLA3, également appelée adipo-
nutrine, est une protéine de 481 acides aminés. Son géne
est situé sur le chromosome 21. Dans le foie, cette
protéine transmembranaire est présente au niveau de
la gouttelette lipidique et au niveau du réticulum
endoplasmique dans les hépatocytes. Elle a pour role
d’hydrolyser les triglycérides. Dans le cas du SNP [148M, le
changement de I'acide aminé se fait a proximité du site
catalytique de la protéine. Cela entraine un changement
de conformation et une diminution de I'acces au site

catalytique pour le substrat. La protéine mutée a des
capacités diminuées pour hydrolyser les triglycérides, ce
qui va conduire a une augmentation de la taille des
gouttelettes lipidiques et la majoration de la stéatose
(tableau 2) [2].

En 2014, un nouveau SNP important a été découvert dans
la NAFLD. Il s'agit de TMG6SF2 (transmembrane 6
superfamily 2) rs 58542926. Ce polymorphisme est
caractérisé par le changement d’'un acide aminé gluta-
mine (E) par une lysine (K) en position 167. Ce
polymorphisme est plus fréquent dans la population
ancestrale européenne (7,2 %) que chez les Africains
américains (3,4 %) et les Hispaniques (4,7 %). Kozlitina
et al. ont été les premiers a décrire ce SNP comme associé
a la stéatose dans une cohorte de patients dont la NAFLD
était diagnostiquée par spectro-IRM [8]. Ces données ont
été validées sur une cohorte de 1 074 patients européens
ayant eu une biopsie hépatique [9]. TM6SF2 était associé
au degré de stéatose (B = 0,192 &+ 0,056) [IC 95 %
(0,082-0,301)] ainsi qu‘a la fibrose. D'autres équipes ont
validé son association avec la fibrose et ont aussi mis en
évidence son association avec la stéatohépatite dans une
cohorte de 1200 patients avec une NAFLD prouvée
histologiquement [10]. Au niveau physiopathologique,
TM6SF2 est responsable d'un effet paradoxal, la présence
du polymorphisme TT favoriserait |'accumulation de
lipides intra-hépatiques mais protégerait les vaisseaux
artériels de I'athérosclérose. Au contraire le polymor-
phisme CC largement majoritaire protégerait de la
stéatose en favorisant I'export des VLDL mais augmente-
rait le risque de développer des maladies cardiovasculai-
res. Cet effet a été confirmé dans différentes études
GWAS menées dans des populations de patients a risque
cardio-vasculaire [2, 11]. Comme dans le cas du poly-
morphisme de PNPLA3, le SNP de TM6SF2 n'est associé ni
al'insulino-résistance, ni au diabéte. Le polymorphisme TT
de TM6SF2 serait associé a un risque de carcinome
hépatocellulaire chez les patients ayant une maladie

Tableau 2. Récapitulatif du role des principaux single nucleotide polymorphisms identifiés dans la NAFLD.

Stéatose NASH Fibrose Carcinome hépatocellulaire = Mécanisme physiopathologique  Réf.
PNPLA3 Oui Oui Oui Oui Hydrolyse les TG dans les [5-71
Rs 738409 hépatocytes
TM6SF2 Oui Oui Oui Possible mais incertain Export des VLDL dans la circulation  [8, 9, 24]
Rs 58542926 sanguine
MBOAT7 Oui Oui Oui Non évalué Remodelage de la chaine des acyl [13, 14]
Rs 641738 phospholipides

NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease ; NASH = non-alcoholic steatohepatitis ; PNPLA3 = patatine like phospholipase domain-containing 3 ;
TM6SF2 = transmembrane 6 superfamily 2 ; MBOAT7 = membrane bound O-acyltransferase domain containing 7 ; TG = triglycérides ; VLDL =

very low density lipoprotein.
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alcoolique du foie. Son effet potentiel pro-carcinomateux
au cours de la NAFLD nécessite d'étre confirmé [11].
Récemment un troisieme SNP sur le gene MBOAT7-TMC4
(membrane bound 0O-acyltransferase domain containing
7-transmembrane channel-like 4) rs641738 a été identifié
tout d'abord dans les maladies alcooliques puis dans la
NAFLD [12]. Le SNP de MBOAT7-TMC4 est caractérisé par
le changement d'un nucléotide C en T. Le polymorphisme
TT est associé a un risque accru de stéatose, de NASH et de
fibrose dans 2 études indépendantes dont la NAFLD était
confirmée par biopsie hépatique ou spectro-IRM [13, 14].
Comme les 2 SNP précédents, MBOAT7 n'est pas associé
a l'insulino-résistance. Au niveau physiopathologique,
MBOAT7-TMC4 code pour une enzyme, la lysophospha-
tidyl-inositol acyl-transferase 1, qui est impliquée dans le
transfert d’un groupement acyl sur des phospholipides. En
cas d'allele T défavorable, cette enzyme serait présente a
des taux plus faibles et entrainerait une modification de la
composition en phospholipides de I'hépatocyte respon-
sable de la stéatose. De plus, il y aurait une augmentation
des acides gras libres polyinsaturés et de leurs métabolites
inflammatoires favorisant la NASH [13].

PNPLA 3, TM6SF2 et beaucoup plus récemment
MBOAT7-TMC4 constituent donc les SNP les mieux
caractérisés a ce jour, avec une association aux différents
stades de la NAFLD (stéatose, NASH et fibrose) et cela
indépendamment de I'insulino-résistance ou du syndrome
métabolique (tableau 2) [15]. Bien que d'autres SNP aient
été publiés par des équipes isolées, ils n’ont généralement
pas été validés sur des cohortes indépendantes (tableau 3
et figure 1) [11].

Les single nucleotide polymorphisms
des genes PNPLA 3, TM6SF2 et MBOAT7
sont les mieux caractérisés dans la non-alcoholic

fatty liver disease ’ ’

Epigénétique et NAFLD

L'épigénétique est ['étude des modifications dans
I"expression d'un géne qui ne peuvent pas étre expliquées
par des altérations de la séquence nucléotidique. Dans le
noyau cellulaire, I'’ADN s’enroule en pelotes autour des
histones pour former la chromatine. Celle-ci peut étre plus
ou moins compactée permettant I'acces ou non de la
machinerie transcriptionnelle. L’ADN peu condensé va
étre transcrit en ARN messager (ARNm) qui, dans le
cytoplasme, sera traduit en protéine. Certains ARNm ne
vont pas étre traduits en protéines mais vont réguler des
processus intracellulaires, ce sont les ARN non codants.
Les principaux mécanismes épigénétiques impliquent une

Tableau 3. Role des potentiels SNP identifies dans
la NAFLD.
Les SNP soulignés sont ceux qui sont associés de
maniere certaine a la NAFLD [11].

Fonction des genes
identifiés

Genes dont un polymorphisme
a été associé a la NAFLD

PNPLA3, TM6SF2, MBOAT?,
PEMT, FADS1, NR1I2

Métabolisme des lipides

Métabolisme glucidique ENPP1, IRS1, GCKR, SLC2A1

Modulation du stress S0D2, UCP2
oxydatif
Réponse immune TNF, IL6

Autres KLF6, CDKN1A

NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease ; PNPLA3 = patatine like
phospholipase domain-containing 3 ; TM6SF2 = transmembrane 6
superfamily 2 ; MBOAT7 = membrane bound O-acyltransferase
domain containing 7 ; PEMT = phosphatidylethanolamine-N-
methyltransferase ; FADS1 = fatty acid desaturase 1 ; NR1I2 =
nuclear receptor subfamily 1 group | member 2 ; ENPP1 = ecto
nucleotide pyrophosphate phosphodiesterase 1 ; IRS1 = insulin-
receptor substrate 1 ; GCKR = glucokinase regulatory protein ;
SLC2A1 = solute carrier family 2 member 1 ; SOD2 = superoxide
dismutase 2 ; UCP2 = uncoupling protein 2 ; TNF = tumor necrosis
factor ; IL6 = interleukin 6 ; KLF6 = kruppelike factor 6 ; CDKN1A
= cyclin-dependent kinase inhibitor 1A.

modification de la compaction de I’ADN (méthylation de
I'ADN, méthylation, acétylation et modification des
histones) ou une répression de la transcription (micro-
ARN) (tableaux 4 et 5). L'épigénétique constitue une voie
future tant dans le domaine du diagnostic des maladies
gue dans celui de la thérapeutique.

L'amélioration des connaissances physiopathologiques
dans la NAFLD a permis un essor de |'épigénétique dans ce
domaine [16, 17]. Cependant les connaissances sont
encore au stade de recherche et ne sont pas validées pour
la pratique clinique. Nous donnerons ci-apres succincte-
ment les avancées chez I'homme qui pourraient modifier
notre pratique dans les années a venir.

La méthylation de I’ADN consiste en I'ajout d'un groupe
méthyl sur un groupement cytosine-guanine. Cela forme
un complexe dit « site CpG ». Ces sites sont principale-
ment situés au niveau des promoteurs de genes. La
méthylation induit en général une répression génique. En
2013, Murphy et al. ont montré pour la premiere fois, a
partir de biopsies hépatiques de patients, que le degré de
méthylation de certains genes au niveau hépatique était
corrélé a la fibrose hépatique [18]. Plus récemment, le
degré de méthylation hépatique d'un seul gene, per-
oxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY),
un récepteur nucléaire impliqué dans la régulation du
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FOIE STEATOSE NASH CIRRHOSE
NORMAL

PNPLA3

MBOAT7

TM6SF2

PEMT
GCKR —
—

SOD2
KLF6 —
CDKN1A —

Figure 1. Les principaux SNP associés aux différents stades de la NAFLD. NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease ; NASH = non-alcoholic
steatohepatitis ; CHC = carcinome hépatocellulaire ; PNPLA3 = patatine like phospholipase domain-containing 3 ; MBOAT7 = membrane bound
0-acyltransferase domain containing 7 ; TM6SF2 = transmembrane 6 superfamily 2 ; PEMT = phosphatidylethanolamine-N-methyitransferase ;

GCKR = glucokinase requlatory protein ; FADS1 = fatty acid desaturase 1 ;

CDKN1A = cyclin-dependent kinase inhibitor 1A.

métabolisme des lipides, évalué sur les biopsies
hépatiques de patients avec différents stades de NAFLD,
a permis de stratifier la fibrose. La méme équipe a
également montré que I'étude plasmatique du degré de
méthylation de PPARY était associée a la fibrose hépatique
[16]. Le degré de méthylation de certains génes trouvés
dans le sang pourrait donc évaluer de maniere fiable et
non invasive la fibrose hépatique.

SOD2 = superoxide dismutase 2 ; KLF6 = kruppel-like factor 6 ;

Le degré de méthylation de certains
genes au niveau hépatique est corrélé

a la fibrose ’ ’

Parmi les nombreux mécanismes épigénétiques, les micro-
ARN (miR) sont en plein essort. Ce sont de petits ARN non
codants d’environ 22 nucléotides quivont se fixer a un ARN

Tableau 4. Définitions de termes d’épigénétique.

Terme Définition

Chromatine

Complexe formé par 'ADN et les histones. La chromatine comprend différents niveaux de compaction

Méthylation de 'ADN

Groupement méthyl lié par covalence a une cytosine. Fréquemment associé a une extinction du gene

Histones

Protéine de structure autour de laquelle 'ADN est enroulé et qui permet la compaction de 'ADN

Micro-ARN (miR)

Petits ARN non codant (environ 22 nucléotides) qui régulent les processus cellulaires en controlant la
transcription et la traduction des ARN messagers

ARN non codants
cellulaires

La majorité du génome est transcrit en ARN non codant, qui sont impliqués dans beaucoup de processus

Nucléosome

Unité structurale de la chromatine permettant la compaction. Un nucléosome comprend 147 paires de
bases organisées en double brin autour de 8 histones
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Tableau 5. Principaux mécanismes épigénétiques
et conséquences au niveau de I'expression
du gene et de sa protéine.

Activation Répression
de I'expression de I'expression

Méthylation de I'ADN X

Acétylation des histones  x

Méthylation des histones x X

Micro-ARN X

messager et entrainer une inhibition de sa traduction.
Ces mécanismes sont complexes car un miR peut
moduler plusieurs ARNm et un ARNm peut étre régulé
par différents miR. Les miR sont situés au sein des tissus
ou dans le plasma. Une des premiéres observations
des miR dans le domaine de la NAFLD a montré que
parmi 474 miR intrahépatiques, 46 étaient exprimés
différemment chez les sujets présentant une NASH par
rapport a des sujets sains. Parmi ces miR, le miR-122, le
miR le plus abondant dans le foie (70 % de I'expression
des miR), était significativement diminué [19, 20].
Le miR-34a hépatique, impliqué dans le métabolisme
lipidique, est corrélé positivement avec la sévérité de la
NASH. Le mir-34a a pour cible la Sirtuin 1 (SIRT 1) qui a
un role clé dans I"'homéostasie énergétique. Un blocage
de ce miR dans le foie serait une cible thérapeutique
potentielle dans le traitement de la NAFLD comme I'est
le miR-122 dans I'éradication du virus de I'hépatite C.
Mais les miR sont aussi détectables dans les fluides
(sang ou salive) ; par exemple, le miR-34a sérique est
corrélé a la stéatose et a la NASH [21]. Le miR-122
sérique est augmenté en cas de NASH et se normalise

lors de I'amélioration des lésions histologiques dans une
étude de 36 patients japonais avec NAFLD qui ont
bénéficié de 2 biopsies pour un suivi médian de 4,6 ans
[22]. Cette approche permettrait un diagnostic
non invasif de maladies hépatiques mais il existe des
controverses notamment car les miR ne sont pas
spécifigues d‘organes [23]. Leur usage associé a
d’'autres marqueurs clinico-biologiques pourrait étre
intéressant. La liste des principaux miR hépatiques
impliqués dans les différents stades de NAFLD est
détaillé dans la figure 2.

Le miR-122 est diminué au niveau
hépatique dans la non-alcoholic fatty liver

disease ’ ’

Conclusion

La génétique et I'épigénétique sont des domaines de
connaissance tres prometteurs dans la NAFLD. L'étude
génétique avec la découverte de certains SNP (PNPLA3,
TM6SF2 et MBOAT7-TMC4) a notamment pour objectif
de chercher des facteurs de progression de la fibrose pour
identifier les patients nécessitant un suivi rapproché. Il est
possible que dans le futur chacun puisse bénéficier d'un
séquencage de son génome permettant notamment une
surveillance personnalisée « a la carte » des risques
hépatiques et extra-hépatiques liés a la NAFLD.

L'épigénétique, a travers notamment la connaissance des
miR et la méthylation de I'ADN, apporte des éléments
éclairant dans la compréhension et le diagnostic
(marqueurs circulants) de la NAFLD. Dans le futur,
I'épigénétique hépatique sera peut-étre source de nou-
veaux procédés thérapeutiques innovants et personnalisés

FOIE

NORMAL STEATOSE

miR-33a/b miR-33a/b
miR-34a miR-34a
miR-155 miR-122
miR-199 miR-451

NASH

CIRRHOSE CHC

o

miR-21 miR-16
miR-122 miR-21
miR-34a
miR-199

Figure 2. Les principaux micro-ARN hépatiques impliqués dans les différents stades de la NAFLD [23, 25]. NAFLD = non-alcoholic fatty liver
disease ; NASH = non-alcoholic steatohepatitis ; CHC = carcinome hépatocellulaire ; miR = micro-ARN.
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ake home messages

m PNPLA3, TM6SF2 et MBOAT7-TMC4 sont des genes
dont un single nucleotide polymorphisms est impliqué
dans le développement de la non-alcoholic fatty liver
disease.

m Le mir-122, miR le plus abondant du foie, est
diminué en cas de non-alcoholic steatohepatitis.

m L'hyperméthylation de certains génes cibles
hépatiques est associée la progression de la fibrose.

m Les retombées de I'étude de la génétique et de
I'épigénétique de la non-alcoholic fatty liver disease
permettraient dans le futur un diagnostic, un traitement
et une surveillance personnalisés.

(médicaments bloguant les miR ou modifiant le degré de
méthylation de certains génes).
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5.1.3. Le microbiome intestinal
Le microbiote intestinal contient environ 10'2a 10'* microorganismes (représentant 3,3
millions de génes qui constituent « notre autre génome »), principalement des
bactéries, avec lesquels nous vivons en symbiose. Le microbiote intestinal nous fournit
de nombreux avantages tels qu'une assimilation de substances non digérées
autrement, la production de métabolites trophiques pour les cellules intestinales, une
modulation du cycle entéro-hépatique des acides biliaires, une protection par rapport
a la colonisation/infection par des bactéries pathogénes. Le terme « microbiote »
désigne une communauté de microorganismes, alors que le terme microbiome
désigne a la fois le microbiote et 'ensemble des génes et des substances issues de
I'expression génique d’un microbiote vivant dans ou sur un organisme (Jayakumar and
Loomba 2019).
Chez l'adulte sain, les philas les plus représentés dans le microbiote sont Firmicutes
et Bacteroidetes, suivis par Actinobacteria. Le phylum des protéobactéries ne
représente qu'une faible proportion des bactéries (Hollister et al. 2014).
La perte de la diversité et la modification durable du microbiote intestinal (dysbiose
intestinale) ont été bien documentées comme élément central de I'apparition de
nombreuses maladies systémiques notamment I'obésité et la NAFLD grace a l'arrivée
de nouvelles technologies (métagénomique) dans des modéles expérimentaux murins
et chez ’'Homme.
Chez I'Homme, une diminution quantitative et qualitative de la richesse des
populations bactériennes est associée a une augmentation de 'adiposité, de I'insulino-
résistance, d’'une dyslipidémie, et d’'une inflammation systémique de bas grade (Aron-
Wisnewsky et al. 2013; Le Chatelier et al. 2013). En France, Les individus obéses
possédaient significativement plus de Protéobactéries et de bactéroides et avaient une
richesse et une biodiversité inférieures par rapport a des individus avec un poids
normal (Yasir et al. 2015). Certaines de ces anomalies sont partiellement corrigées
aprés une perte de poids liée a un régime hypocalorique mené pendant 6 semaines
(ANR MicroObes consortium et al. 2013).
Chez les sujets présentant une NASH, la proportion de Proteobacteria, Enterobacteria
et Escherichia, ou Bacteroides étaient plus élevées par rapport a des individus en
bonne santé appariés (Boursier et al. 2016; Zhu et al. 2013; Safari and Gérard 2019;
Kolodziejczyk et al. 2019). De plus, une augmentation des protéobactéries et une

diminution du nombre de Firmicutes ont été observées au cours de la progression de
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la NAFLD. Quelques études suggérent que le ratio Firmicutes/ Bacteroidetes peut étre
utilisé pour déterminer la prédisposition a l'obésité et au syndrome métabolique.
Cependant, ce ratio varie de maniére significative entre les individus en bonne santé.
Son utilisation reste donc controversée et ses implications pour la santé humaine ne
sont pas claires (Hollister et al. 2014). Plus récemment, une signature métagénomique
du microbiote fécal a proposé un modéle incluant 37 espéces bactériennes pour le
diagnostic de fibrose avancée avec une AUROC a 0,94 (Loomba et al. 2017). Ces
résultats encourageants et innovants n’ont pas été confirmé dans d’autres cohortes.
Récemment, 'ADN bactérien a été étudié au niveau sanguin. Les philas bactériens
prédominant dans le sang sont les proteobactéries (87,9 %) suivis par les
actinobacteries (7,3 %), les firmicutes (3,7 %) et les bactériodetes (1,1 %) ce qui différe
totalement de ce qui est retrouvé dans le mibrobiote fécal. Chez les patients présentant
une fibrose (>F0), les actinobacteries étaient diminuées tandis que les proteobacteries
étaient augmentées par rapport aux patients sans fibrose (Lelouvier et al. 2016). Cette
découverte du « microbiote sanguin », dont la composition est trés différente du
microbiote fécal, complexifie les données sur le réle du microbiote dans le
développement de la NAFLD mais offrirait la possibilité de nouveaux marqueurs de
NASH.

Les modéles murins sont en faveur d’'une augmentation de la perméabilité intestinale
au cours de la NAFLD et de la NASH, avec une augmentation dans la circulation
portale et systémique de débris bactériens, les pathogen-associated molecular
patterns (PAMPS), dont le Lipopolysaccharide (LPS). Ces éléments participeraient a
'activation des cellules immunitaires dont les macrophages hépatiques via une
activation de différents récepteurs membranaires spécifiques (Toll Like Receptor
(TLR) 4, 2, 9). Cette activation des macrophages jouerait un réle clef dans I'apparition
de la NASH. Au niveau intestinal, une augmentation d’éthanol endogéne, de la
triméthylamine et d’acides aminés ramifiés, associée a une diminution de la production
d’acides gras a chaine courte (butyrate, propionate, acétate...) et de la disponibilité de
la choline, et une modulation du fasting-induced adipose factor favoriseraient la
stéatose et la progression vers la NASH. Une altération de la composition en acides
biliaires pourrait participer a l'altération des jonctions serrées via la voie de
signalisation de I'epidermal growth factor (Jayakumar and Loomba 2019). La dysbiose
intestinale est aussi associée a des anomalies de I'immunité de la paroi intestinale

médiée par différentes cellules. Le lymphocytes Th17, au niveau intestinal, confere
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une protection contre les pathogénes bactériens et fungiques. Dans des modéles
murins d’obésité et de stéatose (HFD), les niveaux de lymphocytes Th17 étaient
diminués, dus a une diminution de la capacité des cellules présentatrices d’antigénes
intestinales a induire la différenciation des lymphocytes T. Cette baisse de Th17
entraine une augmentation de la perméabilité intestinale (Garidou et al. 2015). La
modulation de molécules complexes intra-cellulaires (inflammasome) qui jouent un
réle clef dans la réponse inflammatoire a été mise en évidence lors de la manipulation
du microbiote intestinal et vice versa (Leung et al. 2016). Ces différents mécanismes
expliqueraient le lien entre dysbiose intestinale, anomalies du métabolisme des lipides
et des glucides et la NASH.

La modification des philas bactériens, 'augmentation de la perméabilité intestinale, le
relargage des débris bactériens dans le systéme porte (les PAMPs dont le LPS
principalement) et I'activation de I'inflammasome participent donc au développement
de la NAFLD. Dans cette optique, plusieurs études preé-cliniques ou cliniques ont
évalué des thérapeutiques ciblées sur le microbiome. Les bactéries de Lactobacillus,
Bifidobacterium et Streptococcus sont les probiotiques les plus fréquemment testés
pour inhiber I'expansion des bactéries pathogénes a Gram négatif (Woodhouse et al.
2018). Le prébiotique le plus testé est le lactulose. D’autres approches comme la
rifaximine (antibiotique) ou les herbes médicinales (Berberine) ont été essayées. La
transplantation fécale a également été étudiée chez des patients obéses. La sensibilité
a l'insuline était améliorée aprés transplantation fécale de donneurs minces mais ces
effets étaient transitoires (Kootte et al. 2017). Actuellement, un essai thérapeutique est
en cours aux Pays-Bas pour évaluer I'effet de la transplantation fécal de donneurs
sans NAFLD chez des patients présentant une NASH (www.trialregister.nl/trial/4189).
Enfin, des données trés préliminaires sur la modulation de I'infammasone ou du LPS

semblent prometteuses (Ma et al. 2017).

5.2. Développement de la stéatose
La stéatose hépatique est médiée par des anomalies du tissu adipeux, de l'intestin et
du muscle. Chez 'Homme au cours de la NAFLD, elle résulte d’'un excés d’apport de
lipides au foie et d’un défaut d’utilisation et d’export des lipides. Ainsi, il a été démontré,
chez des patients avec NAFLD, que la majorité (60 %) des acides gras hépatiques est
issue du flux d’acides gras venant d’un relargage du tissu adipeux sous-cutané

(lipolyse). Le tissu adipeux viscéral joue également un réle mais paradoxalement dans
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une moindre mesure. Les autres apports de lipides viendraient de I'alimentation sous
forme de chylomicrons (15 %) et de la lipogenése de novo (25 %) (figure 6). Le tissu
adipeux est donc un contributeur majeur au développement de la stéatose chez

'Homme (Donnelly et al. 2005).

Figure 6 : Les mécanismes conduisant au développement de la stéatose au
cours de la NAFLD

La majorité (60 %) des lipides hépatiques est issue du flux d’acides gras venant d’un relargage
du tissu adipeux sous-cutané avec une méta-inflammation et une lipolyse. Les autres lipides
viendraient de I'apport alimentaire sous forme de chylomicrons (15 %) et de la lipogénése de
novo (25 %) qui est alimentée par I'excés de glucose circulant (@) provenant du muscle qui
devient insulino-résistant. Dans le foie les acides gras non estérifiés (AGNE) sont stockés sont
forme de triglycérides (TG) qui va étre relargué dans la circulation sanguine sous forme de
Very Low Density Lipoprotein (VLDL) ou étre responsable de la stéatose hépatique.

La présence d’'une stéatose pure est, le plus souvent, associée a un bon pronostic
hépatique. Cela vient du fait que le stockage des acides gras libres sous forme de
triglycérides inerte est peu associé a des lésions hépatocytaires. Dans ce cas, la
stéatose isolée serait un facteur protecteur pour le foie. Des modeles murins, chez
lesquels I'export des VLDL était impossible (par absence de microsomal triglyceride
transfer protein (MTTP) dans le foie), présentaient une stéatose augmentée sans
retentissement sur la sensibilité a I'insuline ou la glycémie (Minehira et al. 2008).
D’autres part, en cas de stéatose, on note une augmentation de la respiration
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mitochondriale de pres de 4,3 a 5 fois par rapport a des sujets sans NAFLD, permettant
une augmentation du flux d’02 et limitant le stress oxydatif (Koliaki et al. 2015).

Dans le tissu adipeux, PPARYy, qui est un membre de la famille des PPARSs activés par
les acides gras, régule principalement la différenciation adipocytaire en rétablissant
des adipocytes fonctionnels, ce qui contribue a augmenter la sensibilité a I'insuline et
donc a diminuer la stéatose et la NAFLD (Siersbaek et al. 2010).

5.2.1. Une maladie du tissu adipeux et du muscle

L’augmentation du tissu adipeux associé a l'obésité et au syndrome meétabolique
participe a I'apparition et a I'aggravation de la NAFLD. En effet, il semblerait qu’au-
dela d’une certaine quantité (variable d’'un sujet a l'autre, selon la théorie de
'expendabilité du tissu adipeux: hyperplasie et hypertrophie des adipocytes)
'augmentation du tissu adipeux sous-cutané s’accompagne de différentes anomalies
qui caractérisent le surpoids ou I'obésité « pathologique », dont 'augmentation du tissu
adipeux viscéral serait le reflet (Bosy-Westphal et al. 2019).

Parmi ces anomalies, on note premierement I'apparition d’une inflammation locale du
tissu adipeux caractérisée par I'enrichissement de cellules inflammatoires (dont des
macrophages, des lymphocytes et des cellules dendritiques), une modification de leur
polarisation/activation et une inflammation de bas grade (appelée également
inflammation métabolique ou métaflammation) (Bessone et al. 2019; Bertola et al.
2012; 2009). Cette inflammation locale s’accompagne d’une discréte élévation sérique
des protéines de la phase aigtie de I'inflammation (dont la C-Reactive Protein) et de
cytokines proinflammatoires (Interleukine (IL) 6, IL1B, ostéopontine...) produites en
partie, par le tissu adipeux (Anty et al. 2006). En effet, la modification de facteurs
produits et sécrétés par le tissu adipeux est la 26™® anomalie présente. Ces substances
- les adipokines - sont plus d’une centaine et ont des actions autocrines, paracrines et
endocrines. Certaines, qui favorisent notamment I'inflammation, l'insulino-résistance
ou le tonus vasculaire, sont augmentées (leptine, IL6, Plasminogen activator inhibitor-
1, résistine...), d’autres comme I'adiponectine, qui est insulino-sensibilisante et anti-
fibrosante, sont diminuées.

Une 3°™ anomalie est I'apparition d’une insulino-résistance du tissu adipeux, médiée
en partie par cette inflammation chronique locale, qui est associée a une élévation
relative de la lipolyse. Celle-ci cause un relargage massif d’acides gras libres dans la

circulation veineuse systémique (acides gras en provenance du tissu adipeux sous-
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cutané) et dans la circulation portale (acides gras en provenance du tissu adipeux
viscéral) (Bugianesi et al. 2005; Nielsen et al. 2004; Khan et al. 2019).

Ces acides gras inondent le foie et participent largement a l'afflux de lipides qui
entraine I'apparition de la stéatose (stockage ectopique) (figure 6). Ces acides gras
vont également inonder le systeme musculaire squelettique et participent a 'apparition
d’'une insulino-résistance de ce dernier. Cela entraine un défaut de captation du
glucose sérique par le systtme musculaire. Cet excés de glucose circulant est capté
par le foie et participe a la formation de la lipogenése de novo (figure 6) (Machado and
Diehl 2016; Khan et al. 2019).

Certaines molécules vont cependant favoriser les voies de métabolisation pour limiter
le développement de la stéatose. C’est le cas de PPARa, qui est activé par une variété
d’acides gras et de dérivés d’acides gras modulant son activité transcriptionnelle. Il est
impliqué dans toutes les voies métaboliques de réponse au jeune. Il agit de fagon
directe sur la B-oxydation, la cétogenése, la néoglucogenése et I'utilisation des acides
aminés. Son expression est diminuée au cours des NAFLD (Kersten and Stienstra
2017). Par ailleurs, PPARa régule I'expression de Fibroblast growth factor 21 (FGF21),
une hépatokine agissant au niveau systémique, en particulier sur les tissus adipeux
blanc et brun et le cerveau durant le jeGne (Smati et al. 2019; Staiger et al. 2017).
Méme si FGF21 est une cible de PPARa, son expression est également induite par
d’autres facteurs de transcription tels que carbohydrate-responsive element-binding
protein (ChREBP) (Abdul-Wahed et al. 2017) ou Farnesoid X Receptor (FXR) (Adorini,
et al. 2012; Staiger et al. 2017). Des agonistes de PPARa et de FGF21 sont d’ailleurs
testés comme molécule anti-NASH, actuellement en essai de phase 3 (cf chapitre sur
les traitements de la NAFLD) (Kersten and Stienstra 2017).

5.2.2. La lipogenése hépatique
Lors du développement de la stéatose hépatique, les lipides qui s’accumulent dans le
foie sont majoritairement des TG. En raison de I'état de résistance a linsuline
caractéristique du patient obése pré-diabétique, la lipolyse au niveau du tissu adipeux
n'est plus efficacement inhibée par linsuline et des concentrations importantes
d’acides gras non estérifies (AGNE) sont libérées dans la circulation sanguine. Ces
acides gras (AG) sont captés par le foie. En paralléle, et de maniére paradoxale, la
synthése de novo d’AG par la voie de la lipogenése est stimulée par I'hyperglycémie,

I'hyperinsulinémie et ChREBP. En effet, ChREBP est un facteur de transcription qui
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va activer les enzymes clés de lipogenése en réponse aux meétabolites issus du
glucose. D’ailleurs l'inhibition de ChREBP chez les souris ob/ob résistantes a l'insuline
entrainait une réversion de la stéatose hépatique (Dentin et al. 2006). ChREBP peut
donc étre considéré comme un senseur du glucose et un réhaustat de la lipogenése
(http://www.youtube.com/watch?v=k_7b61U8NZ0 ; Abdul-Wahed et al. 2017; Ortega-
Prieto and Postic 2019).

Glucose Acides gras libres

SREBP-1¢c =—>

Triglycérides

ChREBP
o

Acétyl-Coa Palmitate

VLDL

Figure 7 : Les molécules clés du développement intra hépatique de la stéatose

La synthése de novo d’acide gras (AG) nécessite le métabolisme du glucose en pyruvate par
la voie de la glycolyse comprenant la glucokinase et la pyruvate kinase. La glucokinase est
activée par le facteur de transcription sterol requlatory element binding protein-1¢ (SREBP-1c¢)
tandis que la pyruvate kinase est activée par ChREBP. Le pyruvate est ensuite transformé en
Acétyl-Coa dans le cycle de Krebs. -

Les acides gras libres sont absorbés dans le foie par le transporteur cluster de différenciation
36 (CD36). Les enzymes clés de la formation des triglycérides sont I'acétyl-CoA carboxylase
(ACC), la fatty acid synthase (FAS) pour la lipogenése, la Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD)
pour I'élongation des AG et la Diacylglycérol O-acyltransférase (DGAT) pour l'estérification
des AG en triglycérides. Les génes principaux de la synthése et de I'export des VLDL sont la
cell death-inducing DFF45 like effector B (CIDEB) et I'apolipoprotéine B (APOB).

La lipogenése nécessite le métabolisme du glucose en pyruvate par la voie de la
glycolyse permettant ainsi de fournir les carbones nécessaires a la synthése des AG.

Les enzymes impliquées dans cette voie incluent la glucokinase et la pyruvate kinase.
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A noter que la glucokinase est induite par le facteur de transcription sterol regulatory
element binding protein-1c (SREBP-1c) et que la pyruvate kinase est activée par
ChREBP (figure 7). Le récepteur nucléaire LXR régule également la lipogenése
puisqu’il est nécessaire au contréle transcriptionnel de SREBP-1c¢ par I'insuline (Chen
et al. 2004).

La combinaison de 'augmentation de la glycolyse, avec des apports caloriques (riches
en fructose) excessifs et une lipolyse entrainent 'augmentation d’AGNE dans le foie.
Ces acides gras sont absorbés dans I'hépatocyte par des transporteurs et notamment
le cluster de différenciation (CD) 36. Ces acides gras vont ensuite étre estérifiés et
stockés dans des gouttelettes lipidiques sous forme de TG ou sécrétés dans le sang
sous forme de lipoprotéines de trés faibles densité (VLDL). Les enzymes clés de la
formation des triglycérides sont I'acétyl-CoA carboxylase (ACC), la fatty acid synthase
(FAS), la Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD) et la Diacylglycérol O-acyltransférase
(DGAT). Par ailleurs, les génes principaux de la synthése et de I'export des VLDL sont
la cell death-inducing DFF45 like effector B (CIDEB) et I'apolipoprotéine B (APOB)
(figure 7).

Chez les femmes, la présence d’cestrogénes est protecteur de la stéatose et des
complications métaboliques (Gourdy et al. 2018). En effet des modéles de souris
femelles déficientes en récepteur des cestrogénes (ER) développaient une adiposité
viscérale, une insulino-résistance et une altération de la tolérance au glucose (Heine
et al. 2000). Dans le foie, I'invalidation hépatique de ERa (par adénovirus ciblant ERa
hépatocyte spécifigue) augmentait la stéatose dans des modéles de souris avec
régime riche en gras et au contraire, la surexpression de ERa réduisait la stéatose
dans des modeéles génétiques femelles d’obésité ob/ob (Wang et al. 2015). Par
ailleurs, le traitement chronique par le 17Bestradiol (E2), qui est 'cestrogéne qui va se
lier a ERa et lactiver, montrait une réduction de [linsulino-résistance et une

amélioration de la stéatose (Riant et al. 2009; Guillaume et al. 2019).

5.3. De la stéatose a la NASH
Comme vu en début de manuscrit, la NASH se caractérise, en plus de 'accumulation
de lipides dans les hépatocytes, par une nécro-inflammation relayée par une infiltration
des cellules immunitaires (figure 8).
L’évolution de la stéatose vers la NASH est un processus complexe mélant différentes

voies et cellules dans le foie. Actuellement, la physiopathologie n’est pas encore
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complétement élucidée. On ignore également pourquoi certains patients atteints de
stéatose hépatique développent une NASH alors que d’autres garderont une stéatose

pure toute leur vie.
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Figure 8 : Représentation schématique de I’apparition de la NASH

Au cours de la NASH, les cytokines pro-inflammatoires provenant du tissu adipeux, les
Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) et le LPS issus de la dysbiose intestinale
sont drainés vers le foie, entrainant une activation des cellules de Kiipffer ainsi que l'infiltration
et 'activation des cellules immunitaires circulantes. L’inflammation et la stéatose vont vont
entrainer une lipotoxicité, une dysfonction mitochondriale, et une augmentation du stress
oxydatif et de celui du réticulum endosplasmique. Cela conduit a une souffrance hépatocytaire.
La souffrance ou la mort hépatocytaire libére des danger-associated molecular patterns
(DAMPs) et des espéces réactives a 'oxygenes (ROS) qui favorisent l'inflammation et les
lésions cellulaires. Ces signaux cellulaires vont activer les cellules stellaires en
myofibroblastes et déclencher la fibrogenése.

Initialement, la NASH apparaissait en « deux hits » selon la théorie de Day et James :
la premiére étape était caractérisée par la présence d’'une stéatose et la deuxiéme
étape était due a la production d’espéces réactives a l'oxygéne (ROS) par
'hépatocytes entrainant un stress oxydatif important participant a la nécro-
inflammation des hépatocytes, a une forte inflammation médiée par I'activation des
cellules de Kupffer et a linfiltration de cellules immunitaires (Day and James 1998).
Depuis, la théorie s’est étoffée méme si tous les éléments déclencheurs sont encore

mal connus (Diehl and Day 2017). Il est maintenant établi que des lipides toxiques
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(acides gras libres, notamment acides gras saturés, cholestérol libre, céramides...)
plutdt que les triglycérides eux-mémes sont les principaux acteurs de la progression
de la stéatose vers la NASH. En agissant a la fois au niveau des hépatocytes et au
niveau des cellules immunitaires, ces espéces lipidiques nocives entrainent des stress

cellulaires ainsi que l'activation d’'une importante inflammation.

5.3.1. La lipotoxicite
La lipotoxicité est définie comme une dysrégulation de I'environnement lipidique et/ou
de la composition lipidique intracellulaire, conduisant a une accumulation de lipides
toxiques et pouvant étre associée a un dysfonctionnement des organelles (stress du
réticulum endosplasmique (RE) et altération de la chaine respiratoire mitochondriale),
a des lésions cellulaires ou a la mort. |l est important de noter que la lipotoxicité est
intimement liée a linflammation chronique (inflammation déclenchée par le
métabolisme ou méta-inflammation) (Marra and Svegliati-Baroni 2018).
Alors que dans la stéatose, les acides gras sont stockés sous forme de triglycérides,
inertes et non toxiques, dans la NASH, des quantités plus élevés d’acides gras libres,
et d’autres especes lipidiques hautement toxiques sont retrouvés.
La composition lipidique des membranes cellulaires et notamment celle du RE est
modifiée conduisant a un changement dans la fluidité des membranes. Dans le foie de
souris obéses, cela conduit a une augmentation de 'homéostasie calcique et donc a
un stress du RE. Celui-ci a pour conséquence d’activer la lipogénése conduisant a une
synthése d’acide gras libres en particulier d’acide gras saturés tels que Il'acide
palmitique, qui est hautement toxique. L'augmentation des concentrations d’autres
especes lipotoxiques, notamment les céramides et la lysophosphatidylcholine, va
participer aux dommages cellulaires en induisant un stress oxydatif, et I'activation des
voies de I'apoptose (Marra and Svegliati-Baroni 2018). Un cercle vicieux va ainsi
perpétuer I'accumulation de lipides toxiques dans les hépatocytes (Baiceanu et al.
2016). De plus, la lipotoxicité peut aussi générer I'activation de I'inflammasome NOD-
like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3) (Lebeaupin et al. 2015) et
I'induction des signaux de mort cellulaire (apoptose, nécrose, pyroptose) et amener a
la production d’IL1B qui est une puissante cytokine pro-inflammatoire (Lebeaupin et al.
2018). L’inflammation, elle-méme, aggrave cette souffrance hépatocytaire (Tumor
Necrosis Factor a (TNFa), FAS...) (figure 8).
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Les acides gras qui s'accumulent dans I’hépatocyte entrainent aussi une augmentation
de la production de ROS. Ceux-ci affectent principalement I'activité mitochondriale en
diminuant la capacité respiratoire. Les mitochondries dysfonctionnelles oxydent moins
les acides gras et produisent plus de ROS. Alors que chez les patients présentant une
simple stéatose, I'activité mitochondriale est augmentée pour s’adapter aux besoins
de I'hépatocyte, chez les patients NASH, le stress oxydatif est augmenté et les
capacités de défense anti-oxydantes de I'hépatocytes sont diminuées. Cela entraine
une diminution de l'activité des mitochondries et une fuite de protons a l'origine du
stress oxydatif (Wei et al. 2008; Koliaki et al. 2015). Le stress oxydatif va entrainer
I'activation de PKCe et des sérine-thréonine kinases, qui vont phosphoryler notamment
le récepteur de l'insuline ce qui va aggraver l'insulino-résistance. Les mitochondries
dysfonctionnelles vont activer c-Jun N-terminal kinase (JNK). JNK appartient a la
famille des kinases protéiques activées par les mitogénes. C'est un médiateur
essentiel de l'insulino-résistance et de la lipotoxicité. Dans I'hépatocyte, JNK intervient
dans la mort cellulaire en activant la protéine p53 upregulated modulator of apoptosis
(PUMA) qui va favoriser 'apoptose (Marra and Svegliati-Baroni 2018).

Des métabolites des acides gras (céramides, diacyl-glycérol) participent également a
l'activation de 'ensemble des sérine-thréonine kinases et JNK.

Une revue a récemment exploré le concept de lésion lipotoxique hépatocellulaire
sublétale qui peut étre défini comme le stress et la dysfonction hépatocytaires induits
par les lipides qui est insuffisant pour causer la mort cellulaire mais suffisant pour
activer des cascades de signalisation pro-inflammatoires aberrantes (lbrahim et al.
2018). Ce concept de dommage hépatocytaire sublétal est a la base de la souffrance

hépatocytaire (voir chapitre 5.3.3).

5.3.2. La glucotoxicité

La glucotoxicité fait référence aux effets toxiques de I'nyperglycémie et de I'absorption
excessive de glucides sur les cellules et les tissus. La glucotoxicité est intrinsequement
liee a l'insulino-résistance. L'hyperglycémie chronique affecte a la fois la sécrétion et
I'action de l'insuline ce qui a comme conséquence la génération de ROS, I'activation
du stress oxydatif. Les régimes riches en glucides activent plusieurs enzymes
lipogénes, telles que ACC, FAS ou SCD, induisant une lipogenése et une stéatose.
(Mota et al. 2016).
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Parmi les différents sucres, le fructose est trés efficace dans la promotion de la
stéatose, en augmentant I'expression de CD36 et en induisant des voies lipogéniques,
notamment en régulant positivement la protéine ChREBP (Abdul-Wahed et al. 2017).
Ces changements sont associés a une réduction de l'insulino-sensibilité et vont

contribuer a la pathogenése de la NASH.

5.3.3. Altération de l'autophagie

L'autophagie est une voie d'auto-digestion cellulaire responsable de la dégradation
des composants cellulaires endommagés (organites, protéines et métabolites) dans
les lysosomes. Trois types d’autophagie ont été identifiés : la macro-autophagie,
'autophagie médiée par les chaperonnes et la micro-autophagie. La macro-
autophagie implique la formation d'un petit sac vésiculaire appelé membrane
d'isolation ou phagophore. Le phagophore renferme une partie du cytosol entrainant
la formation d'une structure a double membrane appelée autophagosome.
L'autophagosome fusionne alors avec un lysosome conduisant a la dégradation des
constituants cellulaires séquestrés dans l'autophagosome. Les acides aminés et
autres composés genéreés par la dégradation autophagique de macromolécules sont
libérés dans le cytoplasme pour étre recyclés ou pour produire de l'énergie. La
formation du phagophore et des autophagosomes nécessite 18 protéines Atg
différentes (AuTophaGyrelated) (Lavallard et al. 2012). LC3-Il est utilisée comme
marqueur des autophagosomes.

L’autophagie est une source d’énergie. Dans le foie, I'autophagie est protectrice de la
stéatose car elle a la capacité de dégrader les gouttelettes lipidiques dans les
hépatocytes, c’est la lipophagie (Singh et al. 2009). En cas d’obésité ou de stéatose,
I'autophagie diminue. Dans une cohorte humaine de patients obéses, il a été rapporté
que le rapport LC3-IlI/LC3-I et les concentrations en p62 hépatiques augmentaient
avec la stéatose et la progression vers la NASH et la fibrose, suggérant une diminution
du flux autophagique dans la NAFLD (Gonzales-Rodriguez et al. 2015). Le mécanisme
de modification du flux est partiellement connu. Par exemple, une modification de la
composition des membranes avec des répartitions modifiées du cholestérol et des
autres lipides, entraine une diminution de la mobilité des vésicules d’autophagie. La
diminution du flux autophagique va augmenter le stress du RE (ERphagie), le stress
oxydatif (mitophagie), la souffrance hépatocytaire et la polarisation pro-inflammatoire

des macrophages (Gual et al. 2017; Lavallard and Gual 2014).
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5.3.4. La souffrance ou mort hépatocytaire
Sous linfluence principalement de la lipotoxicité et de glucotoxicité, la souffrance
hépatocytaire va apparaitre (figure 8). Elle est trés complexe, associant diverses voies
de signalisation et impliquant de nombreuses cellules.
La ballonisation hépatocytaire est un marqueur de NASH important, et traduit la
souffrance hépatocytaire. Il s’agit d’'une dégénérescence de I'’hépatocyte caractérisé
par un gonflement cellulaire, une désorganisation de la polarité cellulaire, la perte des
cytokératines 8 et 18 et la présence de corps de Mallory. La souffrance hépatocytaire
est suivie par la mort des hépatocytes et le recrutement des cellules immunitaires qui
activent les cascades pro-inflammatoires. Le dialogue entre les hépatocytes et le
systéme immunitaire est a la base du développement de la NASH.
La mort cellulaire peut survenir a la suite d'un processus programmeé avec membrane
plasmatique intacte (apoptose) ou d'un processus accidentel avec lyse de la
membrane cellulaire (nécrose). Dans le contexte de la lipotoxicité, ce processus a
également été spécifiquement appelé lipoapoptose. L'apoptose est étroitement
régulée et suit les voies extrinséques ou intrinséques. La voie extrinséque est médiée
par les récepteurs de mort cellulaires, tels que les récepteurs FAS, le récepteur de
TNF 1 (TNF-R1) et TNF-like apoptosis-inducing ligand (TRAIL). La voie intrinséque est
médiée par l'activation des mécanismes de stress du RE et des mitochondries (Malhi
and Gores 2008). Les acides gras peuvent aussi réguler positivement les récepteurs
de mort cellulaire, et d’ailleurs ces récepteurs sont davantage exprimés chez les
patients NASH que chez les patients atteints de stéatose (Arab et al. 2018). Comme
'apoptose est une caractéristique essentielle de la NASH, les marqueurs de I'activité
apoptotique, tels que les fragments de cytokératine-18 clivés, ont été mis en
corrélation avec l'activité et la gravité de la maladie et pourraient étre utilisés comme
marqueurs non invasifs pour la NASH (Anty et al. 2010). En plus de I'apoptose et de
la nécrose, il existe d'autres formes de mort cellulaire qui jouent un réle dans la
NASH notamment la nécroptose et la pyroptose. La nécroptose désigne la mort
cellulaire programmée par induite par les TNF. La signalisation nécroptotique est
transduite par le nécrosome, un complexe de protéines qui est régulé positivement
dans NASH. La pyroptose est une mort cellulaire programmée dépendante de la
Caspase-1 et médiée par I'inflammasome NLRP3 (Arab et al. 2018).
La mort hépatocytaire va déclencher la libération de signaux de danger sous forme de

molécules intracellulaires désormais appelées danger-associated molecular patterns
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(DAMPs) (Caligiuri et al. 2016). Les DAMPs sont reconnus par les patterns recognition
receptors dont les mieux caractérisés sont les toll-like recepteurs (TLR). Par exemple,
le TLR-4 est exprimé sur les hépatocytes, les cellules de Kupffer, les cellules
endothéliales sinusoidales et les cellules stellaires. La voie de signalisation de TLR-4
active la voie inflammatoire de NF-kB et la production de cytokines inflammatoires
(Ibrahim et al. 2018).

En réponse au stress, I'hépatocytes va également relarguer des vésicules
extracellulaires : les exosomes, les vésicules et les corps apoptiques. Ces vésicules
permettent la communication intercellulaire et régulent les fonctions des cellules cibles
dans la NAFLD. Elles contiennent des messagers trés variés qui vont participer a la
progression de la NASH : des facteurs de néo-vascularisation, des céramides (qui vont
déclencher des cascades inflammatoires), des miR (comme miR128-3p impliqué dans
I'activation des cellules stellaires et de la fibrose), de 'ADN mitochondrial (qui va
favoriser la réponse inflammatoire). Ces vésicules sont d’ailleurs étudiées comme
biomarqueurs de NASH (Ibrahim et al. 2018)

L’hépatocyte en souffrance est également impliqué dans la progression de la maladie
notamment en générant le ligand Sonic Hegdehog qui est quiescent chez les sujets
sains mais est activé en réponse a des lésions hépatiques. Sonic Hegdehog est
indispensable a la réparation et a la régénération cellulaire mais s'il persiste dans sa
forme active, il induit la fibrose hépatique en activant directement les cellules stellaires
hépatiques (Friedman et al. 2018). D’ailleurs, plusieurs inhibitions pharmacologiques
de la voie Hegdehog diminuent les Iésions hépatiques, I'inflammation et la fibrose dans
des modeles murins de NAFLD (Kwon et al. 2016).

5.3.5. Les autres cellules impliquées dans le développement de la NASH
Les cellules de Kipffer (KC), macrophages résidents du foie, sont les cellules
immunitaires les plus abondantes du foie (figures 8 et 9). Elles sont activées par les
DAMPs et les Pathogen associated molecular patterns (PAMPs) notamment le
lipopolysaccharides (LPS). La principale origine de ces PAMPs est la dysbiose
intestinale caractérisée par une modification de la flore intestinale et une perméabilité
de la barriére intestinale due a une alimentation riche en graisse (Bashiardes et al.
2016). Dans la NASH, les KC se polarisent vers un phénotype pro-inflammatoire avec
la production de différentes cytokines et chémokines pro-inflammatoires (C-C motif

chemokine ligand (CCL) 2, TNFa, IL1, IL6...). Ces cellules vont également activer la
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voie du TLR-4/NF-kB (Cai et al. 2019; Kazankov et al. 2019). Notre équipe a
récemment montré que l'intégrine membranaire CD44 exprimée sur les cellules
immunitaires activées était impliquée dans le recrutement et l'activation des
macrophages intra-hépatiques (en réponse aux DAMPS, au LPS et aux acides gras
saturés). Cette voie participerait aux lésions hépatiques inflammatoires et fibrosantes
et serait une cible thérapeutique potentielle (Patouraux et al. 2017).
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Figure 9 : Les différentes cellules immunitaires innées impliquées dans la

progression NAFLD d’aprés Cai et al. Hepatology 2019

Sans le détailler, ce schéma montre la complexité des cellules immunitaires et les différentes
voies impliquées dans le développement de la NASH et de la fibrose hépatique.
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D’autres molécules de I'immunité vont également participer a la cascade
inflammatoire, telles que les monocytes et les lymphocytes T dont les natural killer et
les Mucosal-associated invariant T (MAIT) (figure 9). Ce sous-type de lymphocyte T
améliore les propriétés pro-inflammatoires des macrophages dérivés des monocytes
et promeut les fonctions mitogéniques et pro-inflammatoires des cellules fibrogénes,
via des mécanismes distincts (Hegde et al. 2018).

A co6té des cellules immunitaires, les cellules endothéliales sinusoidales (LSECs)
participent également au développement de la NAFLD (figure 9). Dans des conditions
physiologiques, les LSECs fenestrées sont l'interface entre les cellules hépatiques
d'un cété et le sang provenant de l'intestin et du tissu adipeux de l'autre. Elles
présentent des propriétés anti-inflammatoires et anti-fiborogéniques. La premiére
modification est la capillarisation ou la défenestration des LSECs, apparaissant trés
tét dans la progression de la NAFLD. Cette défenestration limite I'export des VLDL et
favorise le développement de la stéatose. De plus, les LSECs sont sensibles au stress
oxydatif et générent des ROS impliqués dans la souffrance hépatocytaire. Dans des
stades plus avancés de la maladie (NASH), les LSECs changent en phénotype pro-
inflammatoire. Les LSECs expriment des molécules d’adhésion et produisent des
médiateurs pro-inflammatoires (tels que IL6, IL1 et TNFa). Elles dysfonctionnent et ne
sont plus capables de maintenir les KC a I'état quiescent, et au contraire activent et
recrutent des cellules immunitaires. Enfin, une néoangiogenése pathologique se met
en place et aggrave l'inflammation du foie, comme le montre I'effet anti-inflammatoire

des thérapies anti-angiogéniques (Hammoutene and Rautou 2019).

Ce contexte hépatique chronique contribue a la formation de zones de nécrose et de
zones inflammatoires propices a une réorganisation du tissu vers un dépét excessif de

matrice extra-cellulaire. C’est I'évolution de la NASH vers la fibrose hépatique.

5.4. Développement de la fibrose hépatique
Comme dans les autres maladies chroniques du foie, la fibrose dépend du résultat net
entre la fibrogenése (production de fibrose) et la fibrolyse (dégradation de la fibrose).
La cellule stellaire est I'élément clé de la fibrogenése. Physiologiquement quiescente,
la cellule stellaire devient rapidement transdifférenciée en myofibroblaste proliférante,

contractile et fibrogéne sous l'influence des différents dommages hépatiques. En effet,
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les corps apoptotiques, les péroxydes lipidiques et les ROS relargués par ’hépatocyte
en souffrance sont de puissants signaux d'initiation de I'activation des cellules
stellaires. De plus, le relargage des médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL1j,
PDGF) par les cellules de Kupffer, les plaquettes, les neutrophiles et les cellules
endothéliales sinusoidales induisent également l'activation et la prolifération des
cellules stellaires (Gandhi 2017).

L’initiation de l'activation des cellules stellaires se chevauche et se poursuit avec la
phase de perpétuation impliquant des signaux de survie, de migration, de prolifération
et de fibrogenése. Les cellules stellaires activées produisent et déposent des quantités
croissantes de collagéne et de fibronectine de types | et Ill dans la matrice extra-
cellulaire, un processus aggravé par un désequilibre des métalloprotéinases
matricielles (produites par les macrophages) et de I'inhibiteur tissulaire des métallo-
protéinases (produit par les cellules stellaires) (Schuppan et al. 2018).

La cytokine fibrogéne la plus puissante, TGFB1, produite par plusieurs cellules, y
compris les cellules stellaires activées, est libérée sous une forme inactive et activée
par protéolyse par la fibronectine et les intégrines (Seki and Schwabe 2015). De
nombreux facteurs, parmi lesquels le TNFa, I'lL-1 et le LPS, favorisent la survie des
cellules stellaires activées en stimulant le NF-kB et en régulant négativement les génes
pro-apoptotiques. Les cellules stellaires activées produisent elles-mémes de
nombreuses cytokines, chimiokines et médiateurs de croissance. En plus d'exercer
des effets autocrines, les cytokines/chimiokines recrutent et activent les cellules
immunes et inflammatoires et réagissent aux médiateurs libérés par celles-ci,
perpétuant la fibrogenése (Gandhi 2017). D’autres cellules, comme les cellules
lymphoides innées ou les MAIT participent a la fibrogenése (Luci et al. 2019). De
maniére plus spécifique dans la NAFLD, les adipokines, le cholestérol libre et les
marqueurs inflammatoires relargués par la dysbiose intestinale (LPS par exemple)
jouent également un réle pro-fibrinogéne (Arab et al. 2018).

A contrario, les cellules natural killer (NK) exercent un effet anti-fibrotique a travers
l'interferon (IFN) y et en détruisant les cellules de stellaires activées par I'intermédiaire
de TRAIL et fas-ligand (apoptose) (Seki and Schwabe 2015).

De toute évidence, la fibrose hépatique est un phénoméne complexe orchestré par
une multitude de cellules, de médiateurs et de voies de signalisation convergeant tous

sur l'activation, la prolifération, la migration et le dépdt de la matrice extracellulaire. Le
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ciblage des voies clés sera essentiel pour développer des traitements efficaces pour
la fibrose.

6. Les modéles précliniques de NAFLD

De nombreux modeles précliniques, chez les rongeurs notamment, ont été proposés
pour étudier les mécanismes moléculaires du développement de la stéatose, de la
NASH et de la fibrose hépatique. Trois grandes familles de modéles de NAFLD
existent : les modéles génétiques (spontanés ou souris transgéniques), les modéles
nutritionnels et les modéles induits chimiquement/toxiques (injection d’'une molécule
toxique). Ces modéles peuvent étre exclusifs ou s’associer. Certains modéles seront

développés dans le manuscrit.

6.1.Les modeles génétiques de NAFLD

Des modéles génétiques spontanés ou modifiés de souris, responsables d’'une obésité
et d’'une insulino-résistance, ont été développés. lls ont permis de comprendre les
mecanismes et les acteurs moléculaires a l'origine du développement de la stéatose
et de la NASH. Par exemple, les souris ob/ob sont déficientes en leptine. Cette
adipokine, produite par le tissu adipeux blanc, induit une inhibition de la prise
alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique. Les souris ob/ob sont
donc hyperphages, moins actives, obéses, insulino-résistantes et diabétiques. Elles
développent spontanément une stéatose hépatique.

Les différents modéles génétiques ne seront pas développés (Febbraio et al. 2019).

6.2. Les modeles d’intervention diététique de NAFLD
Nous avons déja rappelé que la NAFLD est associée a I'obésité. De plus, on sait que
l'obésité est trés associée a un régime riche en fructose et a un apport calorique
excessif. Des modéles nutritionnels murins ont donc été développés pour reproduire

les effets des régimes délétéres chez 'lHomme (tableau 2).
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Tableau 2 : Résumé des modéles d’intervention diététique murins de stéatose et de
NASH d’aprés Febbraio et col. Cell metab 2019.

Obésité | Insulino | Stéatose | Inflammation/| NASH | Fibrose
résistance stress du RE

HFD ++ ++ ++ + + -
WD ++ ++ ++ + - -
MCDD - - ++ + ++ ++
CDD - - ++ + ++ ++
HFD/Fructose ++ ++ ++ ++ ++ ++
CDD HFD ++ ++ ++ ++ ++ +

++ = expression marquée ; + = expression modérée ; RE = réticulum endoplasmique ;
HFD = high fat diet ; WD = western diet ; MCDD = régime déficient en méthionine et
choline ; CDD = régime déficient en choline.

6.2.1. Le régime riche en gras (HFD)

Le régime riche en gras ou high fat diet (HFD) en anglais a été introduit dans les
années 1940. Le principe de ce régime expérimental est qu’'une majorité (45 a 75 %)
de la ration calorique totale provient des graisses saturées. Chez les rongeurs, les
deux régimes HFD les plus courants sont ceux contenant 60 % et 45 % de calories
sous forme de graisses saturées pendant 15-30 semaines. C’est un régime entrainant
une insulino-résistance : augmentation des acides gras libres circulants issus de la
lipolyse adipocytaire ou directement de I'alimentation. Lorsque des souris sont nourries
avec le régime HFD, elles vont développer une obésité avec une augmentation de leur
poids corporel, une hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une hypercholestérolémie,
une résistance a l'insuline ou encore un diabéte de type 2. Au niveau hépatique, elles
vont développer une accumulation de triglycérides, une inflammation chronique et une
NASH mais peu de fibrose. Il s’agit du modéle de choix pour étudier la stéatose (Ito et
al. 2007; Jacobs et al. 2016; Hansen et al. 2017; Lieber et al. 2004).

6.2.2. Le régime « western diet »
Le régime « western diet » est supplémenté en fructose et sucrose mimant la
composition alimentaire style fast-food des pays riches. Par exemple, plusieurs

équipes ont montré qu'en nourrissant des souris C57BL/6, avec une alimentation riche
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en graisses et en glucides (enrichie en eau avec 55 % de fructose et 45 % de
saccharose) pendant 15 a 25 semaines, celles-ci étaient devenues obéses, résistantes
a l'insuline et développaient une NASH avec une fibrose significative (Kohli et al. 2010;
Jacobs et al. 2016; Hansen et al. 2017).

6.2.3. Le régime déficient en méthionine et choline (MCDD)

Le régime alimentaire déficient en méthionine et en choline (MCDD) est I'un des
modeles nutritionnels les plus fréquemment utilisés pour induire une stéatohépatite.
Le régime MCDD contient a la fois du saccharose (40 %) et de faibles quantités de
graisse (10 %), mais deux facteurs essentiels de nutrition animale manquent, a savoir
la méthionine et la choline, et constitue donc un modéle diététique pauvre en
nutriments (Fan and Qiao 2009). Ces amino-acides jouent un role crucial dans la béta-
oxydation des AG et la production de VLDL. En conséquence, les souris nourries avec
un régime MCDD développent généralement des lésions hépatiques similaires a celles
de la NASH humaine, y compris une inflammation et une fibrose hépatique, en plus de
la stéatose (Anstee and Goldin 2006). Un des bénéfices de ce régime est le
développement précoce de la stéatose en 1 a 2 semaines et de la fibrose hépatique
en 1 a2 mois. Le développement et la gravité de la NASH induite par le régime MCDD
chez les souris peuvent dépendre du sexe, de la souche et des espéces utilisées,
reflétant I'nétérogénéité de la NASH humaine. Parmi les différents groupes étudiés,
les males C57BL/6 développent l'inflammation et la nécrose hépatiques les plus
prononceées, qui correspondent le mieux aux caractéristiques histologiques observées
dans la NASH (Santhekadur et al. 2018). Bien que le modele MCDD soit le plus validé
pour étudier les éléments inflammatoires et fibrotiques du spectre de la NAFLD, et bien
qu’il soit facilement disponible pour tous les laboratoires de recherche, il présente
plusieurs inconvénients. Premieérement, les animaux nourris au régime MCDD perdent
du poids et ont des concentrations plasmatiques en triglycérides plus basses que ce
qgue I'on observe chez ’'homme (Anstee and Goldin 2006). En outre, ils ne développent
pas de résistance a l'insuline périphérique et ont une baisse de la glycémie
plasmatique a jeun aprés 4 semaines de traitement. En résumé, alors que les
caractéristiques histologiques de la NASH sont présentes dans l'alimentation des
souris avec un régime MCDD, les caractéristiques systémiques de la NASH sont
absentes (Jacobs et al. 2016; Hansen et al. 2017; Febbraio et al. 2019).
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6.3. Les modeles induits chimiquement/toxiques

Les Iésions hépatiques parenchymateuses et la fibrose induites chimiquement sont
spécifiquement utilisées pour étudier les mécanismes de progression et de régression
de la fibrose hépatique. La fibrose dans ces modeéles évolue vers une cirrhose du foie
et un CHC avec une incidence trés élevée (Hansen et al. 2017).

Les chimiotoxines ciblées sur le foie sont le tétrachlorure de carbone (CCl4) et le
thioacétamide (TAA). Les mécanismes hépatotoxiques du CCl4 et du TAA ne sont pas
bien compris, mais impliquent I'absorption d'hépatocytes et la conversion de CCl4 et
de TAA en métabolites réactifs provoquant une nécro-inflammation oxydative, une
activation et une prolifération excessive des cellules stellaires produisant du collagéne
(Kim et al. 2017). La streptozotocine (STZ) est utilisée pour induire un diabéte car elle
est particulierement toxique pour les cellules B du pancréas, entrainant une perte
progressive de la production d'insuline, mais elle peut également avoir des effets
hépatotoxiques directs et indépendants de I'nyperglycémie. La période d'induction de
la fibrose varie selon les modéles de chimiotoxines mais est courte (1 a 8 semaines),
en fonction du schéma posologique pertinent et de la gravité de la fibrose dans le
cadre expérimental. Le modéle STAM correspond a l'injection de STZ dés la naissance
associée a un régime HFD a partir de la semaine 4. Ces souris développent une NASH
manifeste a 8 semaines, qui évolue en fibrose a 12 semaines, puis développent un
CHC a un taux proche de 100 % chez les males (Hansen et al. 2017; Febbraio et al.
2019).

7. Les traitements en cours de développement dans la NAFLD

A I'heure actuelle, aucun traitement médicamenteux n’a l'autorisation de mise sur le
marché dans la prise en charge des différents stades de la NAFLD. La pierre angulaire
de la prise en charge repose sur les mesures hygiéno-diététiques. Celles-ci
comportent d’'une part une augmentation de I'activité physique et une diminution de la
sédentarité et d’autre part une modification des habitudes alimentaires (Romero-
Gbémez et al. 2017).

L’objectif des mesures hygiéno-diététiques est une diminution du poids d’environ 5 a
10 % du poids corporel total. Une perte de poids supérieure a 10 % permet une
résolution de la NASH dans 90 % des cas et une régression de la fibrose dans 45 %
des cas apres un suivi d’'un an (Vilar-Gomez et al. 2015). Chez les patients obéses

morbides ou les patients obéses séveéres (IMC 2 35 kg/m?), la chirurgie bariatrique est
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une option efficace qui permet une perte de poids avec disparition de la stéatose, une
réduction de la mort hépatocytaire et amélioration de la fibrose a 1 an (Schneck et al.
2016; Lassailly et al. 2015). Ces résultats se maintiennent a 5 ans (Lassailly et al.
2015).

Les mesures hygiéniques préconisent une diminution de la sédentarité. En effet, le
temps passé devant un écran est associé au développement du syndrome
meétabolique et de l'obésité. De plus, au moins 30 minutes d’activité physique
quotidienne sont préconisées (Chalasani et al. 2018; Romero-Gomez et al. 2017).

La principale mesure diététique est de réduire la ration calorique quotidienne (de 500
a 1000 kCall/jour) et de limiter les apports en graisses saturées. Différents régimes ont
été proposés (appauvris en lipides et/ou en glucides). Parmi ces régimes, le régime
mediterranéen présente I'avantage d’une meilleure adhérence au long cours. Il peut
réduire la stéatose méme sans perte de poids et constitue donc le régime alimentaire
le plus recommandé pour la NAFLD (Gepner et al. 2019). Le régime méditerranéen
est caractérisé par une diminution de l'apport en glucides, en particulier des sucres et
des glucides raffinés, ainsi qu'une augmentation de I'apport en acides gras mono-
insaturés et oméga-3. D’autres conseils alimentaires sont donnés aux patients comme
'augmentation de la consommation en fibres (5 fruits et légumes par jour), la
consommation d’au moins 3 tasses de café et la réduction du fructose industriel (Anty
et al. 2012; Romero-Goémez et al. 2017).

Malheureusement, les mesures hygiéno-diététiques sont difficilement respectées par
les patients. C’est pourquoi, il est nécessaire de développer des thérapeutiques
médicamenteuses. La recherche foisonne de travaux basés sur la physiopathologie
des NAFLD et de nombreux essais thérapeutiques pré-cliniques et cliniques sont en
cours. Ces molécules ont des champs d’action trés variés, car la NAFLD est une
maladie multi-systémique avec atteinte du tube digestive, du tissu adipeux et du foie
(figure 10). Les principales molécules sont détaillées ci-dessous en fonction de leur

voie d’action principale.
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Figure 10 : Cibles thérapeutiques anti-fibrotiques d’aprés Tacke and
Weiskirchen Exp rev gastroenterol hepatol 2018

Le schéma résume les principales voies de la mort cellulaire, du métabolisme, de 'axe intestin-
foie, de linflammation et de la fibrose qui sont pharmacologiquement ciblées par des
antifibrotiques potentiels et sur des composés en cours de développement pour la
stéatohépatite et la fibrose hépatique non alcooliques.

Abbreviations: ACC, acetyl-coA carboxylase; AOC, amine oxidase, copper containing; ASK,
apoptosis signal-regulating kinase; CCR, C-C motif chemokine receptor; DNL, de novo lipogenesis;
ER, endoplasmic reticulum; FGF, fibroblast growth factor; FFA, free fatty acids; FXR, farnesoid X
receptor; JNK, Jun N-terminal kinase; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; ROS,
reactive oxygen species; SHP, small heterodimer partner; SREBP, Sterol regulatory element
binding proteins; THR, thyroid hormone receptor; TLR, toll like receptor; TNF, tumor necrosis factor;

UPR, unfolded protein response.

7.1.Les molécules agissant sur les voies métaboliques
Les principales cibles thérapeutiques des voies métaboliques sont I'insulino-résistance
avec la lipolyse, la formation des acides gras libres et la lipotoxicité ; 'accumulation
excessive des triglycérides dans les hépatocytes et la dysfonction mitochondriale ; et
'excés d’acide gras avec le stress oxydatif et le stress du réticulum endoplasmique

(Tacke and Weiskirchen 2018).
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Parmi les éléments clés de ces voies métaboliques, on trouve les récepteurs des
acides biliaires, particulierement le récepteur nucléaire des acides biliaire farnesoid X
receptor (FXR). FXR a un réle central dans le métabolisme glucidique et lipidique en
régulant de maniére négative SREPB-1c, en induisant FGF19 et en réduisant la
production d’acides biliaires endogénes. L’acide obéticholique (OCA, INT-747,
Intercept) est un puissant agoniste FXR. L'essai de phase 2, FLINT, a été interrompu
prématurément du fait des effets positifs de 'OCA sur la fibrose et la NASH (p = 0.004)
(Neuschwander-Tetri et al. 2015). Deux essais de phase 3, REGENERATE et
REVERSE, sont en cours pour évaluer 'OCA chez des patients ayant une NASH
fibrosante ou une cirrhose NASH. D’autres agonistes du FXR (non stéroides) sont en
cours d’évaluation tels que tropifexor (LIN-452, Novartis), GS-9674 (Gilead), AKN 083
(Allergan) et LMB763 (Novartis).

Une autre famille de récepteur nucléaire ciblée par les traitements sont les PPARs.
Ces récepteurs agissent comme un senseur des lipides dans plusieurs tissus (foie,
tissu adipeux, cellule immunitaire et muscle). Les agonistes PPARy ont montré leur
efficacité dans l'insulino-résistance, le diabéte de type 2 mais aussi la NAFLD.
Cependant, en France, cette famille de médicaments (les glitazones) a été retiré du
marché. L’Elafibranor, double agoniste PPARa/B, a montré un bénéfice sur la NASH
sans amélioration de la fibrose dans un essai de phase 2 de 276 patients (GOLDEN-
505) (Ratziu et al. 2016). Un essai de phase 3 est en cours (RESOLVE-IT, Genfit).
D’autres molécules agonistes panPPAR sont en cours d’évaluation.

Le fibroblast-growth factor (FGF-21) (BMS 986036, BMS) est une hormone qui régule
I'activation et I'oxydation des acides gras. Un essai de phase 2a a montré une
amélioration de la stéatose chez des patients présentant une NASH (Sanyal et al.
2019).

Les agonistes des glucagon-like peptide 1 (GLP-1), comme le liraglutide, ont montré
une amélioration du poids, de l'insulino-résistance et de la NASH dans un essai de
phase 2 (Armstrong et al. 2016). Un essai de phase 2 avec un autre agoniste des
récepteurs du GLP-1, le sémaglutide, a été réalisé et une phase 3 est en cours de
préparation.

La voie des analogues récepteurs des hormones thyroidiennes béta (MGL-3196,
Madrigal) et les inhibiteurs de certaines enzymes de la lipogenése de novo comme
l'acétyl-Coa carboxylase sont d’autres voies de recherche clinique en cours

d’investigation (Tacke and Weiskirchen 2018).
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7.2.Les molécules agissant sur la mort cellulaire

Le traitement ant-ifibrosant idéal modulant la mort cellulaire devrait probablement
fonctionner de maniére spécifique en fonction du type cellulaire et bien sir étre efficace
sur les hépatocytes mais également les cellules stellaires.

Emricasan (IDN-6556, PF-03491390), inhibiteur pan-caspases a montré des effets
bénéfiques sur la NASH et la fibrose dans des modéles murins mais des résultats
mitigés chez 'homme (Barreyro et al. 2015). VX-166 (Vertex) et GS-9450 (Gilead),
d’autres inhibiteurs de caspase, ont été étudiés mais ont eu des résultats décevants.
Enfin, l'inhibiteur de Apoptosis Signal regulating Kinase 1 (ASK 1), le selonsertib, qui
était une molécule prometteuse en régulant la mort cellulaire mais également les voies
de signalisation de l'inflammation (Loomba et al. 2018), n’a pas montré d’efficacité ni

sur la NASH, ni sur la fibrose en phase 3. Son développement a été arrété récemment.

7.3.Les molécules agissant sur I'inflammation

Les approches directes sur I'inflammation ont pour objectif de bloquer le recrutement
des cellules inflammatoires. Ce mécanisme est principalement régulé par les
chémokines, relarguées par les cellules de Kupffer, les hépatocytes stressés, les
cellules sinusoidales et les cellules stellaires. L'un des facteurs clés de la fibrose est
le recrutement de monocytes inflammatoires via le récepteur des chémokines CCR2.
Le cenicriviroc (Allergan), un double inhibiteur CCR2/CCR5 a montré une amélioration
de la fibrose aprés un an de traitement chez 289 patients avec NASH (Friedman,
Ratziu, et al. 2018) dans une étude de phase 2 et est actuellement en phase 3.

Une voie de I'inflammation des macrophages repose sur la Galectin-3. Des modéles
murins ont montré une réduction de la fibrose avec des inhibiteurs de Galectin-3
(Traber and Zomer 2013). Un essai de phase 3 est actuellement cours (GR-MD-02,

Galectins therapeutics).

7.4.Les molécules agissant sur la fibrose
Le simtuzumab (Gilead) est un anticorps monoclonal dirigé contre LOXL2 (lysyl
oxidase-like 2), une enzyme de la matrice responsable de la réticulation des chaines
de collagéne, présente en grande quantité dans les régions avec fibrose du foie.
Malgré ces effets prometteurs dans des modeéles pré-cliniques, la molécule n’a pas

montré son efficacité chez des patients présentant une fibrose et une cirrhose. Deux
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essais ont été arrétés prématurément devant I'absence d’efficacité (Harrison,
Abdelmalek, et al. 2018).

7.5. Molécules agissant sur 'axe foie-intestin
L’axe foie-intestin est une entité fonctionnelle importante. Les nutriments absorbés au
niveau digestif sont directement relargués dans le systéme porte et le foie, et au
contraire les acides biliaires hépatiques sont relargués dans l'intestin. En cas de
maladie hépatique, on retrouve une modification du microbiote intestinal, une
augmentation de la perméabilité capillaire et de la translocation bactérienne. A I'heure
actuelle, la transplantation fécale, les antibiotiques et les probiotiques n’ont pas fait
assez de preuves dans le traitement de la NAFLD (Tacke and Weiskirchen 2018). Une
molécule intéressante est un analogue du fibroblat growth factor (FGF) 19 (NGM282,
NGMBio). FGF15/19 est activé par FXR. Cette hormone a une action hépatique directe
en diminuant la lipogenése, la néoglucogenése et la synthése d’acide biliaire et en
augmentant I'oxydation des acides gras, la synthese de glycogéne et la synthése
protéique. FGF15/19 joue également un réle dans le tissu adipeux en augmentant
'absorption du glucose, et dans le cerveau dans le contrdle de I'appétit (Babaknejad
et al. 2018; Arab et al. 2017; Cicione et al. 2012). Un essai de phase 2 de 12 semaines
a montré sur 82 patients présentant une NASH et une fibrose F1-F3, une amélioration
significative de la stéatose (Harrison et al. 2018). Une étude exploratoire chez 19
patients a également montré, aprés 12 semaines de traitement, une amélioration de

la fibrose. Un essai de phase 2b est en cours.

Au vu de toutes ces molécules en cours de développement, la prise en charge de la
NAFLD pourrait évoluer dans les années futures. A I'heure actuelle, les molécules les
plus prometteuses sont I'acide obéticholique (agoniste FXR), I'élafibranor (double
agoniste PPAR) et le cenicriviroc (inhibiteur CCR2/CCR5) et le NGM282 (analogue du
FGF19).
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Partie 2 : La protéine Fibronectine type 3 domain
containing 5 (FNDC5) et l’lrisine

1. Les myokines

Les muscles squelettiques représentent environ 40 % du poids corporel chez les
hommes et les femmes minces et constituent donc le plus grand organe chez les
humains non obéses. L'idée que les cellules musculaires pourraient produire et libérer
un facteur humoral remonte a de nombreuses années. Pendant prés d’'un demi-siécle,
les chercheurs ont émis I'hnypothése que les cellules des muscles squelettiques
possédaient un facteur « humoral » libéré en réponse a une demande accrue de
glucose au cours de la contraction. En 2003, Pedersen et col. ont suggéré que les
cytokines ou autres peptides produits, exprimés et libérés par les fibres musculaires
et exercant des effets endocriniens soient classés dans la catégorie des myokines
(Pedersen et al. 2003). L'identification du muscle squelettique en tant qu'organe de
sécretion a créé un nouveau paradigme : les muscles produisent et liberent des
myokines, qui fonctionnent comme des hormones et exercent des effets spécifiques
sur des organes distants. D'autres protéines produites par le muscle squelettique qui
ne sont pas libérées dans la circulation pourraient fonctionner par des mécanismes
autocrines ou paracrines, exercant ainsi leurs effets sur les voies de signalisation a
l'intérieur du muscle lui-méme (Pedersen and Febbraio 2012).

La premiére myokine découverte est la Myostatine, qui fait partie de la super famille
des tumor growth factor (TGF) B. L'inactivation de son géne (par knock-out (KO))
entraine une hypertrophie étendue du muscle squelettique (Rodgers and Garikipati
2008). Cette myokine est également impliquée dans le maintien de I'homéostasie
métabolique et dans la modulation de la fonction et de la masse du tissu adipeux
(McPherron and Lee 2002). Une autre myokine, I'interleukine (IL) 6, est la premiere
qui a été montrée comme étant secrétée dans le sang en réponse a des contractions
musculaires (Pedersen and Febbraio 2008). Cette myokine est la plus étudiée. Au
niveau du métabolisme glucido-lipidique, IL6 favorise la lipolyse du tissu adipeux
viscéral et la glycogénolyse dans le foie pour maintenir une glycémie suffisante et des
apports en sucre nécessaires au muscle en activité (Febbraio and Pedersen 2002;
Wedell-Neergaard et al. 2019).
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Beaucoup de myokines identifiees exercent des effets autocrines ou paracrines dans
le muscle méme. Ainsi, la myostatine, I'lL-4, I'lL-6, I'lL-7 et I'lL-15 sont impliquées dans
la régulation de I'hypertrophie musculaire et de la myogenése. De plus, les myokines
sont également des médiateurs d’effets systémiques, y compris des effets sur le foie,
les tissus adipeux, le cerveau, l'intestin et le systeme immunitaire (Rai and Demontis
2016). Par exemple, le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) traverse la barriére
hémato-encéphalique et favorise la gliogenése et la neurogenése dans plusieurs
régions du cerveau, y compris I'hippocampe (Klein et al. 2011). Il augmente également
I'apprentissage et la mémoire en facilitant la potentialisation a long terme et la plasticité
synaptique (Rai and Demontis 2016).

Au total, la contraction musculaire et, par conséquent, l'activité physique est un
important régulateur de la seécrétion de myokines, mais [l'activité physique et
I'entrainement physique font partie d'un mode de vie sain et la dissection précise de
I'action d’'une myokine a partir d'autres événements de signalisation est tres difficile.
Les myokines agissent trés probablement de maniére intégrée avec les métabolites,
les exosomes et d'autres signaux. Cependant, il est important d’étudier les signatures
individuelles de myokines afin d’explorer plus avant la valeur thérapeutique potentielle

de certaines d’entre elles.

2. La « Fibronectin type Il domain family »

La fibronectine intervient dans une grande variété d'interactions cellulaires avec la
matrice extracellulaire et joue un réle important dans I'adhésion, la migration, la
croissance et la différenciation cellulaires. Elle est largement exprimée dans plusieurs
types de cellules et est d'une importance cruciale dans le développement des
vertébrés, comme le montre la l|étalité embryonnaire précoce de souris avec
l'inactivation ciblée de son géne.

La fibronectine se présente habituellement sous forme de dimére composé de deux
sous-unités d’environ 250 kDa presque identiques, liées de maniére covalente par une
paire de liaisons disulfures. Chaque monomeére est constitué de trois types d’unités
répétitives : type I, type Il et type Ill. La fibronectine contient 12 répétitions de type I, 2
répétitions de type Il et 15 a 17 répétitions de type Ill. Cette derniére catégorie
représente environ 90 % de la fibronectine (Pankov and Yamada 2002). Sa longueur
est d’environ 90 résidus sans aucune liaison disulfure. Les domaines de la fibronectine

sont présents dans une grande variété de protéines extracellulaires. Elles sont
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largement répandues chez les especes animales, mais se rencontrent aussi
sporadiquement dans les protéines de levures, de plantes et de bactéries (Pankov and
Yamada 2002).

La protéine FNDCS5 (fibronectin type Ill domain containing 5) est la plus étudiée des
protéines de la famille des fibronectin type Ill domain containing mais d’autres
protéines ont été décrites dans la littérature. Leurs fonctions sont trés hétérogénes et
ces différentes protéines n'ont été que peu étudiées.

FNDC4 est la protéine de la famille qui a le plus d’homologie avec FNDC5 (57 %
d’acides aminés communs). Une seule étude a montré que FNDC4, mais pas FNDC5,
était fortement régulée avec I'état inflammatoire. Elle était exprimée dans les cellules
epithéliales et les cellules immunitaires de l'intestin et son expression était augmentée
en cas d’inflammation. L’administration exogéne de FNDC4 entrainait une réduction
de linflammation et de la gravité de la maladie dans un modéle murin de maladie
inflammatoire chronique de [lintestin. Fait intéressant, FNDC4 modifiait I'état
d'activation des macrophages, ce qui entrainait des conséquences importantes sur
leurs fonctions (Bosma et al. 2016).

FNDC1 ou AGS8 (activator of G signaling 8) est un membre représentatif d'un sous-
groupe de protéines AGS qui interagissent directement avec les protéines G. Le
traitement du signal via les protéines G est I'un des systémes les plus utilisés pour le
transfert d'informations a travers la membrane cellulaire. Une seule équipe, menée par
Motohiko Sato, s’est intéressée a la protéine AGS8 ou FNDC1. AGS8, inductible par
I'nypoxie, participait a I'adaptation de cardiomyocytes a un « défi » ischémique (Sato
et al. 2006). Des modeéles in vitro de cardiomyocytes de rats dans lesquels AGS8 était
surexprimée (transfection pcDNA::AGS8) ou invalidée (AGS8 siRNA) ont montré que
I'apoptose des cardiomyocytes induite par I'hypoxie était prévenue par l'invalidation
d’AGSS8, alors que la surexpression de AGS8 augmentait I'apoptose (Sato et al. 2009;
2014). AGS8 formait des complexes avec les protéines G et la connexine 43 (CX43),
connexine qui régule la permeéabilité de petites molécules sous stress hypoxique.
AGS8 bloquerait I'internalisation de CX43 en période de stress hypoxique ce qui
diminuerait le flux a travers le canal et favoriserait 'apoptose des cardiomyocytes (Sato
et al. 2009).

FNDC3 jouerait un role dans la ramification et la croissance synaptique. Une étude

portant sur la formation et la fonction de la jonction neuromusculaire larvaire (JNM) de
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la drosophile a montré que le développement de la JNM chez la drosophile nécessitait
le géne de Fndc3 (Syed et al. 2019).

Enfin, une étude a évalué les fonctions cellulaires et moléculaires de PPARy dans la
différenciation des muscles squelettiques. La surexpression de PPARYy pouvait inhiber
la différenciation myogénique dans les cellules musculaires squelettiques C2C12.
Dans cette étude, 2 génes, Car12 et Fndc9, étaient significativement surexprimés dans
les cellules sauvages (WT) mais sous-exprimés dans les cellules surexprimant
PPARYy. Cette étude a montré que la formation de myotubes ainsi que I'expression de
génes myogéniques spécifiques au muscle pourraient étre inhibées par la
surexpression de PPARYy. Plusieurs génes et voies ont été significativement impliqués
dans ce processus, dont Fndc9 (He et al. 2017).

A noter que FNDC2 et FNDC8 ne sont pas référencés sur Pubmeb.

3. La protéine FNDC5

3.1. Découverte de lirisine et réle initial de FNDC5

L’irisine, du nom de la déesse messagere grecque « Iris », a été découverte en
recherchant des facteurs sécrétés par le muscle en réponse a l'activation du PPAR y
coactivator-1a (PGC1a).

En effet, PGC1a est un co-activateur de transcription qui intervient dans de nombreux
programmes biologiques liés au métabolisme énergétique. Initialement décrit comme
un co-activateur de PPARYy qui modulait I'expression de la protéine de découplage 1
(UCP1) et de la thermogenése dans le tissu adipeux brun, il a également été démontré
qu'il contrélait la biogenése mitochondriale et le métabolisme oxydatif dans de
nombreux types de cellules. PGC1a est induit dans le muscle par I'exercice et stimule
bon nombre des effets bénéfiques les plus connus de I'exercice sur le muscle comme
la biogenése mitochondriale ou I'angiogenése (Handschin and Spiegelman 2008).
Bostrom et col. ont d’abord montré une augmentation de la brunisation du tissu
adipeux blanc sous cutané, associé a une augmentation d’'UCP1 dans des modéles
murins transgéniques avec surexpression de PGC1a. La culture d’adipocytes
primaires sous cutanés avec surexpression de PGC1a sécrétait des molécules
pouvant induire la thermogenése. La molécule principalement responsable était

FNDC5. En effet, dans des adipocytes primaires sous cutanés blancs, FNDC5
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induisait 7 fois 'TARNm d’'UCP1 a une concentration de 20 nM avec un effet dose entre
1et 15 nM (Bostrom et al. 2012).

FNDC5 est une protéine transmembranaire de 212 acides aminés qui comprend un
peptide signal, 2 domaines fibronectine, un domaine hydrophobe qui est inséré dans
la membrane, et une partie C terminale cytosolique (figure 11). Aprés clivage
protéolytique, glycosylation et dimérisation, une nouvelle protéine, [lirisine,
comprenant la plus grande partie des domaines fibronectines, est libérée (figure 11).
L’irisine est remarquablement conservée entre les espéces avec 100 % d’homologie

entre la souris et ’THomme (Bostrom et al. 2012).
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Figure 11 : Schémas représentatifs de la structure de Fibronectin type lll
domain containing 5 et de l'irisine

A - La protéine FNDC5 comprend un peptide signal (SP), 2 domaines fibronectine Ill, un
domaine hydrophobe (H) et un domaine C terminal (C). L’irisine comprend 112 acides aminés
et provient du clivage de FNDCS5.

B - Superpositions de huit sous-unités dans l'unité asymétrique cristallographique montrant
les régions de flexibilité se trouvant sur la méme face et pouvant étre candidates a des sites
d'interaction protéine-protéine.

C - Structure du dimere d'irisine.

L’étude princeps a également montré que lirisine était détectée dans le plasma
sanguin et humain et était augmentée en cas d’activité physique. L’augmentation de
la concentration sanguine est proportionnelle a 'augmentation observée dans le
muscle. Aprés injection de FNDC5 (par un adénovirus vecteur) chez des souris sous
régime HFD, une perte de poids, une amélioration de la tolérance au glucose et une

augmentation d’UCP1 étaient observées. Ces effets étaient inverses en cas
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d’'inhibition de FNDC5 traduisant que l'irisine est requise pour une part substantielle
des effets de I'exercice sur la brunisation du tissu adipeux (Bostrom et al. 2012).
Depuis, des informations supplémentaires sur la structure de FNDCS5 et l'irisine ont été
publiées. FNDC5 est N-glycolysée au niveau des acides aminés Asn?®® et Asn®! et cette
double glycosylation contribue a la stabilisation de FNDC5. Lorsque FNDCS5 n’est pas
glycosylée, elle se situe dans le réticulum endoplasmique plutét que dans la
membrane cellulaire. Bien que le mécanisme de clivage de FNDC5 soit inconnu, il a
été montré que la glycosylation de FNDC5 était nécessaire pour la sécrétion de l'irisine
(Nie and Liu 2017).

La structure de l'irisine par cristallographie aux rayons X jusqu'a une résolution de 2,28
A révéle que lirisine, protéine de 112 acides aminés, consiste en un domaine de type
fibronectine 1l (FNIII) N-terminal attaché a une queue C-terminale flexible. Une
découverte inattendue et remarquable de la structure d'irisine est que, contrairement
a tout domaine FNIII précédemment caractérisé, elle forme un dimére serré dans
lequel les brins C des feuilles a quatre brins se combinent pour créer une feuille
antiparalléle continue a huit brins (figure 11). Les données biochimiques confirment
que l'irisine est un dimére et que la glycosylation n'est pas affectée par la dimérisation
(Schumacher et al. 2013).

Trés récemment, un récepteur de l'irisine, l'intégrine aV/B5, a été identifié dans
I'ostéocyte. C’est la premiére fois qu’un récepteur de l'irisine est identifié et des études
supplémentaires sont nécessaires pour rechercher ce récepteur dans d’autres tissus
et notamment le foie (Kim et al. 2018; Greenhill 2019; Anastasilakis et al. 2019). En
revanche, le mécanisme de clivage de l'irisine est toujours inconnu.

L’irisine, sécrétée par FNDC5, a été initialement assimilée a la myokine de l'activité

physique et comme traitement prometteur pour I'obésité et le DT2.

3.2.2013-2015 : la controverse sur FNDC5

Aprés la publication princeps en 2012, faisant de lirisine 'hormone de l'activité
physique (Bostrom et al. 2012), des incohérences entre les résultats des valeurs de
circulation de l'irisine ont été retrouvées dans plusieurs études de suivi. En effet, les
niveaux d’irisine circulante dans ces études différaient de fagon frappante (de 24 pg/ml
a 2 yg/ml). De maniére plus intrigante et illogique, plusieurs auteurs ont rapporté que
I'entrainement physique n'exercait aucune influence sur lirisine circulante chez
I'Homme (Pekkala et al. 2013; Norheim et al. 2014).
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De plus Raschke et col. ont montré chez 'hnomme, que le codon d'initiation du géne
FNDCS5 était muté et n'était pas activé par la contraction, que le codon d'initiation ATA
du gene FNDC5 n’était essentiellement pas traduit et que FNDCS5 et l'irisine n'avaient
aucun effet sur la différenciation brute des préadipocytes. En conséquence, ils ont
suggeéré que les humains ne produisaient pas la protéine FNDC5 et ne pouvaient donc
pas avoir d'irisine plasmatique (Raschke et al. 2013).

En 2015, Albrecht et col. ont étudié la sensibilité et la spécificité des anticorps utilisés
pour détecter l'irisine. lls ont trouvé une réactivité croisée avec d’autres protéines
(telles que l'apolipoprotéine A1) et ont conclu que la détection de l'irisine par les
anticorps inclus dans les kits ELISA disponibles dans le commerce présentait des
inconvénients importants (Albrecht et al. 2015).

Tous ces auteurs « anti-irisine » ont été jusqu’a dire que lirisine était un mythe grec
plutét qu’'un messager grec ! (Timmons et al. 2012; Elsen et al. 2014; Sanchis-Gomar
et al. 2014).

Pour clore la controverse, Jedrychowski et col. ont identifié et quantifié I'irisine humaine
dans le plasma en utilisant la spectrométrie de masse avec des peptides de contrdle
enrichis en isotopes stables lourds en tant qu'étalons internes. Cette méthode de
pointe précise que l'irisine humaine était principalement traduite a partir de son codon
de départ non canonique. Les niveaux d'irisine étaient présents a 3,6 ng/ml chez les
individus sédentaires et étaient significativement augmentés a 4,3 ng/ml chez les

individus subissant un entrainement en aérobie (Jedrychowski et al. 2015).

3.3. Les grandes fonctions de FNDCS5 et de l'irisine

FNDC5 est principalement exprimée dans le muscle squelettique mais également
dans d’autres organes tels que le tissu adipeux, le cceur ou le rein. Son expression est
trés faible dans le foie et le pancréas. Chez I'humain, I'expression de FNDC5 dans le
muscle est 100 a 200 fois supérieure a celle du tissu adipeux (Moreno-Navarrete et al.
2013). Cependant le tissu adipeux sous cutané est la deuxieéme source d’irisine. On
estime chez la souris que 70 % de la fraction circulante de l'irisine provient du muscle
(Roca-Rivada et al. 2013).

FNDC5/irisine a été initialement décrit comme associé a la thermogeneése et a l'activité
physique. D’autres études ont montré son role dans le DT2 et ses complications
(obésité, insulino-résistance, dyslipidémie), la NAFLD et I'hypertrophie cardiaque.

FNDC5/irisine a été étudié dans le muscle, le tissu adipeux et le sang bien sr mais
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aussi dans le ceeur, le foie, le pancréas, le cerveau (figure 12). Enfin I'étude génique
de FNDC5 et notamment I'étude de ses polymorphismes a fait I'objet de plusieurs
publications.

Plusieurs équipes ont produits des modeéles de souris KO Fndcb. Les souris KO étaient
viables, fertiles, présentaient un poids normal. En revanche, sous l'influence de
régimes (régime HFD par exemple), les anomalies métaboliques étaient exacerbées
(Liu et al. 2016; Xiong et al. 2019; Li et al. 2018). L’ensemble de ces données sont

détaillées dans la suite du manuscrit.

Muscle Tissu adipeux

7 absorption de glucose /7 UCP-1 = brunisation du TA blanc
N néoglucogenese 7 absorption de glucose

N\ glycogénolyse N accumulation de lipides

4

IRISINE CIRCULANTE

Foie
7 glycogénolyse Cerveau
\ néoglucogenése 7 I'expression de BDNF
\ lipogenése Action sur l'apprentissage et la mémoire
N\ accumulation de lipides
Coeur

Pancréas
7 la sécrétion d’insuline et de glucagon
7 la survie des cellules 8

N\ I'hypertrophie cardiaque

Figure 12 : Effets probables de l'irisine sur le métabolisme lipido-glucidique

L’irisine est principalement sécrétée par le muscle mais également par le tissu adipeux et le
foie (fleches bleues). L’irisine exerce une action sur différents organes via la circulation dans
le sang. L’effet le plus validé de lirisine est celui de la brunisation du tissu adipeux blanc via
I'activation de 'UCP1.

Abbreéviations : UCP-1 = uncoupling proteine 1 ; TA = tissu adipeux ; BDNF = Brain-Derived
Neurotrophic Factor

3.3.1. FNDC5/Irisine et exercice physique
Dans la description premiére de l'irisine, les souris transgéniques surexprimant Pgc1a
dans le muscle avaient une augmentation de I'expression de FNDC5 et du relargage
de lirisine (Bostrém et al. 2012). Etant donné que I'un des éléments déclencheurs de

PGC1a est I'exercice physique, plusieurs études ont montré I'effet de I'exercice sur la
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sécretion d’irisine et ont reporté des résultats contradictoires. Plusieurs études n’ont
pas retrouvé d’association entre les niveaux de PGC1a, de FNDC5, d’irisine et I'activité
physique (Raschke et al. 2013; Kurdiova et al. 2014). Par exemple, I'expression de
FNDC5 dans le muscle (étudié sur 9 biopsies humaines) était non modifiée aprés 8
semaines d’un programme d’entrainement physique d’endurance (Besse-Patin et al.
2014). De plus, ni I'exercice aigu (exercice en aérobie intense pendant 1h), ni
I'exercice chronique (21 semaines d’activité physique en endurance) ne modifiait
'expression de PGC1a ou de FNDC5 dans le muscle ou le niveau d’irisine circulant.
Seul I'exercice contre résistance montrait une augmentation par 2 a 4 de PGC1a et
une augmentation de 1,4 fois de niveau circulant d’irisine (Pekkala et al. 2013). Enfin,
les niveaux dARNm de PGC1a et de FNDC5 dans le muscle squelettique étaient
significativement augmentés chez 26 individus aprés 12 semaines d’exercice physique
mais au contraire, le niveau circulant d’irisine était diminué (Norheim et al. 2014).

A contrario, d’autres études ont montré une augmentation de l'irisine circulante aprés
exercice physique (Loffler et al. 2015; Joo Young Huh et al. 2015; Shirvani and
Rahmati-Ahmadabad 2019). Chez la souris, le niveau d’irisine était 2 fois supérieur
dans le muscle et 1,5 fois supérieur dans le sérum immédiatement aprés un exercice
physique sur tapis roulant, mais le niveau dARNm de Fndc5 n’était pas modifié
(Brenmoehl et al. 2014). Chez '’humain, la durée de I'exercice physique semble étre
important dans la modification de la concentration sérique d’irisine. Certains auteurs
ont reporté que le pic d’irisine était maximum 30 a 60 minutes aprés un exercice et
retournait a I'état basal 6h plus tard, et que I'activité chronique ne modifiait pas la
concentration sérique d’irisine (Pekkala et al. 2013; Nygaard et al. 2015).

Lorsque I'on interpréte tous ces résultats d’étude basés sur I'exercice physique, il est
important de rappeler I'hétérogénéité qui existe entre les études que ce soit sur le
design, le type d’activité physique (aérobie, résistance), la durée (aiglie ou chronique).
De plus, la plupart des études chez ’humain porte sur un petit nombre de participants.
Enfin, la détection de lirisine ou de FNDC5 se base sur des anticorps commercialisés
dont la fiabilité est questionnable (Perakakis et al. 2017).

En conclusion, il semble y avoir une augmentation de [l'irisine circulante lors d’'une
activité physique aiglie et non chronique, ce qui implique un «timing » dans la
modification de I'expression de FNDC5 et le relargage de lirisine par le muscle
(Perakakis et al. 2017).
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3.3.2. FNDC5/Irisine et tissu adipeux

3.3.2.1. FNDCY5%/Irisine favorise la brunisation du tissu adipeux blanc

Chez les mammiféres vivant dans les pays froids ou hibernant, I'énergie est
transformée en chaleur pour lutter contre les températures extrémes et maintenir la
température corporelle. Le mécanisme physiologique est celui de la production de
chaleur par le tissu adipeux brun. Cette production de chaleur permet également la
protection contre I'obésité en éliminant les triglycérides et en atténuant la résistance a
l'insuline car elle consomme beaucoup d’énergie. En effet les adipocytes du tissu
adipeux brun présentent plus de mitochondries et moins de gouttelettes de
triglycérides que les adipocytes du tissu adipeux blanc (Jeremic et al. 2017).
L’expression du facteur découplant 1 (UCP1), composant principal des mitochondries,
est le reflet de la production de chaleur dans le tissu adipeux brun (Seale and Lazar
2009). Chez I'humain, ce tissu adipeux est quasi inexistant mais il a été montré qu’en
cas d’exposition d’un individu a des températures tres basses, le tissu adipeux blanc
est capable de se « transformer » en tissu adipeux brun et produire de la chaleur :
c’est le concept de brunisation du tissu adipeux blanc (van Marken Lichtenbelt et al.
2009).

Aprés avoir été sécrétée par le muscle, l'irisine stimule I'expression d’'UCP1 dans les
adipocytes entrainant la brunisation du tissu adipeux blanc. Chez I'humain, l'irisine
semblait induire la brunisation de certains tissux adipeux blancs spécifiques comme
celui de la nuque (Lee et al. 2014; Elsen et al. 2014). Dans une étude ou des humains
étaient exposés a des températures basses, l'irisine circulante était augmentée (tout
comme FGF21 qui est l'adipokine du tissu adipeux brun) et était corrélée avec
l'intensité des frissons (Lee et al. 2014).

En 2013, Roca-Rivada et col. ont montré dans des modeles murins d’obésité et a partir
de biopsies humaines de tissu adipeux blanc sous cutané et viscéral que FNDCS5 était
également exprimé dans les adipocytes et que lirisine était relarguée a partir des
adipocytes montrant qu’il ne s’agissait pas seulement d’'une myokine mais également
d’'une adipokine. FNDCS5 était plus exprimée dans le tissu adipeux sous cutané que le
tissu adipeux viscéral et son expression adipocytaire augmentait aprés une activité
physique (Roca-Rivada et al. 2013). Chez les sujets obéses, I'expression de
FNDC5/irisine dans le tissu adipeux était augmentée (Pérez-Sotelo et al. 2017). La
surexpression de FNDC5 dans des adipocytes humains montraient une augmentation

d’UCP1 et de la production de chaleur traduisant une brunisation du tissu adipeux (Lee
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et al. 2014). Les adipocytes traités avec de l'irisine exogéne étaient plus petits et
accumulaient moins de lipides que les adipocytes contrdles. D’ailleurs, l'irisine régulait
certains génes impliqués dans la lipolyse comme par exemple patatin-like
phospholipase domain-containing protein 2 et hormone-sensitive lipase (Huh et al.
2015). Des modeéles murins obéses (HFD) traités avec FNDC5 recombinant avaient
une diminution du diamétre des adipocytes et une réduction du cholestérol, des
triglycérides et des acides gras circulants (Xiong et al. 2015). Au contraire,
l'invalidation de FNDC5 dans les adipocytes montrait une réduction de I'expression
d’UCP1 et des adipocytes plus gros (Pérez-Sotelo et al. 2017; Zhang et al. 2016). Ces
résultats ont été confirmés chez des souris Fndc5™ qui, aprés une activité physique,
présentaient une diminution de la brunisation du tissu adipeux basée sur une
diminution de Ucp1 (Xiong et al. 2019). Etant donné que chez les patients obéses,
lirisine est augmentée, Perez-Sotelo et col. proposent le concept « de résistance a
lirisine » des adipocytes matures en cas d’obésité empéchant ses effets bénéfiques.
Cette résistance serait responsable de la sécrétion excessive d'irisine par des
adipocytes matures dans le but de contre-balancer le statut métabolique altéré (Pérez-
Sotelo et al. 2017).

Au niveau mécanistique, la brunisation du tissu adipeux est médiée par la voie de
signalisation de la p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) et extracellular-signal
regulated kinase (ERK). L’irisine va phosphoryler p38-MAPK et I'activer. L’inhibition de
p38-MAPK ou de ERK abolit I'effet positif de l'irisine sur UCP1 (Sanchis-Gomar and
Perez-Quilis 2014; Zhang et al. 2014; Zhang et al. 2016).

3.3.2.2. FNDCY5%/Irisine favorise le métabolisme glucidique du tissu
adipeux
Le deuxiéme réle de l'irisine dans le tissu adipeux est son action sur le métabolisme
glucidique (Perakakis et al. 2017; Chen et al. 2016). Chez I'’humain, I'absorption du
glucose, dans le tissu adipeux brun, induite par l'insuline aprés une exposition au froid
est dix fois supérieure a celle du tissu adipeux blanc ou du tissu adipeux viscéral
(Orava et al. 2011). Cette augmentation de I'absorption du glucose résultait de
'augmentation d’expression du transporteur de glucose GLUT4, sans modification
significative de I'expression de GLUT1 ou de genes codant pour les récepteurs de
l'insuline. L’irisine semblait induire I'expression de GLUT4 dans les adipocytes matures

humains et sa translocation a la membrane cellulaire (Huh et al. 2014).
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3.3.3. FNDC5/Irisine et muscle
Comme déja dit plus haut, la principale source d’irisine est d’origine musculaire.
L’irisine, produite au niveau du muscle, va jouer un réle autocrine et paracrine sur les
cellules musculaires mais va également agir a distance. Dans ce chapitre, ne sera
détaillé que les effets de FNDC5/Irisine sur le tissu musculaire.
Le traitement des cellules musculaires primaires humaines avec de [lirisine
recombinante pendant 1h augmentait 'absorption de glucose et d’acides gras (ce qui
était similaire a I'absorption observée aprés I'exposition a I'insuline). Aprés 6h de
traitement, I'expression des génes impliqués dans le transport du glucose (GLUT4) et
le métabolisme des lipides (PPARa) étaient augmentés tandis que les génes impliqués
dans la glycogénolyse (glycogen phosphorylase) étaient diminués (Huh et al. 2015).
Des résultats similaires avec des injections d’irisine étaient retrouvés dans des études
sur des cellules musculaires L6 et C2C12 et dans des modéles murins d’obésité-
diabétique (Lee et al. 2015; Xin et al. 2016). L'irisine, dans la cellule musculaire,
entrainait une diminution du niveau d’ATP et une augmentation des ROS qui
aboutissaient a la phosphorylation de 'AMPK, a son activation sur les voies
métaboliques (Lee et al. 2015; Huh et al. 2015). De plus, elle stimulait la translocation
des récepteurs GLUT4 via la voie p38-MAPK sur la membrane cellulaire (comme dans
le tissu adipeux) (Lee et al. 2015).
Chez les individus obéses, la synthése de FNDC5 et la sécrétion d’irisine étaient
augmentées dans le muscle probablement dans I'objectif de maximiser 'absorption du
glucose dans le muscle et prévenir '’hyperglycémie, puisque celle-ci était diminuée
chez les patient obéses diabétiques (Kurdiova et al. 2014; Moreno-Navarrete et al.
2013).
Tous ces éléments font que le glucose est probablement un important régulateur de

I'irisine dans le muscle.

3.3.4. FNDC5/Irisine et les autres organes
FNDC5/irisine a été étudié dans de nombreux organes tels que le pancréas, le cceur,
le cerveau ou le rein. Les données de la littérature sont cependant faibles et les

résultats trouvés sont rarement confirmés par plusieurs équipes.
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3.3.4.1. FNDC5Y/Irisine et pancréas

Les principales études sur le pancréas se sont intéressées a I'étude de lirisine
circulante chez des patients diabétiques. Ces données seront détaillées dans le
chapitre FNDC5/irisine et diabéte.

Deux études, sur des cellules pancréatiques B de rat avec incubation d’irisine ont
montré que l'irisine avait un effet positif sur la prolifération des cellules 8 en stimulant
la voie p38-MAPK-ERK, voie déja étudiée dans le tissu adipeux et le muscle (Liu et al.
2017; Zhang et al. 2018). De plus, l'irisine diminuait 'apoptose dans ces cellules (Liu
et al. 2017; Zhang et al. 2018). Dans des modeéles in vitro de gluco-lipotoxicité, les
cellules pancréatiques incubées avec de [lirisine avaient une réversion de
'accumulation de lipides avec une diminution de I'expression de Fas et Acc et une
diminution de l'inflammation cellulaire (Zhang et al. 2018). Ces données sont en faveur

d’'une probable action endocrine de l'irisine sur le pancréas.

3.3.4.2. FNDC5%/Irisine et fonctions cognitives
L’exercice, en particulier 'endurance, a des effets bénéfiques sur le cerveau et les
fonctions cognitives. L’exercice améliore les résultats dans la prise en charge de
maladies neurologiques telles que la dépression, I'épilepsie, les accidents vasculaires
cérébraux, la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson. L'induction de
neurotrophines/facteurs de croissance, notamment le facteur neurotrophique dérivé
du cerveau (BDNF), est un important médiateur moléculaire responsable de ces
réactions bénéfiques dans le cerveau. Le BDNF favorise de nombreux aspects du
développement du cerveau, comme la survie des cellules neuronales, la
différenciation, la migration, I'arborisation dendritique, la synaptogenése, la plasticité
synaptique et I'apprentissage (Nagahara and Tuszynski 2011). L’hippocampe est une
région centrale du cerveau impliquée dans I'apprentissage et la mémoire. Il a été
montré que FNDC5 stimulait I'expression du BDNF dans I'hippocampe aprés une
activité physique d’endurance (Wrann et al. 2013; S. H. Choi et al. 2018). En effet,
I'exercice entrainait une augmentation de la transcription de PGC7a qui induit
'expression de FNDC5 (Wrann et al. 2013; S. H. Choi et al. 2018). Le BDNF peut
également avoir un rétrocontréle négatif sur I'expression de FNDC5 (Wrann et al.
2013). Dans des modéles murins de maladie d’Alzheimer, les niveaux de
FNDC5/Irisine étaient diminués dans I'’hippocampe. La surexpression périphérique de

FNDC5 améliorait les troubles de la mémoire, alors que son blocage atténuait les
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actions neuro-protectrices de l'exercice physique sur la plasticité synaptique et la
mémoire (Lourenco et al. 2019). L’irisine semble donc avoir un effet thérapeutique

potentiellement intéressant dans la maladie d’Alzheimer (Pedersen 2019).

3.3.4.3. FNDC5/Irisine et coeur
Il est établi que la graisse épicardique est considérée comme un tissu adipeux
viscérale et est associée a un haut risque cardiovasculaire (Mazurek et al. 2003). Par
ailleurs, la cardiopathie hypertensive est caractérisée par la présence d’une
hypertrophie cardiaque pathologique. L’étude de FNDC5/irisine dans le coeur est
récente. Chez des patients opérés du cceur, lirisine circulante était corrélée
négativement a la surface de graisse épicardique aprés ajustement sur I'age, le sexe
et 'IlMC mais n’était associée a aucun autre marqueur cardiovasculaire (Kaneda et al.
2018). Des modéles murins d’hypertrophie cardiaque avec invalidation ou
surexpression endogéne de Fndc5 ont montré une modification de I'expression de
FARNm de Fndc5 myocardique. Les souris déficientes en Fndc5’ avaient plus
d'hypertrophie cardiaque, de fibrose et de lésions traumatiques que les souris
surexprimant Fndcb. L'irisine protégerait de [I'hypertrophie cardiaque et de
l'insuffisance cardiaque induites par une surcharge via l'induction et I'amélioration du

flux d'autophagie (Li et al. 2018). L’irisine protége donc du risque cardiovasculaire.

3.4. FNDC5/Irisine dans le foie
Le foie est un organe clé dans le métabolisme lipidique et glucidique. FNDC5/Irisine
semble un élément protecteur de la stéatose et de la NASH. Liu et col. ont montré que
FNDCS5 était produit par le foie et que l'irisine était une hépatokine (Liu et al. 2016).
Cependant, l'irisine semble avoir surtout une action autocrine et paracrine (figure 13)
(Mo et al. 2016). En effet, le pourcentage d’irisine sanguine provenant du foie est trés
faible (moins de 5 %) et les effets hépatiques de lirisine ne sont pas corrélés a sa
concentration circulante. La premiere étude spécifique de FNDC5 dans les
hépatocytes date de 2015 (Park et al. 2015). Il faut quand méme noter que presque
toutes les études dans le foie se sont attachées a étudier le réle de I'irisine aprés

injection/surexpression d’irisine.
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Figure 13 : Role de FNDC5/irisine dans le foie

L’irisine sanguine provient majoritairement du muscle mais le foie est également capable de
produire FNDC5. FNDC5 hépatique relarque l'irisine qui a principalement un effet autocrine
ou paracrine sur les hépatocytes, mais qui peut étre sécrété dans la circulation sanguine. Dans
le foie, lirisine est activée par CAR et FXR. L’irisine va activer la voie PISK/AKT qui va
entrainer une diminution de la néoglucogenése et une augmentation de la synthése de
glycogéene, responsables d’une diminution du glucose circulant. L’irisine va activer 'AMPK qui
va bloquer mTOR. De plus, l'irisine va inhiber PRMT3 qui active LXR et SREBP-1c. Ces voies
vont diminuer la lipogenese. Enfin, PRMT3 régulé a la baisse ne va pas activer les voies du
TNFa et de NFKB permettant une diminution du stress oxydatif et de l'inflammation cellulaire.
Abbréviations : CAR: constitutive androstane receptor ; FXR: farnesoid-X receptor ; PI3K:
phosphoinositide 3-kinase ; GSK: glycogen synthase kinase-3 ; GS: glycogene synthase ; PEPCK:
phosphoenolpyruvate carboxykinase ; G6P: glucose-6-phosphatase ; FOXO1: fork-head box
transcription factor O1 ; mTOR: mammalian target of rapamycin ; FAS: fatty acid synthase ; ACC:
acetylcoa carboxylase ; LXR: liver X receptor ; SREBP: Sterol regulatory element-binding proteins ;
PRMT: protein arginine methyltransferases ; TNF: tumor necrosis factor ; IL-6: interleukine 6 ; NFkB:
nuclear factor-kappa B ; COX-2: cyclooxygenase-2 ; ROS: reactiv oxygen species

3.4.1. FNDC5/irisine et métabolisme lipidique
Le premier travail qui a étudié I'irisine dans les hépatocytes a été publié en 2015. Tout
d’abord les auteurs ont montré dans des lignées d’hépatocytes (AML12) et dans des
hépatocytes primaires de souris, que lirisine était présente dans les hépatocytes. En
effet, ils ont retrouvé un pic fluorescent correspondant a l'irisine dans le cytosol des
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hépatocytes. Dans des modéles in vitro d’insulino-résistance et de lipogenéese
(traitement avec palmitate), le traitement par irisine recombinante diminuait
'accumulation de triglycérides et réduisait I'expression des genes de la lipogenése
(Fas, Acc) en inhibant la voie protein-arginine methyltransferase-3 (PRMT3) - liver X
receptor a (LXRa) - SREBP-1c. De plus, le traitement par irisine recombinante dans
'hépatocyte réduisait I'inflammation médiée par les cytokines (Tnfa, II-6) et la
production de ROS (Park et al. 2015).

En 2016, Tang et col. ont étudié des souris soumises a un régime riche en graisse
(HFD) qui ont été traitées par de l'irisine recombinante pendant 2 semaines. Ces souris
amélioraient leur adiposité avec une augmentation du HDL- cholestérol, une réduction
du LDL-cholestérol et des triglycérides intra-hépatiques. L'étude génique hépatique
montrait d’ailleurs une diminution des génes de la synthése de cholestérol et une
augmentation des génes de I'excrétion de cholestérol. Cet effet serait médié par
'activation de 'AMPK entrainant l'inhibition de SREBP2 (Tang et al. 2016). Ces
résultats ont été confirmés de maniére indépendante (Mo et al. 2016).

Pour aller plus loin, Liu et col. ont publié en 2016 le premier modéle de souris Fndc5™
. A I'état basal, les souris déficientes présentaient une accumulation de lipides intra-
hépatiques (Liu et al. 2016; Zhou et al. 2018). La déficience en Fndc5 entrainait une
accumulation de lipides par diminution de l'autophagie et de la béta-oxydation des
acides gras et 'augmentation de la lipogenése. Ces effets étaient médiés par la voie
commune AMPK / mammalian target of rapamycin (mTOR). Ces résultats ont été
confirmés sur des souris traitées avec de l'irisine recombinante et qui avaient eu un
régime riche en gras (Liu et al. 2016).

Au contraire de tous ces effets positifs de l'irisine sur le métabolisme lipidique, une
étude a trouvé que l'ajout d’irisine dans des cellules HepG2 a I'état basal ou aprés
incubation de glucose (30 nM) ne modifiait pas les génes impliqués dans la béta-
oxydation ou la synthése des acides gras (Wang et al. 2015). De plus, une autre étude
faite sur des HepG2, traitées avec de l'acide oléique et de l'acide palmitique en
présence de lirisine recombinante, n'avait pas vu d’effet positif de lirisine sur la
quantification de la stéatose et le métabolisme lipidique. De plus, I'expression d’irisine
n’était pas augmentée chez les souris soumises a un régime riche en gras (HFD)
(Petta et al. 2017).
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3.4.2. FNDC5/Irisine et métabolisme glucidique

Dans des lignées d’HepG2 et dans des hépatocytes primaires de souris avec insulino-
résistance (milieu enrichi en palmitate ou glucosamine), I'ajout d’irisine réduisait la
néoglucogenése, mise en évidence par une diminution de l'activité de Phospho-enol
pyruvate carboxykinase et Glucose-6-Phosphatase, via la voie de signalisation de
phosphoinositide-3-kinase (PI3K)-AKT-FOXO1 et la voie de 'AMPK (Xin et al. 2016;
Mo et al. 2016) et stimulait la glycogénése par I'activation de la glycogéne synthase
via la voie de signalisation PI3SK-AKT-glycogene synthase kinase 3 (figure 13) (Liu et
al. 2015). Ces résultats étaient retrouvés chez des souris diabétiques (STZ + HFD)
traitées avec de l'irisine (Liu et al. 2015; Xin et al. 2016).

Les effets de lirisine sur la glycémie sont détaillés dans le chapitre « FNDCl/Irisine et

insulino-résistance/diabéte ».

3.4.3. FNDC5/Irisine et fibrose
Deux publications contradictoires ont étudié le lien entre FNDC5/irisine et fibrose. La
premiéere étude, qui ne montrait déja pas d’effet de I'irisine sur le métabolisme lipidique,
a trouvé que lirisine était exprimée dans les cellules stellaires humaines et qu’en plus,
lirisine était augmentée en paralléle avec I'activation de la cellule stellaire. L’ajout
d’irisine dans les cellules stellaires activées augmentait I'expression des marqueurs
de fibrose (TIMP-1 et MCP-1) et du collagéne a1. Ces résultats sont en faveur d’un
effet délétére de l'irisine sur la fibrose (Petta et al. 2017). Au contraire, chez des souris
Fndc5™", le régime HFD aggravait I'activation des cellules stellaires et le dépét de
collagene par rapport a des souris WT. Dans des cellules stellaires primaires de souris
traitées avec de l'oxidized low density lipoprotein, qui est un modéle d’activation de
ces cellules, I'ajout de FNDC5 atténuait la fibrose via l'inhibition de l'activation des
cellules stellaires induite par la phosphorylation de I'AMPK. Cette étude montrait donc
au contraire un effet protecteur de FNDC5/irisine sur la fibrose (Zhou et al. 2018). Des
études supplémentaires sont nécessaires pour clarifier le role de FNDC5/irisine dans

la fibrose hépatique.

3.4.4. FNDC5/irisine et carcinome hépatocellulaire
Deux études ont montré que I'expression de 'TARNm de FNDCS était plus élevée dans
le foie de patients avec un CHC que dans le foie de donneurs sains alors que la

concentration sérique d’irisine n’était pas différente (Gaggini et al. 2017; Shi et al.
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2017). Les cellules HepG2 ou SMCC7721 (2 lignées de CHC humain) traitées avec
de l'irisine avaient une prolifération cellulaire accrue par rapport aux contréles. De plus,
les cellules HepG2 traitées présentaient une augmentation accrue de la migration et
de I'envahissement via I'activation de la voie PI3K/AKT (Shi et al. 2017). Ces résultats
sont en faveur d’un rble délétére de l'irisine dans le développement du carcinome
hépatocellulaire. Cela est trés curieux quand on sait I'action bénéfique de I'activité
physique en prophylaxie primaire et secondaire des cancers. D’ailleurs une étude
récente a montré I'effet bénéfique de I'activité physique sur les cancers hépato-biliaires
(Baumeister et al. 2019). Des études complémentaires sont nécessaires pour mieux

comprendre le réle de I'irisine dans le CHC.

3.5.FNDC5/irisine et risque métabolique
Aprés avoir détaillé le réle de FNDC5/irisine dans les différents organes, nous allons
maintenant détailler son réle dans l'insulino-résistance, le diabéte et dans la NAFLD.
Il est crucial de comprendre les mécanismes de régulation en amont et en aval de
FNDC5 dans le métabolisme et les troubles associés pour révéler les cibles

moléculaires (Cao et al. 2019).

3.5.1. Les régulateurs de FNDC5/irisine dans le syndrome métabolique
L’étude princeps montrait que FNDCS5 était régulée par PGC1a dans le muscle et que
l'irisine avait une action positive sur UCP1 dans le tissu adipeux blanc (Bostrom et al.
2012). Ces résultats ont été confirmés dans d’autres organes depuis (Matsuo et al.
2015; Wrann et al. 2013). Néanmoins, la maniére dont FNDC5 est régulée dans les
activités métaboliques n’est pas claire. Des études expérimentales in vitro et in vivo
ont montré que la myostatine, une myokine, régulait négativement la phosphorylation
de 'AMPK, qui, par la suite, réduisait I'activation de PGC1a et FNDC5 (Shan et al.
2013). Un traitement par myostatine chez la souris inhibait I'expression de FNDC5 et
réduisait la brunisation des adipocytes blancs. Une étude détaillée a permis de mettre
en évidence que l'inhibition de FNDC5 par la myostatine était médiée par le miR-34a
qui se liait a une région non traduite dans la zone 3'UTR de Fndc5. Le role de miR-
34a dans la régulation de FNDC5 a ensuite été confirmé sur des myoblastes
surexprimant ou inhibant miR-34a (Ge et al. 2016). Une autre voie de la régulation

épigénétique de TARNm de FNDC5 était médiée par la modification du complexe CpG
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(CpG island) par rlhistone H3 dans le promoteur du géne. Le récepteur de
glucocorticoide a se liait a ce complexe CpG et semblait jouer un réle dans la
régulation de FNDC5 (Kim et al. 2017).

Plus spécifiquement dans le foie, le récepteur constitutif d'androstane (CAR) semble
impliqué dans l'expression de FNDC5. CAR se liait spécifiquement a une répétition
directe, séparée par cing nucléotides, d'un élément de réponse au récepteur nucléaire
du promoteur FNDC5 dans des cellules HepG2, stimulant I'expression de FNDC5 (Mo
et al. 2016). Plus récemment, une étude sur des cellules HepG2, des hépatocytes
primaires humains et des macaques a montré que FNDC5 était une cible directe de
FXR (Li et al. 2019).

Les effets bénéfiques du premier agoniste de FXR, 'OCA, pourrait étre médié en partie
par FNDC5. Néanmoins, le mode d’activation de FNDC5 est toujours inconnu (Cao et
al. 2019).

3.5.2. FNDC5/irisine et insulino-résistance/diabéte

3.5.2.1. Insulino-résistance/diabéte dans les modéles murins
Dans l'étude princeps sur FNDC5/Irisine, aprés 20 semaines de régime HFD, des
souris WT BALB/c avaient une injection intra péritonéale de particules d’adénovirus
exprimant FNDCS5. Aprés 10 jours, ces souris avaient un poids similaire aux souris
contréles mais avaient un niveau de glucose plus bas (aprés injection intrapéritonéale
de glucose) ainsi qu’'une concentration sanguine d’insuline plus basse suggérant que
l'irisine pouvait réduire l'insulino-résistance (Bostrom et al. 2012). Ces résultats ont été
confirmés dans une deuxiéme étude avec des souris C56BL/6 aprés 10 semaines de
régime HFD. En effet, aprés injection intra péritonéale de glucose, les niveaux
sanguins de glucose et linsuline étaient plus bas (-35 % et -50 % a 60 min,
respectivement), et les souris avaient une réduction de leur poids dans le groupe traité
pendant 14 jours avec de l'irisine humaine recombinante (Zhang et al. 2014). Des
souris diabétiques-HFD traitées avec de lirisine avait une amélioration de la tolérance
au glucose (Xin et al. 2016; Liu et al. 2015), une diminution du cholestérol total et des
triglycérides sanguins (Xin et al. 2016) et une augmentation de la stéatose hépatique
(Liu et al. 2015) en comparaison a des souris contrOles. Le mécanisme de ces
améliorations était une augmentation de I'absorption du glucose combinée a une

réduction de la néoglucogenése (Xin et al. 2016). De maniére similaire, la
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surexpression de Fndcb chez des souris obéses réduisait I'hyperglycémie,
I'hyperinsulinémie, I'hyperlipidémie et la pression artérielle et améliorait la dépense
énergétique et la lipolyse (Xiong et al. 2015). Une étude récente a montré que des
souris HFD avaient des niveaux de FNDC5 plus élevés dans le muscle et le tissu
adipeux comparées a des souris contréles (Guilford et al. 2017). Des expériences
similaires chez des rats diabétiques obéses avec injection intra péritonéale d'irisine
avaient retrouvé un poids plus faible, une meilleure tolérance au glucose et une
augmentation de l'insuline circulante par rapport a un groupe de rats contrbles sans
injection d'irisine (Liu et al. 2017; Pang et al. 2017). La voie de l'irisine pourrait passer
par la B-arrestin-2 qui régulerait la p38-MAKP (Pang et al. 2017). Tout récemment, une
étude sur des souris ApoE’- a montré, sous régime western Diet, une diminution des
triglycérides et une amélioration du cholestérol (baisse du LDL et hausse du HDL-
cholestérol) aprés traitement par irisine. L’irisine favorisait le transport du cholestérol
dans le foie (via les transporteurs du cholestérol dans la bile Abcg5 et Abcg8) et
améliorait I'athérosclérose (H. Li et al. 2019).

Toutes ces données indiquent que, dans des modéles murins, l'irisine peut affecter
positivement I'homéostasie du glucose, le profil lipidique et d'autres paramétres

meétaboliques liés a l'obésité.

3.5.2.2. Insulino-résistance/diabéte chez 'humain
Plus de 50 études ont étudié I'association chez 'Homme entre lirisine et I'obésité,
l'insulino-résistance, le diabéte et le syndrome métabolique (Perakakis et al. 2017).
Cette association a été observée dans différentes sous-populations, comme par
exemple les patients souffrant d'anorexie mentale et présentant des concentrations
sériques d'irisine significativement plus faibles (environ 15 %) que les personnes de
poids normal ou les personnes obéses. De méme, les femmes atteintes de surpoids
ou d'obésité, ou atteintes du syndrome des ovaires polykystiques avaient des
concentrations élevées d'irisine (environ 15 a 20 %) par rapport aux individus de poids
normal (Stengel et al. 2013). La perte de poids (-6,31 + 0,195 %) aprés des
changements alimentaires entrainait une diminution significative de l'irisine circulante
(15 %), tandis que la reprise du poids ramene les niveaux d'irisine a leur valeur initiale
(Crujeiras et al. 2014). La plupart de ces études ont également montré une corrélation
positive entre les niveaux circulants d'irisine et la masse totale du corps, la masse

grasse et, parfois, le rapport taille/hanches. Chez les individus en bonne santé, la
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majeure partie de l'irisine dans le sang provenait des cellules musculaires, mais, dans
l'obésité, la quantité d'irisine sécrétée par le tissu adipeux était probablement plus
élevée que dans les états maigres, en raison de I'augmentation de la masse grasse
totale (Crujeiras et al. 2014; Crujeiras et al. 2015). Une explication de I'association
entre l'irisine, I''MC et la masse grasse pourrait étre I'apparition d'une « résistance a
l'irisine ». L'obésité augmente la sécrétion d'irisine par les muscles, probablement pour
maximiser ['utilisation de I'énergie et 'homéostasie du glucose pour atteindre I'équilibre
meétabolique. L’hyperirisinémie observée dans I'obésité pourrait donc étre un
mecanisme permettant de compenser la résistance observée a lirisine et de
maximiser les effets anti-obésité et hypoglycémiants de I'hormone (Pérez-Sotelo et al.
2017; Perakakis et al. 2017). Les résultats de la plupart des études s'accordent aussi
pour dire que lirisine est associée positivement aux marqueurs de la résistance a
l'insuline, tels que HOMA ou HOMA2 (Chen et al. 2016; Huth et al. 2015). Cela a été
confirmé dans une méta-analyse de 2016 dans laquelle les auteurs ont montré que les
niveaux circulants d'irisine étaient associés de maniére directe et positive, bien que
faible, a la résistance a l'insuline chez les adultes non atteints de DT2 (Qiu et al. 2016).
Comme l'irisine est associée a I'MC et a la résistance a l'insuline, sa diminution
pourrait favoriser la mise en place du diabéte. Drailleurs, la plupart des études
cliniques, y compris une méta-analyse, ont montré des niveaux plus faibles d’irisine
chez les patients atteints de prédiabéte ou de DT2 par rapport aux groupes témoins
(Liu et al. 2013; 2014; Hu et al. 2016; Wang et al. 2015; Zhang et al. 2016). Cette
découverte pourrait s'expliquer par la réduction de la synthése de FNDC5 et, par
conséquent, par la diminution de la sécrétion d'irisine observée dans les tissus
musculaires de patients obéses et atteints de DT2 (Kurdiova et al. 2014). Le facteur
responsable du passage de la sécrétion élevée d'irisine dans I'obésité a une faible
sécrétion dans le DT2 n'a pas encore été identifié, bien que des études ex vivo et in
vitro suggerent qu'une hyperglycémie chronique et une hyperlipidémie soient des
déclencheurs possibles (Kurdiova et al. 2014; Moreno-Navarrete et al. 2013).
L’ethnie jouerait possiblement un rdle puisque les niveaux d’irisine sont associés
positivement au risque de syndrome métabolique chez les individus caucasiens et
Africains (Moreno et al. 2015; Park et al. 2013) et négativement chez les Asiatiques
(Hwang et al. 2016; Yan et al. 2014).
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Dans I'ensemble, il nexiste pas de consensus sur I'association de lirisine et du
syndrome meétabolique ou du DT2 chez 'Homme et des études prospectives plus

larges sont donc nécessaires pour clarifier la question.

3.5.2.3. Polymorphismes de FNDC5 dans I'insulino-résistance/diabéte
Pour compléter I'étude de FNDC5/Irisine dans le métabolisme, plusieurs auteurs se
sont intéressés aux polymorphismes de FNDCS5. La premiére étude a porté sur 1976
allemands a risque de DT2. Basé sur la HapMap, 4 polymorphismes, localisés dans
des zones non codantes du géne, ont été sélectionnés : rs3480 G/A, rs16835198 G/T,
rs1746661 G/T et rs726344 G/A. Le SNP rs16835198 était associé a des
concentrations élevées d’insuline a jeun, tandis que le SNP rs726344 était associé a
'augmentation de 'HOMA-IR. Aucun des autres SNPs testés n’avaient d’association
avec l'insulino-sensibilité et/ou la glycémie (Staiger et al. 2017). L'étude suivante a
comparé les polymorphismes rs3480 A/G et rs16835198 G/T chez des sujets sains
avec et sans activité physique. Chez les patients avec un faible niveau d’activité
physique, les niveaux d’insuline et ’HOMA-IR étaient plus élevés avec le SNP rs3480
AG et GG par rapport au SNP rs3480 AA. De plus, le SNP rs16835198 GG était
associé a une augmentation de 'HbA1c et de la glycémie a jeun dans le groupe faible
activité physique uniquement. Ces résultats traduisaient, selon les auteurs, que ces 2
SNPs étaient associés avec quelques paramétres métaboliques (Tanisawa et al.
2014). La troisieme étude a porté sur I'étude de 3 SNPs (rs3480 A/G, rs16835198 G/T
et rs1570569 G/T) chez 6822 chinois. Aucun SNP n’était associé au DT2. Dans le
sous-groupe de patients minces (IMC < 25 kg/m?), l'allele majeur G du SNP
rs16835198 était associé significativement a une insulinémie a jeun plus élevée (p =
0,046) et avait tendance a étre associé au score HOMA-IR (p = 0,057) et au LDL-
cholestérol (p = 0,083). En revanche, l'association inverse était retrouvée dans le
groupe de patients en surpoids (IMC > 25 kg/m?) avec une association de l'alléle G
avec une diminution de l'insulinémie a jeun (p = 0,057) et du score HOMA-IR (p =
0,091). A noter que les différences sont des tendances mais ne sont pas significatives
(Tang et al. 2014). Une autre étude sur 1006 diabétiques et 434 non diabétiques n’a
pas trouvé de différence sur les SNPs rs3480 A/G et rs1746661 G/T en fonction du
statut diabétique ou pas. Aprés ajustement sur I'age, les femmes avec l'allele G du
SNP rs3480 avaient une HbA1c plus élevée que les femmes avec l'alléle A. L’allele T

du SNP rs1746661 était associé a une pression artérielle, un cholestérol total et un
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LDL-cholestérol plus élevés et au contraire un HDL-cholestérol plus bas chez les
femmes avec diabéte (Brondani et al. 2015). Dans une population Saoudienne, aucun
SNP n’était associé au DT2. Le SNP rs3480 GG était protecteur de I'obésité tandis
que rs3480 AA était associé a une élévation du HDL-Cholestérol. Le SNP rs1746661
GG était associé a une élévation des triglycérides. Dans cette méme étude, la
concentration sérique d’irisine était plus élevée chez les patients diabétiques, alors
que la majorité des publications sur ce sujet trouvait un niveau plus bas (Al-Daghri et
al. 2016). La derniére étude portait sur des Egyptiens diabétiques. Les concentrations
sériques d'irisine étaient plus basses chez les diabétiques par rapport aux contréles.
L’alléle G du SNP rs16835198 G/T était plus fréquent chez les patients diabétiques et
était associé a une résistance a l'insuline élevée et a une dyslipidémie (Khidr et al.
2017).

Au total ces études montrent des effets modérés des différents polymorphismes de
FNDCS5. Bien que ces résultats soient parfois contradictoires, il semble y avoir un lien
entre métabolisme glucidique, parametres du syndrome métabolique et
polymorphisme de FNDC5. Des études supplémentaires a grande échelle sont

nécessaires pour éclaircir ces données.

3.5.3. FNDC5/Irisine et NAFLD
3.5.3.1. lIrisine circulante et NAFLD

Etant donné que l'irisine joue un réle dans 'homéostasie glucidique et I'obésité, celle-
ci a été étudiée chez des patients présentant une NAFLD.

La premiére étude, publiée en 2013, a montré que l'irisine était inversement corrélée
aux niveaux d’ASAT et d’ALAT et que sa concentration sérique était inversement
associée a la teneur en triglycérides dans le foie chez des patients obéses chinois. La
teneur en triglycéride était définie par spectroscopie par résonnance magnétique
(spectro-IRM) (Zhang et al. 2013). Cependant, des études ultérieures ont montré des
résultats contradictoires. Par exemple, des concentrations sériques plus élevées
d'irisine ont été rapportés chez des patients avec une NAFLD indépendamment du
diabéte. Dans cette étude, les concentrations d’irisine étaient similaires chez les
patients obéses ou non (Choi et al. 2014). Chez des patients avec syndrome
métabolique et des niveaux élevés d'enzymes hépatiques, l'irisine circulante étaient
augmentée (Rizk et al. 2016). Une autre étude a montré que les niveaux d'irisine chez

des patients obéses, sans NAFLD, avec NAFLD ou avec NASH étaient plus bas que
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chez les témoins maigres, mais il n'y avait pas de différence entre les trois groupes de
patients. Fait intéressant, dans cette étude, l'irisine était également associée de
maniére indépendante a l'inflammation portale (Polyzos et al. 2014). Ensuite, une
étude a comparé des patients avec NAFLD a un groupe contréle et n’a pas montreé de
différence dans les concentrations sanguines d’irisine (Polyzos et al. 2015). Plus
récemment, Shanaki et col. ont trouvé que les patients avec une NAFLD, un diabéte
ou une NAFLD + un diabéte avaient une concentration d’irisine plus basse qu’'un
groupe de contréles sains. En revanche, il n’y avait pas de différence entre les 3
groupes de patients (Shanaki et al. 2017). Au total, les données sur lirisine circulante
dans la NAFLD et la NASH sont contradictoires et nécessitent des investigations

supplémentaires (Perakakis et al. 2017; Polyzos et al. 2018).

3.5.3.2. Le polymorphisme de FNDC5 et NAFLD
Pour compléter le role de FNDC5 dans la NAFLD, des études géniques ont étudié son
polymorphisme. Petta et col. ont étudié les variants rs3480 de FNDC5 dans une
cohorte de 593 patients qui ont eu une biopsie hépatique pour suspicion de NAFLD et
'ont comparé a 192 contrdles : 43 patients qui ont eu une biopsie hépatique normale
au cours d’une chirurgie bariatrique (< 5 % de stéatose) et 149 cas référés par des
médecins généralistes pour lesquels I'évaluation de la stéatose était faite par
échographie et I'évaluation de la fibrose par fibroscan (< 6 kPa). La prévalence des
génotypes rs3480 AA, AG et GG était de 38,7 %, 42,2 % et 19,1 % respectivement
dans la cohorte entiére. L’alléle rs3480 G était associé a la sévérité de la stéatose en
analyse univariée mais pas en analyse multivariée. La prévalence de la NASH n’était
pas différente selon le statut rs3480. En revanche, le génotype rs3480 GG était
associé a la fibrose significative (F2-F4) et cela indépendamment des facteurs
classiques de fibrose, de PNPLA3 et de TM6SF2 (Petta et al. 2017). L’année derniére,
une deuxiéme étude a caractérisé le polymorphisme rs3480 de FNDC5 chez 987
caucasiens du monde entier avec une NAFLD prouvée par biopsie. La répartition de
lalléle rs3480 GG n’était pas différente entre les lItaliens, les Espagnols et les
Australiens. Le polymorphisme rs3480 G était associé a un risque accru de stéatose
S2-S3 (OR 1,29 IC 95 % [1,08-1,55]) et s’additionnait avec les variants connus de
PNPLA3 et TM6SF2. En revanche, rs3480 n’était pas associé a linflammation
lobulaire ou a la fibrose. La suite de larticle étudiait les mécanismes de ce

polymorphisme. Le polymorphisme rs3480 FNDC5 est situé dans la région 3’'UTR non
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codante du géne et altérait la structure de '’ARNm. Parmi les différents miR régulant
cette région de FNDCS5, Tlinhibition de miR-135a-5p entrainait une différence
d’expression des alléles de FNDCS5 traduisant sa spécificité pour cette région.
D’ailleurs les patients avec NAFLD avaient des niveaux de miR-135a-5p plus élevés
que les contrbles. De plus, il existait une corrélation entre ce miR et FNDCS5 dans le
foie, corrélation positive (r? = 0,80) chez les individus sains et négative (r?> = -0,36) chez
les patients NAFLD (Metwally et al. 2019).

Ces études dont les résultats sont discordants montrent un intérét du polymorphisme
rs3480 de FNDC5 chez 'Homme dans la NAFLD. D’autres études sont nécessaires
pour clarifier 'association entre ce polymorphisme et les différentes caractéristiques

histologiques dans la NAFLD.
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Article 1 : les troubles du comportement alimentaire ne sont pas

associés aux lésions histologiques dans la NAFLD

1. Présentation de I'étude

Comme vu dans l'introduction, la NAFLD est un fléau mondial avec une prévalence
de l'ordre de 25 % dans la population mondiale (Younossi et al. 2019). La NAFLD est
trés associée a I'obésité et au syndrome métabolique. Parmi les facteurs associés a
I'obésité, outre certaines anomalies génétiques, c’est principalement une alimentation
trop calorique, un défaut d’activité physique et un excés de sédentarité qui aménent le
patient a devenir obése. Dans nos pays développés, le développement d'une
alimentation de type fast-food avec des aliments gras, salés ou sucrés est en plein
essor. D’ailleurs la prévalence de 'obésité en France est de 23,9 % dont 1 % d’obése
morbide (Rapport Obépi 2012; Marques et al. 2018).

Par ailleurs, I'évaluation des troubles psychiatriques dans la DSM (the Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders), qui est le manuel de classement de tous
les troubles psychiatriques, reconnait les troubles du comportement alimentaire
(« binge eating disorder » en anglais) comme maladie a part entiére. Parmi les
différentes troubles du comportement, on note la boulimie (Regier et al. 2013). La
boulimie est caractérisée par des ingestions excessives d’aliments a haute teneur
énergétique, de facon répétitive et durable. La boulimie est souvent associée a
'obésité. Le diagnostic de boulimie repose soit sur une évaluation par un psychiatre,
soit sur des questionnaires de dépistage. Le Bulimia-Test est un questionnaire bien

validé de dépistage de la boulimie (Thelen et al. 1996).

Une seule étude pilote s’est intéressée au lien entre NAFLD et boulimie et a mis
en évidence que la prévalence des troubles du comportement alimentaire était plus
élevée chez les patients avec une NAFLD (Zhang et al. 2017). La NAFLD n’était pas
évaluée par biopsie et aucune corrélation avec la sévérité de la maladie hépatique

n’était faite.
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D’autres troubles psychiatriques tels que la dépression ou l'anxiété ont été
associés aux troubles du comportement alimentaire chez des patients obéses (Hudson

et al. 2010; Mather et al. 2009) mais I'association avec la NAFLD a été peu étudiée.

L’hypothése de notre travail était que les troubles du comportement alimentaires,
caractérisés par des apports alimentaires hautement caloriques en une période de

temps courte de fagon répétée et durable, aggravaient les Iésions de NAFLD.

2. Objectifs de I'étude

Nous avons souhaité étudier les traits de boulimie chez des patients bien
caractérisés au niveau hépatique. Pour cela, nous avons utilisé notre cohorte de
patients obéses morbides qui ont tous eu une biopsie hépatique au cours d’'une
chirurgie bariatrique. Dans le mois précédent 'opération, les patients ont tous rempli
un questionnaire d’évaluation de la boulimie. Un sous-groupe de patients a également

rempli des questionnaires de dépression, anxiété et fatigue.

Les objectifs du travail étaient 1) d’évaluer la prévalence des troubles du
comportement alimentaire chez des patients présentant une NAFLD, 2) de corréler les
troubles du comportement alimentaire avec la sévérité des Iésions hépatiques, 3)
d’étudier la prévalence de la dépression, de I'anxiété et de la fatigue dans notre
population et 4) de corréler ces troubles psychiatriques avec les lésions histologiques
de NAFLD.
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4. Conclusions/perspectives

Dans cette étude, nous avons étudié les traits de boulimie de 388 patients obeses
morbides bien caractérisés. La prévalence des troubles du comportement alimentaires
était de 38 % alors que celle de la boulimie n’était que de 4 %. En effet, tous les patients
qui avaient un diagnostic clinique de boulimie avant la chirurgie étaient contre indiqués

pour 'opération par les psychiatres et n’étaient donc pas inclus dans I'étude.

Notre hypothése de départ est infirmée puisque nous ne retrouvons pas
d’association entre les troubles du comportement alimentaire et la stéatose, la NASH
ou la fibrose. De méme, il n'y a pas de corrélation entre I'importance des troubles du

comportement alimentaire et le grade de stéatose, le stade de fibrose ou le score NAS.

Dans un sous-groupe de 183 patients, nous avons également évalué la dépression,
'anxiété et la fatigue. En effet, chez les patients obéses morbides, la prévalence des
troubles psychiatriques (dépression, anxiété) est augmentée par rapport a la
population générale (Dawes et al. 2016). La chirurgie bariatrique, permettant une perte
de poids importante, a montré un effet positif sur ces troubles psychiatriques
(Susmallian et al. 2019; Gill et al. 2019). L’intérét de ce sous-groupe était double :
d’'une part améliorer les connaissances sur la dépression, I'anxiété et la fatigue chez
des patients obéses morbides avec des caractéristiques hépatiques précises et d’autre
part, de démasquer un biais associatif entre les troubles du comportement alimentaire,
et la dépression, I'anxiété ou la fatigue. En effet, il est établi que les troubles du
comportement alimentaires sont associés a d’autres troubles psychiatriques tels que

la dépression, I'anxiété ou la fatigue, résultats que nous retrouvons dans notre étude.

Notre étude est originale puisque c’est la premiére publication qui s’intéresse a
'association entre troubles du comportement alimentaire et caractéristiques
histologiques de NAFLD. Plusieurs explications sont possibles quant a I'absence
d’association entre ces 2 paramétres : tout d’abord nos patients ne sont possiblement
pas « assez graves » au niveau psychiatrique puisque les patients avec une boulimie
clinique étaient contre-indiqués a la chirurgie et donc non inclus. Deuxiemement, notre
population n’était pas représentative de la population habituelle de patients avec une

NAFLD puisqu’il s’agissait de patients obéses morbides. Enfin, il est possible qu’aucun
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lien n'existe entre ces 2 troubles. Notre étude porte sur plus de 350 patients bien
caractérisés et le test de dépistage de la boulimie (BULIMIA revised test) est un test
bien valide.

Pour aller plus loin, il serait intéressant de faire une étude prospective de dépistage
des troubles du comportement alimentaire chez tous les patients biopsiés pour
suspicion de NAFLD, en incluant des patients avec une boulimie clinique.

La NAFLD est une pathologie complexe, d’origine en partie génétique (30-50 %) mais
également environnementale. De nombreuses interrogations persistent sur I'évolution,
variable d’'un individu a l'autre, de cette pathologie et I'évaluation qualitative ou

quantitative des apports caloriques ainsi que le mode de prise sont une piste a creuser.
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Article 2 : la vitamine D n’est pas associée aux lésions hépatiques

chez les patients obeses morbides

1. Présentation de I'étude

La carence en vitamine D est trés fréquente puisqu’on estime qu’environ 1
milliard de personnes sur notre planéte ont des niveaux insuffisants. En plus de son
réle dans la minéralisation osseuse, la vitamine D participe a la modulation des
défenses immunitaires. Globalement la vitamine D favorise les défenses innées et
module le systéme immunitaire spécifique vers une polarisation anti-inflammatoire.
Dans le foie, certaines données expérimentales ont montré que le récepteur de la
vitamine D était impliqué dans I'activation des cellules stellaires (Ding et al. 2013). Cela
est d’autant plus intéressant que la supplémentation orale par vitamine D est un

traitement efficace, peu cher et trés disponible.

Des études chez les animaux montrent, effectivement, un effet délétere de la
carence en vitamine D sur le développement de la NAFLD. Par exemple, des souris
diabétiques sans apport oral de vitamine D avaient une altération de 'homéostasie
lipidique avec une hypercholestérolémie, une augmentation de la stéatose et une
hyper-insulinémie en comparaison a des souris diabétiques avec un niveau normal de
25-0OH vitamine D (Borges et al. 2018). En revanche les données chez ’'Homme sont
contradictoires. Certaines études n’ont retrouvé aucune association entre des
concentrations basses de 25-OH vitamine D (forme habituellement reconnue comme
celle permettant d’évaluer les réserves de vitamine D) et l'insulino-résistance ou la
sévérité de la NASH (Bril et al. 2015), tandis que d’autres équipes ont montré que les
concentrations de 25-OH vitamine D étaient plus basses chez les patients avec une
NAFLD en comparaison a un groupe de contréle sains. De plus, les patients avec
NASH avaient des concentrations plasmatiques plus basses que les patients avec une

simple stéatose (Dasarathy et al. 2014).

Des travaux supplémentaires étaient donc nécessaires pour évaluer I'impact

d’'une carence en vitamine D sur le développement et la sévérité de la NAFLD,
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principalement le développement de la NASH qui fait intervenir des cellules

inflammatoires.

L’hypothése de notre travail était donc qu’'une diminution de 25-OH vitamine D
favoriserait le développement des NAFLD et qu’une faible concentration sérique de
25-OH vitamine D pourrait étre associée a des Iésions histologiques plus sévéres de
stéatose, de NASH et de fibrose.

2. Objectifs de I'étude

Nous avons souhaité étudier les concentrations sanguines de 25-OH vitamine
D dans une population bien caractérisée de patients obéses morbides ayant tous eu
une biopsie hépatique au cours d’une chirurgie bariatrique. Le dosage de la 25-OH
vitamine D était centralisé au laboratoire de biochimie du CHU de Nice et réalisé par
la méme méthode pour tous les patients. Le dosage était réalisé dans le mois
précédent la chirurgie. L’évaluation histologique de la NAFLD était faite par une seule

anatomopathologiste experte en Iésions hépatiques.

Les objectifs de ce travail étaient : 1) d’évaluer la prévalence du déficit en 25-
OH vitamine D dans notre cohorte de patients présentant une NAFLD, 2) de
rechercher une association entre déficit en 25-OH vitamine D et stéatose ou NASH ou
fibrose significative, et 3) de corréler les niveaux de 25-OH vitamine D avec la sévérité

de la stéatose, de la fibrose et le score NAS.
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Abstract

Background and Aims A deficiency in vitamin D could be
deleterious during chronic liver diseases. However, contradic-
tory data have been published in patients with non-alcoholic
fatty liver disease. The aim of the study was to compare the
blood level of 25 hydroxy vitamin D (25-OH vitamin D) with
the severity of liver lesions, in a large cohort of morbidly
obese patients.

Patients and Method Three hundred ninety-eight morbidly
obese patients had a liver biopsy. The non-alcoholic
steatohepatitis (NASH) Clinical Research Network Scoring
System Definition and Scores were used. 25-OH vitamin D
was evaluated with a Diasorin®Elisa Kit. Logistic regression
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analyses were performed to obtain predictive factors of the
severity of liver histology.

Results 20.6 % of patients had NASH. The stage of fibrosis
was FO 12.9 %, F1 57.36 %, F2 25.32 %, F3 (bridging fibro-
sis) 3.88 %, and F4 (cirrhosis) 0.52 %. The 25-OH vitamin D
level inversely correlated to the NAS (»=0.12 and p=0.01)
and to steatosis (r=0.14 and p=0.007); however, it was not
associated with the presence of NASH. The level of vitamin D
was significantly lower in patients with significant fibrosis
compared to those without (15.9 (11.1-23.5) vs 19.6 (13.7-
24.7) ng/ml, p=0.02). There was an inverse correlation be-
tween the severity of fibrosis and the values of 25-OH vitamin
D (r=0.12 and p=0.01).

In a logistic regression analysis, no parameters were inde-
pendently associated with the severity of fibrosis except the
presence of steatohepatitis (1.94 (1.13-3.35) p=0.017).
Conclusion Low levels of 25-OH vitamin D were not inde-
pendently associated with liver damage in morbidly obese
patients with non-alcoholic fatty liver diseases (NAFLD).

Keywords Morbidly obesity - Non-alcoholic steatohepatitis -
25 hydroxy vitamin D - Fibrosis - Non-alcoholic fatty liver
disease

Abbreviations
25-OH vitamin D 25 hydroxy vitamin D

BMI Body mass index

AST Aspartate amino-transferase

ALT Alanine amino-transferase

vGT Gamma glutamyl-transferase

HDL cholesterol ~ High-density-lipoprotein cholesterol
NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease
NAS NAFLD activity score

NASH Non-alcoholic steatohepatitis
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W Women

M Men

NS Not significant
Introduction

An insufficiency in vitamin D is very common, as a billion
people are estimated to be deficient [1]. Recently, vitamin D
deficiency was suggested to promote liver damage [2, 3].
Among the liver diseases, non-alcoholic fatty liver diseases
(NAFLD) are major health problems in Europe [4]. Obesity
has been previously associated with a decrease in 25 hydroxy
vitamin D (25-OH vitamin D) [5, 6]. Central obesity and met-
abolic syndrome pave the road to NAFLD [7]. In NAFLD, a
low 25-OH vitamin D level could be associated with liver
damage (steatosis, inflammation and fibrosis) in overweight
adults and in overweight and obese children [8—11]. However,
contradictory results have also been published [12]. To date, it
is too preliminary to conclude on any causal relationship be-
tween the deficit in 25-OH vitamin D and the increased prev-
alence of liver damage. However, in vitro and in vivo models
suggested that the active form of vitamin D could decrease the
activation of stellate cells [13]. So the lack of vitamin D could
enhance progression to liver fibrosis. Vitamin D has also been
demonstrated to modulate the activation of lymphocytes to-
ward a Th2 anti-inflammatory profile [14]. This could explain
why a deficit in vitamin D may increase inflammation of the
liver in non-alcoholic or alcoholic steatohepatitis [15, 16].
The aim of this study was to assess the level of 25-OH vita-
min D with respect to the liver histology in patients with obesity.
For this purpose, we performed a transversal analysis in a pro-
spectively collected cohort of morbidly obese patients having a
large spectrum of liver damage as determined by liver biopsies.

Patients and Methods
Study Population

Morbidly Obese Patients Three hundred ninety-eight consec-
utive severely and morbidly obese patients, referred for bariatric
surgery, were included in the study between January 2006 and
July 2012. The study protocol was performed according to the
French legislation regarding Ethics and Human Research and
was approved by the local Ethics Committee (Huriet-Serusclat
law, DGS 2003/0395). Written informed consent was obtained
from all patients. All patients met the 1991 NIH Consensus
Conference guidelines for gastrointestinal surgery for obesity
[17]. All patients were negative for hepatitis B and C viral
markers, for autoantibodies indicative of autoimmune hepatitis,
and had negligible alcohol consumption (<20 g/day in women
and <30 g/day in men). Alcohol abuse was also excluded by
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interviewing the patients’ relatives. Patients with a history of
inflammatory disease (including rheumatoid arthritis, systemic
lupus erythematous and inflammatory bowel disease), current
infections, recent history of cancer (<5 years) and severe pul-
monary or cardiac disease were not enrolled in the study. All
patients underwent bariatric surgery, and a surgical liver biopsy
was obtained during the operation.

Preoperative Assessment Clinico-biological preoperative as-
sessment was done 2 or 3 weeks before surgery and is detailed
in the supplementary materials. A systematic review of all the
prescribed treatments in the least 6 months was done. Patients
included in this study did not receive vitamin D supplementa-
tion before having bariatric surgery.

Pathological Liver Assessment Hepatic wedges were ob-
tained during bariatric surgery by surgeons specialized in liv-
er surgery and transplantation (Al and JG). Hepatic wedges
were at least 10-mm long. Surgical liver biopsies were
reviewed by one liver pathologist (MC-SP) without the
knowledge of the clinical or biological characteristics of the
patients. Routine haematoxylin-eosin-safran and Sirius red
staining was performed on all biopsies. The diagnosis was
retained according to the modified Brunt criteria for the diag-
nosis of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) [18]. All biop-
sies were also graded according to the NAFLD activity score
(NAS) [19]. Liver fibrosis was assessed by Sirius red staining
and was classified into seven stages according to the NASH
Clinical Research Network Scoring System Definition and
Scores as follows: FO: no fibrosis, Fla: mild zone 3 sinusoi-
dal fibrosis, F1b: moderated zone 3 sinusoidal fibrosis, Flc:
peri-portal sinusoidal fibrosis, F2: zone 3 sinusoidal fibrosis
and peri-portal sinusoidal fibrosis, F3: bridging fibrosis and
F4: cirrhosis [19]. In this study, “significant™ fibrosis in mor-
bidly obese patients was considered if fibrosis was >F2.

25-OH Vitamin D Assessment 25-OH vitamin D was mea-
sured on admission. Blood was collected in gel separator
tubes, and cells were separated from serum by centrifugation.
The assay was performed within 24 h of sample collection.
The Liaison 25-OH vitamin D assay (Diasorin, Inc, Stillwater,
USA) was used. The Liaison 25-OH vitamin D assay is a
direct competitive chemiluminescence immunoassay for
quantitative determination of total 25-OH vitamin D2 and
25-0OH vitamin D3 in human serum. The laboratory is a mem-
ber of the Vitamin D External Quality Assessment Scheme
(DEQAS). Two hundred and fifty microliters of serum is nec-
essary for the test. The Liaison 25-OH vitamin D assay mea-
sures between 4 and 150 ng/ml. The lowest value was 4 ng/ml,
which is based on an inter-assay precision that approximates
20 % below (functional sensitivity). The observed reference
ranged, for the 2.5th to the 97.5th percentile, from 4.8 to
52.8 ng/ml. The following ranges for the classification of the
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25-OH vitamin D status were as follows: severe deficiency,
<10 ng/ml; deficiency, 10-20 ng/ml, insufficiency, 20-29 ng/
ml; sufficiency, 30-100 ng/ml; and toxicity, >100 ng/ml. (To
convert results into SI units: ng/ml x 2.5=nmol/l.) The date of
the collection of blood samples was noted to take seasonality
into account. The same 25-OH vitamin assessment was used
for both cohorts.

Statistics Quantitative variables are presented as the median
and 25th—75th interquartile range. Quantitative values were
compared between patients with and without significant he-
patic fibrosis and in patients with and without liver inflamma-
tion using the Mann-Whitney test or the Student ¢ test as re-
quired. The chi-square test was used to compare qualitative
values. Logistic regression analyses were performed to deter-
mine the independent parameters associated with liver inflam-
mation or associated with fibrosis >F2 in morbidly obese pa-
tients. The parameters included in the logistic regression anal-
ysis included significant and relevant ones avoiding redundan-
cies. All calculations were made using NCSS 2007 (Saugus
MA 01906, USA).

Results
General Characteristics

The cohort of 398 morbidly obese patients was mainly com-
posed of women (334 W/64 M), with a median age of 40 (31—
50) years and a median BMI of 42.2 (39.5-45.4) kg/m*
(Table 1). The median of the 25-OH vitamin D level was
18.8 (12.9-24.2) ng/ml. Median levels of 25-OH vitamin D
were similar between men and women (19.2 [13.3-26.7] vs
18.6 [12.7-24.2] ng/ml, p=0.7). Eighty-eight percent of mor-
bidly obese patients had an insufficient level (<30 ng/ml),
54.5 % were deficient (<20 ng/ml) and 15.3 % were severely
deficient (<10 ng/ml) in vitamin D. 25-OH vitamin D

Table 1  Characteristics of the population
Morbidly obese patients
Gender (% of men) 16.1
Age (years) 40 [31-50]
BMI (kg/m?) 42.2 [39.5-45.4]

25-OH vitamin D (ng/ml) 18.8 [12.9-24.2]
Severe deficiency in 25-OH vitamin D (%) 15.3

Seasonality (winter to autumn, %) 43.2
Metabolic syndrome (%) 54.8
Steatohepatitis (%) 20.6
Bridging fibrosis (%) 43

BMI body mass index

inversely correlated with the BMI (»=—0.11, p=0.026) and
to the fat mass (r=-0.11, p=0.04). No difference in 25-OH
vitamin D was noted between patients with (n=218) and
without (n=180) metabolic syndrome (18.4 vs 19.6 ng/ml,
p=not significant (NS)). No correlation was found between
the number of elements constitutive of the metabolic syn-
drome and the levels of 25-OH vitamin D. No correlations
between 25-OH vitamin D and the homeostasis model assess-
ment of insulin resistance (HOMA-IR) or between 25-OH
vitamin D and the Adipo-IRi were noted.

Seasonality was not found in these patients, as the patients
in the summer/autumn seasons (n=172) had similar values to
those (n=226) included in winter/spring seasons (20.0 [12.5—
23.6] vs 18.2 [13.4-26.1] ng/ml, p=NS).

25-OH Vitamin D Is Not Independently Associated
with Liver Damage in Morbidly Obese Patients

Levels of 25-OH vitamin D inversely correlated with the NAS
(r=-0.12, p=0.01) and to steatosis (r=—0.14, p=0.007).
However, the 25-OH vitamin D levels did not correlate with
the severity of ballooning or inflammation as assessed as an
isolated component of NAS. Similarly, levels of 25-OH vita-
min D were not significantly different between patients with
and without NASH (17.2 vs 19.5 ng/ml, p=0.08). 25-OH
vitamin D levels did not correlate with alanine amino-
transferase (ALT) or aspartate amino-transferase (AST) levels.

The patients were compared according to the severity of the
stage of fibrosis. Patients with a stage of fibrosis equal or
higher than F2, according to the NASH Clinical Research
Network Scoring System Definition and Scores (significant
fibrosis), had a higher waist circumference and metabolic pa-
rameters such as low high-density-lipoprotein (HDL) choles-
terol, a high triglyceride level, a high blood glucose level and a
higher frequency of metabolic syndrome (Table 2). The level
of vitamin D was significantly lower in patients with signifi-
cant fibrosis than in those without (15.9 [11.1-23.5] vs 19.6
[13.7-24.7] ng/ml, p=0.02). There was an inverse correlation
between the severity of fibrosis and the values of 25-OH vi-
tamin D (»=-0.12, p=0.01). However, in a logistic regression
analysis, no parameters were independently associated with
the severity of fibrosis except the presence of steatohepatitis
(Table 3).

A severe deficiency in 25-OH vitamin D was observed in
15.3 % of non-alcoholic morbidly obese patients. No signifi-
cant difference in the proportion of patients with NASH was
noted between patients with and without a severe deficiency in
25-OH vitamin D (16.4 vs 21.4 %, p=NS). Similarly, no
significant difference in the proportion of patients with signif-
icant fibrosis was noted between patients with and without a
severe deficiency in 25-OH vitamin D (36.1 vs 27.6 %,
p=NS).
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Table 2 Comparison of

morbidly obese patients Fibrosis >F2 Fibrosis <F2 p

according to the severity of liver (n=115) (n=283)

fibrosis
Gender 89 W26 M 245 W/38 M 0.02
Age (years) 42 [32-48] 40 [31-50] NS
BMI (kg/m?) 42.5 [39.5-45.6] 42.0 [39.5-45.0] NS
Fat mass (kg) 56.4 [49.9-65.9] 55.7 [50.0-63.2] NS
Fat-free mass (kg) 55.4 [50.8-65.9] 55.3 [50.1-63.0] NS
YGT (IU/l) 32 [21.5-66.5] 28 [19-40] 0.005
AST (1U/) 29 [23-38.5] 25[21-31] 0.002
ALT (IU/) 33 [22-51.5] 26.5 [19-40] 0.001
Blood insulin level (mIU/l) 22 [16-34] 19 [14-27] 0.006
Adipo-IRi 15.4[9.2-23.3] 11.4[7.4-16.7] 0.0006
HOMA IR 5.3[3.3-9.0] 4.1 [3.0-5.9] 0.001
High waist circumference (%) 100 100 NS
High blood pressure (%) 53.9 48.1 NS
Low HDL cholesterol (%) 53.9 41.0 0.02
High triglyceride (%) 51.3 38.5 0.02
High blood glucose (%) 35.6 24.7 0.03
Presence of a metabolic syndrome (%) 64.0 51.0 0.01
Patients with NASH (%) 30.0 16.0 0.002
25-OH vitamin D (ng/ml) 15.9[11.1-23.5] 19.6 [13.7-24.7] 0.02
Fibrosis in morbidly obese patients was assessed according to the NASH Clinical Research Network Scoring
System Definition and Scores. In this classification, F2 means the association of zone 3 sinusoidal fibrosis and
peri-portal sinusoidal fibrosis
ALT alanine amino-transferase, AST aspartate amino-transferase, BMI body mass index, HDL high density
lipoprotein, HOMA-IR homeostasis model assessment of insulin resistance, 7G7 gamma glutamyl-transferase,
NS not significant

Discussion with the liver histology of a large cohort of morbidly obese

In a cohort of 398 mainly morbidly obese women, the 25-OH
vitamin D deficiency was not associated with NASH. In this
cohort with a low prevalence of bridging fibrosis, the level of
25-OH vitamin D inversely correlated with severe fibrosis;
however, this association was not maintained in the logistic
regression analysis. To our knowledge, this is the first time
that the level of 25-OH vitamin D has been assessed together

Table 3  Logistic regression analysis for morbidly obese patients in
predicting the presence of fibrosis >F2 according to the NASH Clinical
Research Network Scoring System Definition and Scores (model
R*=0.05)

OR 95 % CI )4
25-OH vitamin D 0.97 0.95-1.004 NS
yGT 1.00 0.99-1.001 NS
Presence of NASH 1.94 1.13-3.35 0.017
Gender 0.60 0.36-1.22 NS
Presence of a metabolic syndrome 1.35 0.84-2.18 NS

~GT gamma glutamyl-transferase, NS not significant

@ Springer

patients.

Vitamin D deficiency is usually associated with increased
inflammatory damage and/or fibrosis of the liver, as has been
suggested for hepatitis C [20] and alcoholic liver disease [16].
Severe vitamin D deficiency may be associated with infec-
tious complications and mortality in cirrhotic patients [21, 22].

Several reports about a potential association between 25-
OH vitamin D and NAFLD have been published. However,
most of the studies only correlated the level of 25-OH vitamin
D with the presence of steatosis as assessed by ultrasound
examination of the liver or by the presence of increased liver
enzymes [23]. Few studies have reported a correlation be-
tween the severity of liver histology and the low level of 25-
OH vitamin D. Targher et al. reported this in a cohort of 60
patients of normal weight or of mild overweight (40 men/20
women) with a mean BMI of 26.3+2 kg/m®. The study of
Manco et al. was conducted on 64 (46 M/18 F) overweight
and obese children aged 12.6+2.7 years, with a BMI z
score=1.94+0.34 kg/m?, and that of Barchetta et al. was con-
ducted on 25 obese patients (13 men/12 women) with a mean
BMI of 30.5+5.5 kg/m? [8, 10, 24, 25]. Recently, a study
performed on 148 patients (28 % males, median BMI 35.7
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+7 kg/m?) suggested that a low plasma vitamin D concentra-
tion was an independent predictor of the severity of NAFLD
[L1]. On the contrary, another study conducted in 239 patients
(85 % males, median BMI 34.6+0.4 kg/m?) showed that
plasma vitamin D levels were not associated with insulin re-
sistance, the amount of liver fat accumulation or the severity
of NASH [12].

In accordance with the paper of Bril et al., a low level of
vitamin D in our 398 morbidly obese patients was not associ-
ated with NASH. Moreover, patients with a higher level of
fibrosis had a lower level of 25-OH vitamin D, which was not
independently observed in the logistic regression analysis.
The only independent factor for the occurrence of fibrosis
was the presence of NASH.

The reasons for the discordance between our study and
the study by Dasarathy et al. could be due to the high
number of patients, ethnic differences or methodology for
measure of vitamin D. Our patients were included consec-
utively to have a bariatric surgery; as a consequence, their
liver histology reflected those found in a population of
morbidly obese patients. On the contrary, in Dasarathy’s
study, the recruitment was made by hepatologists in order
to characterize liver abnormalities in patients with a non-
alcoholic fatty liver disease [11]. Moreover, we assume
that these North American patients were exposed to spe-
cific genetic and environmental factors. These factors
could be associated with NAFLD and significant liver
damage. Dietary habits, low sun exposure and/or the in-
creased amount of adipose tissue (which could sequester
vitamin D) could participate in the decrease in the levels of
circulating 25-OH vitamin D [26]. Similarly, our cohort
was quite different compared to that reported by Targher
et al. which was mainly composed of mildly overweight
Italian men with 68.3 % of patients with NASH and 12 %
with bridging fibrosis [8]. Moreover, the levels of 25-OH
vitamin D were lower in the cohort of Targher et al. com-
pared to ours. For example, 25-OH vitamin D levels were
18.3+9.6 ng/ml in our 98 patients with significant fibrosis
compared to around 9.8+ 10 ng/ml for nine patients with
stage 2 fibrosis in the Italian cohort. 25-OH vitamin D
levels were 17.9+7.5 ng/ml in our 82 patients with
NASH compared to around 15.2+8.4 and 9.3+10 ng/ml
in the Italian patients with grade 2 (n=16) and grade 3
(n=22) necroinflammation, respectively.

The proportion of our patients with an insufficiency, a def-
icit or a severe deficit was similar to those found in other
cohorts of morbidly obese patients [6, 27].

Morbidly obese patients are known to be at a risk of an
insufficient or a deficient level of 25-OH vitamin D, compared
to the general population [8, 27]. Seasonality was not found in
our morbidly obese patients. This has already been found in
some cohorts of morbidly obese patients before or after bar-
iatric surgery [27, 28]. The reasons are not known; however,

the possibility that the adipose tissue not only passively stores
vitamin D but also dynamically changes its capacity for acti-
vation and deactivation of vitamin D in obesity has been pro-
posed by Wamberg et al. [29]. The adipose tissue possesses all
the enzymes involved in the production of 25-OH vitamin D
(CYP2R1, CYP27A1, CYP2J2) or 1,25-OH vitamin D
(CYP27B1) and the enzyme for degradation (CYP24A1)
[29]. The potential release into the general circulation of 25-
OH vitamin D locally produced by the adipose tissue has not
been demonstrated. If confirmed, it could explain the lack of
seasonality observed in some patients. Indeed, the adipose
tissue has been shown to produce hundreds of adipokines
and proteins such as adiponectin, leptin, interleukin 6 but also
C reactive protein, hepcidin and osteopontin [30-33].

The strength of our study lies in the high number of histo-
logically well-characterized morbidly obese patients studied.
One pathologist blinded to the clinical data reviewed all the
liver biopsies. No patients had decompensated liver cirrhosis
or severe cholestasis, avoiding the risk of the alteration of the
hepatic 25-hydroxylation or of the pool of 25-OH vitamin D
due to malabsorption. Finally, the quantification of 25-OH
vitamin D was done in our central laboratory using a robust
and a certificated technique.

In conclusion, in morbidly obese patients, a low prevalence
of a severe deficit in vitamin D was noted. No association
between the level of 25-OH vitamin D and the presence of
NASH was found. 25-OH vitamin D was inversely associated
with the degree of fibrosis but this association was not main-
tained in a multivariate analysis. The discrepancy between the
liver histology and the level of 25-OH vitamin D in patients
with NASH as recently published requires more study.
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Supplementary Material:

Preoperative assessment of morbidly obese patients: Preoperative assessment was
done 2 or 3 weeks before surgery and included: history and physical examination;
blood pressure determination; anthropometric investigations (weight, height, waist
circumference); psychiatric and nutritional evaluation; blood samples, obtained after
overnight fasting for the determination of plasma levels of ALAT, ASAT, Gamma
GT, glucose, insulin, C-peptide, glycosylated hemoglobin, triglycerides, HDL
cholesterol, LDL-c, free fatty acids and 25-OH vitamin D. ALAT and ASAT levels were
determined using the Roche® assay with pyridoxal phosphate on a Hitachi Modular®
according to the International Federation of Clinical Chemistry and the “Société
Francaise de Biologie Clinique” recommendations. The upper limit of normal ALAT (N),
in our center, was 31 U/l for women and 41 1U/I for men. Glycosylated hemoglobin
was determined with the Dual kit A1cBiorad® on a Variant 2 Biorad® (Biorad, USA).
All patients also had a chest X-ray, electrocardiogram, abdominal ultrasound and upper
gastrointestinal endoscopy. Insulin resistance was assessed by homeostasis model
assessment of insulin resistance HOMA-IR=((fasting plasma insulin concentration
(mIU/)) x (glucose concentration (mmol/l)) /22.5 [1]. Insulin resistance of adipose
tissue was assessed by the determination of the Adipo-IRi (Insulin (mmol/l))*(Free fatty
acid (Insulin (umol/l)) [2]. Metabolic syndrome was diagnosed according to the
presence of any of 3 parameters as follows: central obesity defined by an increased
waist circumference (280 cm in women and 294 cm in men) and any two of the
following criteria: (i) triglycerides =21.7 mmol/l or treatment for hypertriglyceridemia; (ii)
HDL-cholesterol <1.29 mmol/l in women and <1.03 mmol/l in men; (iii) systolic blood
pressure (BP) 2130 mm Hg or diastolic BP 285 mmHg or treatment for hypertension; and
(iv) fasting plasma glucose =5.6 mmol/l or previously diagnosed type-2 diabetes [3].
All the morbidly obese patients of this study had an increased waist circumference.
Type-2 diabetes was defined by two elevated measurements for fasting plasma

glucose 27 mmol/l.
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Hepatology 2012;55:1389-97.
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metabolic syndrome: a joint interim statement of the International Diabetes Federation Task Force on Epidemiology
and Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American Heart Association; World Heart Federation;
International Atherosclerosis Society; and International Association for the Study of Obesity. Circulation
2009;120:1640-5
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4. Conclusions/perspectives

Dans cette étude, nous avons étudié les concentrations sanguines de 25-OH
vitamine D chez 398 patients obéses morbides. La concentration médiane de 25-OH
vitamine D était de 18,8 [12,9-24,2] ng/ml, 88 % des patients présentaient un déficit et
15 % une carence en vitamine D. Ces données confirment que le déficit en vitamine
D est trés fréquent. Il n’y avait pas de différence de concentration de 25-OH vitamine

D en fonction de la présence d’'un syndrome métabolique ou de l'insulino-résistance.

Notre hypothése de départ n’a pas été vérifiée puisque les niveaux circulants
de 25-OH vitamine D n’étaient pas différents entre les patients NASH et non NASH.
Cependant, le niveau de 25-OH vitamine D était inversement corrélé au score NAS (r
=-0,12; p = 0,01). En analyse univariée, les patients avec une fibrose significative (>
F2 selon la NASH Clinical Research Network Scoring System Definition and Scores)
avaient une concentration de 25-OH vitamine D plus basse que les patients sans
fibrose significative (< F2). Cependant, aprés régression logistique, ce paramétre
n’était plus significatif. De plus, les patients qui présentaient une carence en vitamine
D n’étaient pas différents histologiquement des autres patients (NASH ou fibrose

significative).

Au moment de sa soumission, notre étude était celle qui avait inclus le plus
grand nombre de patients. Plusieurs études sur des petits effectifs avaient été
réalisées et une étude sur 239 patients n’avaient pas montré non plus d’association
entre des concentrations basses de 25-OH vitamine D et un syndrome métabolique,

une insulino-résistance ou une NASH (Bril et al. 2015).

Depuis la publication de notre étude, deux méta-analyses sur la sévérité des
Iésions hépatiques de NAFLD et la vitamine D ont été publiée en 2017 et en 2019. La
premiere méta-analyse a repris les données de 6 études dont la nbtre. Les résultats
confirment ce que nous avions trouvé, puisqu’aucune association n’était retrouvée
entre les concentrations sanguines de 25 OH vitamine D et le score NAS ou le grade
de fibrose (Jaruvongvanich et al. 2017). La deuxieme méta-analyse a repris les

données de 45 études transversales. Les études étaient trés différentes, les seuils de
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déficit en vitamine D n’était pas toujours semblables et les conclusions des études
étaient trés variables (Pacifico et al. 2019).

Par ailleurs, quatre essais cliniques en double aveugle contre placebo ont été
réalisés afin d’évaluer une supplémentation vitaminique D chez des patients avec une
NAFLD (Kitson et al. 2016; Barchetta et al. 2016; Dabbaghmanesh et al. 2018; Geier
et al. 2018). L’étude pilote de Kitson et col. ayant inclus 10 patients avec NASH n’avait
pas vu d’amélioration sur I'histologie aprés 24 semaines de traitement. L'étude de
Geier et col. a évalué 'amélioration des lésions histologiques mais chez seulement 7
patients au total (3 patients traités par vitamine D et 4 patients sous placebo) ce qui

n’a pas permis de faire des statistiques correctes.

Tableau 3 : Résumé des essais prospectifs sur la supplémentation vitaminique D dans

la NAFLD.

Kitson et col. | Barchetta et Geier et col.
Dabbaghmanesh et col. 2018
2015 col. 2016 2018
Nombre de
patients 0/12 36/29 36/35 36/35 10/10
(placebo/molécule)
Diagnostic de Biopsie
IRM Echographie Biopsie
NAFLD (NASH)
25000 Ul de 2100 Ul de 50 000 Ul de | 0,25 mgde 2100 Ul de
Supplémentation vitamine D3 vitamine D3 vitamine D3 calcitriol par | vitamine D3
par semaine par jour par semaine jour par jour
Durée de la
] i 24 semaines | 24 semaines 12 semaines 48 semaines
supplémentation
Effet sur les ALAT Aucun Aucun Non évalué l
Effet sur les
phosphatases Aucun Aucun l l Aucun
alcalines
Effet sur les
Aucun Aucun l Aucun Aucun
gammaGT
) Pas d'effet
Pas d'impact | fragment
sur la
Autres résultats sur - - cytokératine
stéatose
I'histologie o 18
hépatique
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Des essais cliniques supplémentaires a large échelle avec une évaluation histologique
avant et aprés traitement sont nécessaires. La durée de la supplémentation doit aussi
étre allongée pour espérer trouver un effet sur la sévérité des Iésions histologiques de
NAFLD.

L’intérét de la vitamine D porte aussi sur d’autres hépatopathies chroniques
telles que les maladies du foie liées a l'alcool. D’ailleurs notre équipe a montré chez
les patients alcooliques que le déficit en 25-OH vitamine D était associé a I'apparition
d’'une stéato-hépatite alcoolique (Anty et al. 2015). C’est d’autant plus intéressant que
les patients présentent le plus souvent une NAFLD avec une consommation d’alcool
réguliere.

Enfin, a des stades plus graves de la maladie et notamment chez les patients
cirrhotiques (quelle que soit la cause de la cirrhose), la carence en 25-OH vitamine D

est associée a plus d’infection bactérienne (Anty et al. 2014; Ramadan et al. 2019).
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Article 3 : FNDC5/irisine est une hepatokine protectrice de la

stéatose

1. Présentation de I'étude

Cette partie de mon travail de thése de Science porte sur des aspects plus
fondamentaux de la NAFLD. Comme vu précédemment, la physiopathologie de la
NAFLD est complexe (génétique, épigénétique, environnementale) et pas totalement
élucidée. De plus, aucun traitement n’est validé pour traiter cette pathologie
eémergente. La recherche est donc nécessaire d’une part pour mieux comprendre la

physiopathologie et d’autre part pour développer de nouvelles armes thérapeutiques.

FNDC5 est une protéine transmembranaire initialement découverte dans le
muscle. Sa partie extracellulaire est clivée et l'irisine (qui correspond au fragment libre
clivé) est relarguée dans la circulation sanguine. Le role de l'irisine a été montré dans
la brunisation du tissu adipeux blanc et dans 'augmentation de la captation de glucose
dans le muscle. Au niveau sanguin, 70 % de lirisine provient du muscle, 25 % du tissu
adipeux et 5 % des autres organes chez la souris (Roca-Rivada et al. 2013). Plusieurs
études surexprimant l'irisine ont également montré son role positif sur linsulino-
résistance et le métabolisme glucidique (Xiong et al. 2015). Des souris avec une
invalidation globale de Fndcb avaient plus de stéatose et étaient moins résistantes a

l'insuline aprés des régimes riches en gras (Liu et al. 2016).

Au niveau hépatique, I'effet de lirisine a été étudié in vitro sur des hépatocytes et
in vivo dans des modeéles murins aprés surexpression d’irisine ou de FNDC5. Les
résultats montraient une amélioration des lésions de stéatose (Park et al. 2015). Ces
résultats étaient en faveur du réle endocrine de lirisine, qui sécrétée par le muscle et
le tissu adipeux, jouait un rble a distance sur le foie. Cependant, le réle de FNDC5
hépatique et I'action locale de l'irisine (autocrine et paracrine) au niveau du foie n’est
pas élucidé. C’est la raison pour laquelle nous avons décidé d’étudier le role local de
FNDCS5/irisine dans le foie.
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De plus, le géne de FNDC5 a également été étudié. Plusieurs équipes se sont
intéressées aux différents polymorphismes de ce géne dans la régulation du
métabolisme glucido-lipidique. Parmi les différents polymorphismes étudiés, I'alleéle G
du SNP rs3480 a fait I'objet de plusieurs publications dans la NAFLD avec des résultats
contradictoires. En effet, 'alléle G était associé a la stéatose et non a la fibrose dans
une premiére étude, tandis qu’'une deuxiéme étude retrouvait I'alléle G comme associé
a la fibrose et non a la stéatose (Petta et al. 2017; Metwally et al. 2019). Au niveau
mécanistique, le SNP rs3480, situé dans une région non codante du promoteur du

géne, était associé au miR-135a-5p (Metwally et al. 2019).

L’hypothése de notre travail est que FNDC5/irisine, en tant qu’hépatokine, jouerait

un role local hépatique protecteur sur la stéatose.

2. Objectifs de I'étude

Nous avons souhaité étudier le r6le de FNDC5/irisine au niveau local dans le foie.

Le premier objectif de I'étude était de rechercher des modifications dans la
concentration hépatique de FNDC5 en fonction des différentes étapes de la NAFLD
dans des modéles murins et sur des biopsies humaines de foie. Comme FNDC5
hépatique était augmenté en cas de stéatose et de NASH, le deuxiéme objectif était
d’étudier les différentes cellules hépatiques exprimant FNDC5. Nous avons montré
que FNDCS5 était exprimé notamment dans les hépatocytes. Le troisieme objectif de
notre étude était d’approfondir le réle de FNDC5 dans I'hépatocyte. Enfin, nous avons
également rechercher les variations du polymorphisme de FNDC5 rs3480 en fonction
des stades de NAFLD chez 304 patients obeses morbides ayant tous eu une biopsie
hépatique au cours d’une chirurgie bariatrique et chez 309 patients ayant eu une

biopsie hépatique pour une suspicion de NAFLD.
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4. Conclusions/perspectives

Dans ce travail, nous avons montré que FNDC5/Irisine hépatique est régulé a la
hausse sans impact sur la concentration sérique d’irisine dans différents modéles
murins de NAFLD et sur des patients avec NAFLD. Pour cela, nous avons utilisé des
souris C57BL/6 soumises a un régime HFD pendant 33 semaines entrainant une
stéatose ou a un régime MCDD pendant 2 semaines entrainant une stéato-hépatite.
Dans ces 2 modeles, I'expression hépatique de Fndcb était augmentée et corrélait
avec la stéatose hépatique et les Iésions hépatiques. Ces données étaient également
confirmées sur des biopsies hépatiques de patients obéses morbides avec différentes
sévérités de NAFLD. De plus, nous avons montré dans les modéles murins et chez
les patients que l'irisine circulante n’était pas associée aux lésions hépatiques. Les
données dans la littérature concernant lirisine circulante et la NAFLD sont
contradictoires comme vu dans l'introduction. En effet, certaines études montrent une
diminution de lirisine sanguine avec le développement de la NAFLD (Zhang et al.
2013), alors que d’autres montrent une augmentation de sa concentration (Rizk et al.
2016) ou I'absence de modification (Polyzos et al. 2015). Il est donc possible que I'effet

de l'irisine dans le foie soit di a un effet local et non a une contribution systémique.

Ensuite, nous avons montré que, dans le foie, FNDC5 est exprimé dans les
hépatocytes et également dans la fraction non parenchymateuse. L’augmentation
hépatique de FNDC5 est aussi associée une augmentation de son expression dans
les deux fractions chez les souris soumises a un régime MCDD pendant 2 semaines.
Pour la suite de notre travail, nous avons décidé de nous focaliser sur I'hnépatocyte.
Ces cellules avaient la « machinerie » nécessaire pour générer lirisine soluble. Ces
résultats confirmaient bien que lirisine est une hépatokine. Nous avons ensuite
recherché les mécanismes responsables de [l'augmentation de [I'expression
hépatocytaire de FNDC5 et avons montré que le stress génotoxique hépatique et
I'activation de la voie p53, qui sont exacerbés avec le développement de la NAFLD,
étaient impliqués dans son augmentation hépatocytaire. C'est la premiere fois que
cette voie de régulation de FNDCS5 est décrite. Dans des modéles murins de NAFLD,
il a été bien établi que I'expression et I'activité de p53 était augmentée dans le foie
(Yahagi et al. 2004) et que I'inhibition de la voie p53 atténuait la stéatose et les Iésions

hépatiques (Derdak et al. 2013). D’autres régulateurs de FNDCS5 ont été aussi décrits
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dans le foie comme le récepteur nucléaire CAR ou le FXR (Mo et al. 2016; Li et al.
2019).

Le troisiéme obijectif était d’étudier le réle de FNDC5 dans I'hépatocyte dans le
développement de la NAFLD. Nous avons montré, dans des lignées d’hépatocytes
(HepG2) incubés dans des milieux glucotoxiques (glucosamine) ou lipotoxiques (acide
oléique), que la diminution de I'expression de FNDCS5, par des approches de siRNA,
favorisait le développement de la stéatose. En effet, nous avons trouvé une
augmentation de I'expression des enzymes de la néoglucogenése et de la lipogenése
dans les HepG2 et les hépatocytes primaires de souris. La diminution de I'expression
de FNDCS5 altérait aussi le flux autophagique, décrit comme hépatoprotecteur sur la
stéatose et la souffrance hépatocellulaire (Gual et al. 2017a; 2017b). Nous avons aussi
pu démontrer que la diminution de I'expression de FNDC5 aggravait la mort cellulaire
par apoptose en réponse au TNFa dans des hépatocytes primaires de souris. FNDC5
dans les hépatocytes préviendrait donc la stéatose hépatique en régulant I'entrée et la
sortie des acides gras libres dans le foie, la lipogenése et la macro-autophagie. FNDC5
hépatique pourrait aussi freiner la progression de la NAFLD en diminuant 'apoptose
des hépatocytes induite par les cytokines. Ces résultats ont été également retrouvés
par Liu et col. qui ont étudié des modéles murins déficients en Fndc5. Ces souris
soumises a un régime riche en gras développaient une stéatose sévére en diminuant
le flux autophagique et en augmentant la lipogenése. A contrario, la surexpression de
FNDC5 améliorait partiellement la stéatose hépatique et I'hyperlipidémie chez des
souris obéses. Ces effets bénéfiques étaient dus aux effets de FNDC5 dans le foie,
mais pourraient également étre une conséquence du ciblage de FNDC5 dans le tissu
adipeux et le pancréas puisque le taux systémique d'irisine a été multiplié par deux
(Liu et al. 2016). Nous avons montré, dans notre étude, que ces effets sont médiés
par l'irisine hépatique et non systémique. La macroautophagie dans les hépatocytes
est actuellement considérée comme une voie hépatoprotectrice et les souris
présentant des délétions spécifiques d'Atg5 ou d'Atg7 sont plus sensibles aux Iésions
hépatiques induites par l'alcool et d'autres agents toxiques, un excés d'acides gras
libres et une ischémie-reperfusion (Gual et al. 2017b; Lavallard and Gual 2014; Czaja
et al. 2013). Indirectement, la diminution de l'accumulation de graisse dans les
hépatocytes, induite par FNDC5, pourrait réduire la vulnérabilité des hépatocytes gras

aux signaux de mort, ce qui permettrait d'éviter partiellement les Iésions hépatiques.
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Un schéma récapitulatif des effets locaux de FNDC5/irisine est proposé ci-dessous.

Fiqure 13 : FNDCS5/irisine dans la NAFLD

FNDC5/irisine hépatique est régulée positivement dans la NAFLD sans affecter les niveaux

systémiques d'irisine dans les études chez la souris et chez 'homme. Le stress génotoxique
hépatique et l'activation de la voie p53, exacerbés par le développement de la NAFLD, ont été
impliqués localement dans sa régulation a la hausse. FNDCb/irisine dans les hépatocytes
pourrait protéger de la stéatose hépatique en régulant I'entrée et la sortie d’acides gras libres
dans le foie, la lipogenése et la macro-autophagie. De plus, FNDC5 hépatique pourrait freiner
la progression de la NAFLD en diminuant I'apoptose des hépatocytes induite par les cytokines.
Les effets bénéfiques de FNDC5/irisine sur le foie et ses fonctions dans le tissu adipeux et le

muscle renforcent son potentiel pour des applications thérapeutiques.

—

Steatosis
Genotoxic stress FNDC5/Irisin O O
and increase O 0
increase with NAFLD \11
Cellular stress
/ Lipotoxicity:
Hepatocyte FNDCS5/irisin
ea h‘ Decreased FFA uptake and
esterification and lipid droplet
synthesis.
FNDC5/|r|sm Increased VLDL synthesis and
Decreased TNFa-mediated macroautophagy.
apoptosis.
Increased hepatoprotective
macroautophagy.

Enfin, nous avons montré que le polymorphisme rs3480 G de FNDC5 était
protecteur de la stéatose et de la fibrose et ce indépendamment de 'age, du sexe, de
'IMC et du polymorphisme de PNPLA3 dans 2 cohortes trés différentes de plus de
300 patients. Ces résultats vont a I'encontre de ce qui a déja été publié puisque Petta
et col. ont montré que le SNP rs3480 G était associé a la fibrose significative sans effet

sur la stéatose. Il faut quand méme noter, dans cette étude, que les résultats in vitro
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sur des HepG2 incubés dans un milieu lipotoxique ne retrouvaient pas d’amélioration
de la stéatose aprés administration exogéne d’irisine alors que les données de la
littérature sont plutét concordantes sur l'effet protecteur de lirisine sur la stéatose
(Petta et al. 2017). L’autre étude sur le polymorphisme de FNDC5 dans la NAFLD a
retrouvé que le SNP rs3480 G de FNDCS5 était associé a la stéatose sévere sans effet
sur la fibrose (Metwally et al. 2019).

Tous ces résultats doivent étre pris avec précaution et une étude a large échelle
devrait étre réalisée pour valider le role du polymorphisme rs3480 de FNDC5 dans la
NAFLD.

Pour conclure : ce travail de thése a permis de mettre en évidence une voie de
régulation de la stéatose. Dans le foie et sous l'influence notamment de la voie de p53,
FNDC5 va sécréter l'irisine qui va agir par voie autocrine ou paracrine pour ralentir le
développement de la stéatose. FNDC5/irisine va ralentir la lipogenése, favoriser
I'export des VLDL et activer le flux autophagique. Malheureusement, a des stades plus
tardifs de la maladie (stéatose séveére), ce phénoméne est dépassé et malgré des
concentrations élevées d'irisine, la stéatose se développe. C’est le concept d’irisino-
résistance décrit initialement par Perez-Sotelo et col. dans l'adipocyte, qui est
finalement présent dans I'hépatocyte (Pérez-Sotelo et al. 2017). Ces données laissent
a penser que l'irisine pourrait étre une voie thérapeutique dans le développement des

stades précoces de la NAFLD.

Cependant, encore beaucoup de données sont non comprises et nécessitent la
poursuite des recherches sur cette molécule.
Au niveau systémique, des recherches portant sur le mécanisme de clivage de FNDC5
pour donner lirisine et le réle spécifique de FNDC5 par rapport a l'irisine sont a
entreprendre.
Au niveau hépatique, la recherche du récepteur de l'irisine (probablement dans la
famille des intégrines) est nécessaire. De maniére intéressante, nous avons constaté
que l'invalidation de FNDC5 dans les hépatocytes primaires régulait négativement
I'expression des intégrines aV et B5, récepteurs potentiels de l'irisine récemment

identifiés dans les ostéocytes et les tissus adipeux (Kim et al. 2018).
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De plus, I'étude de FNDCS5/irisine dans les autres cellules hépatiques (cellules
stellaires, macrophages, cellules endothéliales sinusoidales) pourrait affiner le role de
lirisine dans le foie et son association avec la fibrose.

Dans un autre champ hépatologique, I'étude de la voie FNDC5/irisine dans d’autres
hépatopathies chroniques telles que les maladies du foie liées a I'alcool seraient
intéressantes. Par exemple, nous avons pu mettre en évidence une augmentation de
I'expression hépatique de FNDC5 dans un modéle murin de complications hépatiques
associées a une consommation chronique puis accrue d’alcool (Chronic plus binge

ethanol feeding)
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Conclusion générale

Les maladies du foie gras non alcooliques (NAFLD) constituent un probléme majeur
de santé publique. L’enjeu scientifique de la NAFLD est d’'une part de mieux
comprendre la physiopathologie notamment pour développer des traitements
pharmacologiques et d’autre part de mieux comprendre les facteurs favorisant le
développement de cette maladie et expliquant I'hétérogénéité des manifestations
clinique et de la sévérité de la maladie entre les individus.

Mon travail de thése de Sciences a permis d’étudier des acteurs et des facteurs

supposes associés a la progression de la NAFLD.

Tout d’abord, nous avons étudié les troubles du comportement alimentaire, a travers
un auto-questionnaire de dépistage le Bulimia-revised test, en fonction de la sévérité
des atteintes hépatiques. Nous n’avons pas mis en évidence d’association entre les
troubles du comportement alimentaire et la NAFLD. Cependant, plusieurs explications
sont possibles quant a 'absence d’association : il est possible que nos patients obéses
morbides ne soient pas assez graves sur le versant psychiatrique (exclusion des
patients présentant une boulimie clinique). De plus, I'auto-questionnaire utilisé, bien
que validé, manque peut-étre de sensibilité et de spécificité. Des études
supplémentaires dans des populations de patients en surpoids ou obeses, a risque de
troubles du comportement alimentaires, avec des outils de dépistage plus récents
(comme le test « yale food addiction scale », validé en frangais et adapté au DSM-5
(Gearhardt et al. 2016; Brunault et al. 2017)) sont nécessaires avant de conclure a

I’'absence d’association entre NAFLD et addiction alimentaire.

Ensuite, nous avons étudié les acteurs de progression de la NAFLD.

Tout d’abord, nous avons montré que la concentration sérique de vitamine D n’était
pas modifiée en fonction de la sévérité de la NAFLD. D’autres études dans la NAFLD
ont retrouvé des résultats similaires aux nétres. Cependant, plusieurs publications
dans d’autres hépatopathies chroniques (alcool notamment), dont certaines de notre
équipe, ont mis en évidence le lien entre un déficit en vitamine D et la fibrose hépatique
chez des patients ayant des atteintes hépatiques séveres.

Ensuite, nous avons montré que FNDC5/irisine était un facteur protecteur local du

développement de la NAFLD. FNDC5 jouerait un rdle positif sur la lipogenése,
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I'apoptose et le flux autophagique. Son action serait autocrine ou paracrine hépatique
et non d’'origine systémique comme en attestait 'absence d’association entre l'irisine
circulante et la sévérité de la NAFLD. Cette molécule pourrait étre une option

thérapeutique dans le traitement de la stéatose hépatique.

En conclusion et d’'un point de vue médical, la NAFLD est une pathologie difficile a
prendre en charge. D’une part car nos outils diagnostiques sont insuffisants (seule la
biopsie hépatique permet de différencier une NASH d’une stéatose) et d’autre part car
aucun traitement pharmacologique n’est validé.

Des études supplémentaires sont nécessaires pour savoir si, en plus de la prise en
charge actuelle validée [mesures hygiéno-diététiques (perte de poids, augmentation
de l'activité physique, lutte contre la sédentarité) et prise en charge des facteurs de
risque cardio-vasculaire], tous les patients avec une NAFLD devraient avoir un dosage
de la vitamine D pour rechercher et corriger un déficit ; et si l'interrogatoire devrait
rechercher des arguments pour une addiction alimentaire (et s’aider si besoin d’'un
auto-questionnaire de dépistage) et si une prise en charge addictologique spécifique
pourrait étre entreprise en cas de positivité.

Enfin, le développement de thérapeutiques efficaces est trés attendu et de
nombreuses molécules sont actuellement en cours de développement. Des agonistes

de FNDCY5/irisine pourraient étre une voie de développement intéressante.
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Diagnostic et traitement des stéatoses hépatiques non alcooliques

R. Anty, CM. Canivet

CHU de Nice, pdle digestif. INSERM U1065, Equipe 8 Complications hépatiques de I'obésité.

Université Cote d'Azur, Faculté de médecine. Nice

Les stéatopathies hépatiques non alcooliques appelées
en anglais Non-Alcoholic Fatty liver Disease (NAFLD),
regroupent un spectre d'anomalies hépatiques. Elles vont
de la stéatose simple a la stéatohépatite Non-Alcoholic
Steato-Hepatitis (NASH) qui est associée au risque
d’évolution vers la fibrose, la cirrhose voire le carcinome
hépatocellulaire. La prévalence moyenne de la NAFLD
dans la population mondiale serait de 25,2 %, de 13,5 %
en Afrique noire et de 31,8 % au Moyen Qrient [1]. Environ
15 a 20 % des patients avec une NAFLD auraient une NASH.
La NAFLD est une pathologie complexe, multi-systémique
favorisée par linsulino-résistance qui nécessite une
démarche et une prise en charge rigoureuse décrites
ci-dessous [1].

Démarche diagnostique

Evoquer le diagnostic

Une NAFLD doit étre recherchée (échographie abdominale
+ bilan hépatique) chez tout patient ayant une insulino-
résistance, un surpoids, une obésité, un syndrome
métabolique (Tableau ), un diabéte de type 2, ou
une anomalie inexpliquée du bilan hépatique (élévation
de I'activité de I'ALAT + ASAT + GGT) [3, 4]. Inversement,
la découverte a l'imagerie d'une stéatose hépatique
(quelque soit le bilan hépatique) doit faire
rechercher les différents parametres du syndrome
métabolique [4].

Rechercher systématiquement une comorbidité
hépatique associée

La recherche d'une prise d'alcool de type usage simple
ou mésusage (principal diagnostic différentiel) est a
rechercher de fagon systématique. Compte tenu de
la fréquence de la NAFLD/NASH dans la population
générale, I'élimination des différentes causes "classiques"
d’'atteinte hépatique doit étre faite : hépatite virale B ou C,
atteinte médicamenteuse, hémochromatose, hépatite
auto-immune, ...[4].
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Tableau | : Définition du syndrome métabolique (2009) [3]

3 éléments parmi

Tour de taille (variable selon I'ethnie) :
Sujet européen: H2 94 cm, F 280 cm
Sujet américain : H2102 ¢cm, F 288 cm
Sujet asiatique : H>90 c¢m, F > 80 cm

21,5 ¢/ (1,7 mmol/l)

ou traitement spécifique
H:<0,4g/I{1,03 mmol/l);
F:<0,5¢/{1,29 mmol/l)
ou traitement spécifique

Obeésité centrale

Elévation des triglycérides

Baisse du HDL-Cholestérol

Systolique 2 130 mmHg
ou diastolique 2 85 mmHg
ou traitement spécifique

21,0 g/1 (5,6 mmol/)
ou diabéte de type 2 connu

Elévation de la pression artérielle

Elévation de la glycémie

H:Homme ; F: Femme ; HDL: High Density Lipoprotein

Eliminer une NAFLD/NASH secondaire

Avant de retenir le diagnostic de NAFLD/NASH "primitive",
on doit vérifier I'absence de causes rares de NAFLD/NASH
secondaires notamment : la prise d'un médicament
stéatogene (corticoide, amiodarone, cestrogéne, tamoxiféne,
inhibitheurs nucléosidiques de la transcriptase
réverse), une maladie de Wilson, une pullulation
microbienne intestinale, une nutrition parentérale, une
dénutrition sévere, une a/hypo-bétalipoprotéinémie, un
hypopituitarisme ou une hypothyroidie [4].

Evaluer I'état hépatique

L'évaluation de la fibrose hépatique est essentielle a
la prise en charge des patients. Les recommandations
2016 de la société européenne d'étude du foie (EASL)
préconisent la combinaison d’'un test de biomarqueurs
sériques et d'une mesure d’élastographie impulsionnelle
hépatique (FibroScan®, sonde M ou sonde XL spécialement
développée pour les patients obéses). Différents tests
sériques gratuits (NAFLD 7ibrosis score : www.nafldscore.
com, Fib 4 : medicalcul.free.fr/fib4.html) ou commerciaux
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(ELF®, Fibrotest®) sont disponibles. La détermination de seuils
précis avec ces différents marqueurs non invasifs est toujours
I'objet de recherches. Dans les cas ou I'évaluation non
invasive de la fibrose est inefficace ou discordante, une
biopsie hépatique doit étre proposée. Dans le cas ol les
méthodes non invasives sont en faveur de lésions de fibrose
sévere ou de cirrhose, une biopsie hépatique de confirmation
peut étre réalisée. Actuellement, il n'y a pas de test non invasif
validé pour différencier la stéatose simple de la NASH [4, 5].

Traitement de la NAFLD

Mesures générales

Lors de la découverte d'une stéatose a I'échographie
hépatique, ou lors de la présence d'une stéatose hépatique
caractérisée a la biopsie hépatique (stéatose simple,
stéatohépatite + fibrosante, cirrhose post-stéatohépatite
non alcoolique), la recherche et la prise en charge des
parametres du syndrome métabolique est fondamentale
La recherche des autres facteurs de risque cardio-
vasculaires non inclus dans la définition du syndrome
métabolique est importante, tel que I'age, un antécédent
familial de maladie coronaire précoce, un tabagisme,
une élévation du /ow density lipoprotein (LDL) cholestérol
(Tableaux Il et Ill). Les cibles du LDL sont variables
entre les recommandations francgaises, européennes et
américaines (cf note de cadrage : Hypercholestérolémie
pure et hyperlipidémie mixte : prise en charge. HAS 2015.
www.has-sante.fr). Il n'y a pas de sur-risque de toxicité
hépatique a I'emploi d'une statine au cours de la NAFLD.
L'équilibred’'undiabétedetype2estimportant. L utilisationde
la metformine est possible chezles patients avec une NAFLD.
Lorsque la molécule est disponible, I'usage du liraglutide
(analogue du Glucagon-like Peptide 7 (GLP1)) est logique
chez les patients diabétiques avec une NAFLD, compte tenu
des résultats préliminaires encourageants (diminution de
la stéatose, de la stéatohépatite, et de la fibrose chez des
patients avec NASH, avec ou sans diabete de type 2, étude
LEAN) [6]. La recherche et la prise en charge des autres
manifestations extra-hépatiques (syndrome d'apnée-
obstructive du sommeil, ostéoporose, maladie rénale
chronique, syndrome des ovaires polykystiques,
hypothyroidie) sont importantes [4]. Le surpoids et 'obésité
sont également des facteurs de risque de cancer en général
et de cancers digestifs en particulier. Compte tenu du fait
que les déces par cancer sont la deuxieme cause de
mortalité des patients ayant une NAFLD, I'application des
mesures de dépistage du cancer colo-rectal, du cancer
de la prostate, du cancer du sein et I'arrét du tabac sont
particulierement importants dans cette population.

34

Tableau Il : Evaluation du risque cardiovasculaire en France
(HAS 2015), par la détermination des facteurs de risque
associés a une dyslipidémie

Facteurs de risque Définitions

Age Homme 250 ans, Femme 2 60 ans

Infarctus ou mort subite < 55 ans chez le pére
ou apparenté du I* degré de sexe masculin
Infarctus ou mort subite < 65 ans chez la mére
ou apparentée du 1* degré de sexe féminin

Antécédents familiaux de
maladie coronaire précoce

Tabagisme Actuel ou arrété depuis moins de 3 ans

Hypertension artérielle Présente, traitée ou non

Présent, traité ou non
<0,4 ¢/1{1,0 mmol/l)

Diabéte de type 2
HDL-cholestérol

Facteur protecteur (si présent
soustraire “un risque" au
score de niveau de risque) :

HDL-cholestérol 0,60 g/1 (1,5 mmol/I)

Score de niveau de risque

cardiovasculaire Définitions

Risque faible Aucun facteur associé a la dyslipidémie

Risque intermédiaire 2| facteur de risque associé a la dyslipidémie

Antécédents de maladie cardiovasculaire
avérée (prévention secondaire)
Diabéte de type 2 + atteinte rénale
0U > 2 facteurs de risque
Risque > 20 % de faire un événement
coronarien dans les 10 ans

Haut risque

Tableau lll : Stratégie thérapeutique du LDL-cholestérol (LDL-C)
en fonction du niveau de risque cardiovasculaire (HAS 2015)

Prévention primaire : traitement par statine si

concentration cible de LDL-C non obtenu aprés Cibles
3 mois de mesures hygiéno-diététiques

Aucun facteur de risque LDL-C<2.2¢/I

1 facteur de risque LDL-C<1,9 g/l

2 facteurs de risque LDL-C< 16 g/l

> 2 facteurs de risque LDL-C<1,3 g/l

Haut risque LDL-C<1g/I

Prévention secondaire, traitement par statine LDL-C<1 g/

associé aux mesures hygiéno-diététiques

Mesures spécifiques
Mesures non médicamenteuses

Chez les patients présentant un surpoids ou une adiposité
viscérale marquée, I'objectif est une perte de 7 a 10 %
| |
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du poids corporel. Deux volets de prise en charge sont
préconisés en pratique :

= Le premier volet thérapeutique consiste en une
modification des habitudes alimentaires avec des apports
en macronutriments adaptés (Tableau IV). Le régime
traditionnel méditerranéen a de trés nombreux effets
bénéfiques sur la santé global. La consommation de café
(notamment a la cafetiére électrique) est plutdt protectrice
de la stéatose voire de la fibrose hépatique [4, 7].

= Le deuxieme volet de la prise en charge est celui de
I'augmentation de I'activité physique (activité physique
aérobie ou enrésistance) et de la lutte contre la sédentarité.
L'augmentation de l'activité physique améliore la stéatose
hépatique méme en |'absence de perte de poids [4].
L'association des mesures diététiques et I'augmentation
de lactivité physique/lutte contre la sédentarité sont
essentielles pour permettre une perte de poids significative
et durable dans le temps. Cela doit s’inscrire dans un projet
de modification durable du mode de vie.

En cas de troubles du comportement alimentaire caractérisé
(addiction au sucre, au sel, boulimie), une prise en charge
addictologique et/ou une thérapie de type cognitivo-
comportementale sont importantes a mettre en place.

Mesures médicamenteuses

Bien qu'il soit impératif de mettre en place les mesures
hygiéno-diététiques précédemment vues, il est parfois

extrémement difficile chez certains malades de suivre ces
mesures a long terme. Il est donc important d'identifier le
moment ot I'intervention pharmacologique, selon la gravité
de la maladie hépatique, est utile.

Cependant, aucun médicament n'a actuellement
I'autorisation de mise sur le marché dans cette indication au
niveau des agences sanitaires américaines ou européennes.
Les recommandations des sociétés savantes américaines
et européennes proposent d'utiliser de la vitamine E
(800 UI/j) [4, 8]. Cependant, son innocuité au long terme
n'est pas clairement établie. Une augmentation du risque
d'accident vasculaire hémorragique et de cancer de la
prostate seraient présents.

La pioglitazone est également retenue par ces
recommandations internationales [4, 8]. Cependant son
usage au long cours est associé a une prise de poids, a un
risque d'ostéoporose voire un risque de cancer de vessie.
La metformine et I'acide urso-désoxycholique n'ont pas
prouvé d'amélioration franche de I'histologie hépatique
et ne sont pas recommandés. Les statines et les oméga-3
améliorent la stéatose, mais sont inefficaces sur la
stéatohépatite ou la fibrose [4, 8]. Cependant, la metformine,
les statines + les oméga-3 ont des intéréts extra-hépatiques
chez ces patients, notamment des effets préventifs
anti-tumoraux. La recherche industrielle est actuellement
trés active dans le domaine pharmaceutique des stéatoses
hépatiques [9, 10]. Parmi les potentiels médicaments du

Tableau IV : Recommandations pratiques de la prise en charge de la NAFLD, modifiées d'aprés les guidelines

EASL 2076 (4]

Cibles

Recommandations

Restriction énergétique

Diminution de la ration calorique de 500 & 1000 kcal afin d'induire une perte de poids
de 500 4 1000 g/semaine
Objectif : perte de 710 % du poids initial
Approche au long cours, @ combiner avec I'augmentation de I'activité physique selon les principes
de thérapie cognitivo-comportementale

Composition en macronutriments

Apports en fibres

Régime méditerranéen
Régime pauvre en graisse et riche ou modéré en hydrate de carbone (par ex. : hydrates de carbone
64 %, lipides 22 % avec <10 % de la ratio calorique apportée par des acides gras saturés, protéines 14 %)
Privilégier des hydrates de carbone a faible index glycémique

Au moins 5 portions de fruits ou Iégumes par jour (apport en fibres > 20 g/)

Apport en fructose industriel

Prise d"alcool

Eviter les sodas et les aliments riches en fructose industriel

Garder des apports inférieurs aux recommandations (30 g/j chez I'nomme, 20 g/j chez |a femme)

Café

Exercice/activité physique

Pas de limitation hépatique

2150-200 mn/semaine d'activité physique modérée aérobie, en 3d 5 sessions
(marche rapide, vélo statique)
Les exercices en résistance sont aussi efficaces.
Le type d'activité physique doit dépendre des préférences du patients afin d'étre maintenue
au long cours
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futur, I'acide obéticholique (agoniste du Farmesoid X
Receptor), |'élafibranor (double agoniste du Peroxisome
proliferator-activated receptor, PPAR, alpha et du PPAR
delta), le sémaglutide (analogue du GLP1) et le cénicriviroc
(antagoniste du C-C chemokine receptor type 2 (CCR2)
et CCR5) sont en cours d'essais thérapeutiques
internationaux de phase 3 [11].

La modulation du microbiote intestinal a I'aide de
prébiotiques, probiotiques, synbiotiques, antibiotiques
voire par transplantation fécale est une piste en cours
d’exploration [12].

Chirurgie bariatrique

La chirurgie bariatrique, notamment par gastric by pass
ou sleeve gastrectomy, permet une perte de poids
significative et durable dans le temps. Les données
récentes de la littérature suggerent une fréquente
résolution de la stéatose, de la stéatohépatite (dans 85 %
des cas) et de la fibrose (dans 50 % des cas) chez les
patients NASH, 1 an apres la chirurgie bariatrique [13, 14].

Conclusion

La NAFLD est une pathologie multi-systémique complexe.
Le diagnostic repose sur un faisceau d’arguments
cliniques et paracliniques (biologie, élastométrie voire
anatomopathologie). La prise en charge des patients
atteints de NAFLD repose sur une prise en charge multi-
disciplinaire, d'une part pour diagnostiquer les atteintes
extra-hépatiques de la maladie (risque cardiovasculaire,
diabete notamment), et d'autre part pour traiter ces
patients. Les thérapeutiques spécifiques de la NAFLD sont
trés restreintes a I'heure actuelle et la pierre angulaire de la
prise en charge repose sur les mesures hygiéno-diététiques.
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Résume

Les stéatoses hépatiques métaboliques (également
appelées stéatopathies dysmétaboliques ou maladie
du foie gras non alcoolique, en anglais non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD)) sont un probléme de santé
publique. La NAFLD regroupe la stéatose (en anglais non-
alcoholic fatty liver (NAFL)), la stéatohépatite non
alcooliqgue (en anglais non-alcoholic steatohepatitis
(NASH)) et ses complications que sont la fibrose
hépatique, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire.
Environ 25 % de la population mondiale aurait une
NAFLD et 1,5 a 6,5 % une NASH. Ces fortes prévalences
sont liées a I'épidémie de surpoids et d'obésité. Comme
I'obésité, la NAFLD est une maladie complexe et
hétérogene. En effet, la genése, les manifestations
cliniques hépatiques et extrahépatiques, et I'évolution
de la NAFLD dépendent de multiples facteurs environne-
mentaux et génétiques. Le syndrome métabolique,
comprenant l'insulino-résistance, joue un role important
mais non exclusif dans I'apparition de la NASH. La NAFLD,
comme |'obésité et le diabete de type 2, est une maladie
multisystémique associée a différentes complications
(maladies cardiovasculaires, cancers extrahépatiques et
hépatiques, atteinte rénale...).

La compréhension de la physiopathologie de la NAFLD a
permis I'émergence de nombreuses approches thérapeu-
tiques médicamenteuses ou non médicamenteuses
innovantes en cours d’'évaluation.

La prise en charge des patients nécessite une démarche
diagnostique rigoureuse. La biopsie hépatique, qui est
I'examen de référence, ne peut pas étre proposée a
I'ensemble des sujets a risque de NAFLD. Le dévelop-
pement et la validation d’outils non-invasifs sériques et/ou
physiques évaluant de facon fiable et reproductible, la

Pour citer cet article : Anty R, Canivet CM, Gual P, Tran A. Stéatoses hépatiques métaboliques : histoire naturelle, physiopathologie et démarche
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Mise-au-point

Introduction

a non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) constitue

une maladie complexe et hétérogéne. Nous abor-
derons sa définition histologique, son épidémiologie
et son histoire naturelle. Nous verrons ensuite les
bases physiopathologiques des traitements en cours
d'évaluation préclinique et clinique. Enfin, nous propo-
serons une démarche diagnostique. La prise en charge
thérapeutique sera abordée dans d'autres documents

fibrose mais aussi la NASH et la stéatose sont un enjeu
majeur. La mise a disposition de ces marqueurs non
invasifs permettra de dépister, d'évaluer et de suivre les
patients.

W Mots clés : NAFLD, NASH, foie gras, stéatose, stéatohépatite,
insulino-résistance, obésité, surpoids, syndrome métabolique

Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a major health
problem which is now recognized by governmental
agencies. NAFLD is a spectrum of diseases including
non-alcoholic fatty liver (NAFL), non-alcoholic steato-
hepatitis (NASH) and its complications: fibrosis, cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. Worldwide, 25% of the
general population have NAFL, and 1.5 to 6.5% have
NASH. These high frequencies are linked to the epidemic
of overweight and obesity. As for obesity, NAFLD is a
complex and heterogeneous disease. The mechanisms,
the clinical occurrence, the associated diseases and the
natural history imply multiple genetic and environmental
factors. Insulin-resistance may play a central but not
exclusive role in the occurrence of NASH. NAFLD such as
obesity and type 2 diabetes is a multisystem disease
associated with various complications (cardio-vascular
events, hepatic and extra hepatic cancers, chronic kidney
disease. . .).

Advances in the knowledge of the mechanisms of NAFLD
led to the development of new pharmacological or non
pharmacological treatments, which are undergoing
clinical trials.

The management of patients with NAFLD must be well
structured, particularly because the liver biopsy, which is
still the gold standard, cannot be performed in all
suspected subjects.

There is a need to develop and validate new non-invasive
tools based on analyses of serum or on physical
assessment that allow reliable assessment of fibrosis,
the NASH and steatosis. Their availability will allow easy
screening, diagnosis and follow-up of patients.

M Key words: NAFLD, NASH, fatty liver, steatohepatitis, insulin-
resistance, obesity, overweight, metabolic syndrome

constituant le dossier thématique dans laquelle s'insere
cette mise au point.

Définition

Le terme NAFLD regroupe un spectre d’anomalies
hépatiques allant de la stéatose (en anglais non-alcoholic
fatty liver (NAFL)), a la stéatohépatite non alcoolique
(en anglais non-alcoholic steatohepatitis (NASH)) et ses
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complications : fibrose hépatique, cirrhose et carcinome
hépatocellulaire (CHC).

Le terme non-alcoholic fatty liver disease

regroupe un spectre d’anomalies
heépatiques allant de la stéatose a la stéato-
hépatite non alcoolique et ses complications :
fibrose hépatique, cirrhose et carcinome
hépatocellulaire ’ ’

La caractérisation précise d'une NAFLD nécessite une
analyse histologique par une biopsie du foie qui, du fait de
ses contraintes, ne peut pas étre proposée a I'ensemble
des sujets a risque de NAFLD.

La stéatose est définie par la présence de vacuoles
lipidiques, généralement macrovésiculaires, au sein des
hépatocytes. Elle est significative lorsqu’elle est supérieure
a 5 % et débute typiquement en région péri-centrolo-
bulaire (figure 1A, B, C).

La NASH est définie par I'association d'une stéatose et
d’une activité inflammatoire qui comprend une infiltration
de cellules inflammatoires (dont des macrophages, des
lymphocytes voire des cellules polynucléaires neutrophi-
les) et des signes de souffrance hépatocytaire a type de
ballonisation (figure 1D). La NASH peut étre associée a des
lésions de fibrose de sévérité variable. La fibrose au cours
de la NASH, comme dans la maladie alcoolique du foie, se
développe selon une localisation particuliere, d’'abord
périsinusoidale en région péri-centrolobulaire (zone 3)
(figure 1E), puis une fibrose sinusoidale dense peut
apparaitre, éventuellement associée a une fibrose en
pont voire a une cirrhose. Rarement, une inflammation
portale et une fibrose a point de départ portale
peuvent étre observées. D'autres lésions élémentaires
peuvent étre présentes (corps de Mallory-Denk, corps
apoptotiques, réaction ductulaire...), en moindre
intensité que ce qui est habituellement observé au cours
des maladies alcooliques du foie. Différents scores
histologiques sont utiles en routine clinique et en
recherche, dont le score de fibrose selon la classification
NASH CRN, le score NAS (NAFLD Activity Score) et surtout
le score SAF (Stéatose, Activité, Fibrose), détaillés dans les
(tableaux 1 et 2) [1-4].

La stéatohépatite non alcoolique

est definie par I'association d’'une stéatose
et d’'une activité inflammatoire qui comprend
une infiltration de cellules inflammatoires
(dont des macrophages, des lymphocytes voire
des cellules polynucléaires neutrophiles)
et des signes de souffrance hépatocytaire
a type de ballonisation ’ ’

Le développement d’outils non invasifs, fiables, faciles
d'acces et si possible peu onéreux, pour le diagnostic
différentiel entre stéatose et NASH et/ou définissant la
présence d'une fibrose est crucial. L'enjeu est que ces
outils soient disponibles pour I'ensemble du corps médical
prenant en charge ces patients (médecins généralistes,
endocrinologues/diabétologues, cardiologues, hépato-
gastroentérologues de tout mode d’exercice et pédiatres).

Epidémiologie

La NAFLD constitue un probleme de Santé publique en
raison de la grande fréquence de ces Iésions a travers le
monde. Les estimations épidémiologiques les plus fiables
sont basées sur la présence d'une stéatose en imagerie.
Les études prenant en considération une élévation isolée
de I'activité des transaminases ou de la GGT sous-estiment
I'ampleur de la NAFLD, compte tenu de la fréquence de
la normalité du bilan hépatique dans ce contexte.
L'estimation de la NASH repose sur des approximations
a partir de séries de patients ayant eu une biopsie
hépatique. Globalement, la prévalence de la NAFLD serait
de 25 % de la population adulte mondiale (24 % en
Amérigue du Nord, 30,5 % en Amérique du Sud, 24 %
en Europe, 13,5 % en Afrique, 32 % au Moyen-Orient,
27 % en Asie). La NASH serait présente chez 1,52 6,5 %
de la population générale [5].

La prévalence de la non-alcoholic fatty
liver disease serait de 25 % de la popula-
tion adulte mondiale ’ ’

‘ ‘ La stéatohépatite non alcoolique serait
présente chez 1,5 a 6,5 % de la popula-
tion générale ’ ’

La prévalence de la NAFLD augmente avec l'age des
patients (22,4 % chez 30-39 ans, 26,5 % chez les 40-49
ans, 27,4 % chez les 50-59 ans, 28,9 % chez les 60-69
ans, 34 % chez 70-79 ans). La NAFLD et la NASH sont trés
associées a |'obésité et aux parameétres du syndrome
métabolique (tableau 3).

Chez les patients américains ayant un diabéte de type 2, la
prévalence de la NAFLD est de 65 % dont 7 % aurait une
fibrose avancée évaluée par élastographie par résonance
magnétique [6].

L'agence américaine du médicament FDA a reconnu que
cette maladie était une priorité pour les années a venir.
Des recommandations pour le développement accéléré
de traitements médicamenteux avec des criteres de
jugement adaptés ont été faites [7].
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Tableau 1. Fibrose selon la classification
NASH CRN (d'apres [1])

Fibrose de 0 a 4 :

0 : normal

1 a: fibrose péri-centrolobulaire discrete

1 b : fibrose péri-centrolobulaire modérée

1 c : fibrose péri-portale

2 : fibrose sinusoidale, péri-centrolobulaire et péri portale

3 : septa fibreux

4 : cirrhose

Histoire naturelle

Plusieurs cohortes, avec des ponctions biopsies
hépatiques répétées dans le temps, ont éclairé I'histoire
naturelle de la maladie (figure 2).

Classiqguement, la stéatose, présente chez environ 80 %
des patients avec une NAFLD, est associée a un bon
pronostic hépatique. Au contraire, la NASH, présente chez
environ 20 % des patients avec une NAFLD, est associée a
un risque d'évolution vers une fibrose voire une cirrhose.
Une notion récente est que, parmi les patients non NASH,
ceux qui présentent une stéatose et une inflammation (sans
ballonisation) peuvent développer une NASH et/ou une
fibrose hépatique, quelques années plus tard. L'impact de
la présence d'une stéatose avec des lésions de ballonisation
(sans inflammation), sur la progression de la fibrose, n‘a
pas été clairement étudié. Enfin, si les patients avec une
« stéatose pure » (sans inflammation, ni ballonisation
hépatocytaire) ont un plus faible risque évolutif hépatique
vers une NASH et/ou une fibrose significative, celui-ci est
cependant bien présent [8-10].

Parmi les patients non NASH, ceux qui
présentent une stéatose et une inflamma-
tion (sans ballonisation) peuvent développer
une NASH ’ ’

La fibrose hépatique est le principal facteur pronostique
de la mortalité hépatique et globale chez les patients.

Figure 1. Exemples de Iésions histologiques de non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD). A) stéatose pure S1 (5 %-33 %) ; B) stéatose
pure S2 (33 %- 66 %) ; C) stéatose pure S3 (> 67 %) ; D) non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) caractérisée par la présence d'une
stéatose, d'une inflammation lobulaire (fleches) et de ballonisations
hépatocytaires (pointes de fleches), coloration hématéine et éosine ; E)
fibrose F1 péri-centrolobulaire, coloration au trichrome de Masson.
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Tableau 2. Scores histologiques NAS (NAFLD Activity Score) et score SAF (Stéatose, Activité, Fibrose)
pour la non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) (d’apres [1-3])

Score NAS (NASH CRN)

Score SAF (Bedossa et al.)

Stéatose Inflammation Ballonisation Stéatose Inflammation Ballonisation des hépatocytes
Nombre foyer des hépatocytes Nombre foyer/
/grossissement grossissement
200 200
0:<5% 0:0 0 : absence 0:<5% 0:0 0 : absence
1:533% 1:<2 1 : quelques 1:533% 1:<2 1 : taille de I'hépatocyte ballonisé
cellules < 2 hépatocytes normaux

23466 % 2:24 2 : nombreuses

cellules

2 :34-66 % 2:>2

2 : taille de 'népatocyte ballonisé
> 2 hépatocytes normaux

3:67-100 % 3:>4

3:67-100 %

Score NAS = Stéatose + Inflammation + Ballonisation
Score NAS entre O et 2 : « Non NASH »
Score NAS entre 3 et 4 : « NASH borderline »

Score NAS > 5 : « NASH »

Score SAF :
Stéatose S0-S3,
Activité (Inflammation + Ballonisation) AO-A4,
Fibrose FO-F4 (selon la définition NASH CRN du tableau 1)

Le score NAS ne doit pas étre utilisé pour porter le diagnostic de NASH. Son intérét est présent dans I'évaluation histologique sous traitement par

rapport a la biopsie initiale avant traitement.

Le score SAF peut étre utilisé pour diagnostiquer une NASH (association d’une stéatose > 1 et d’une activité (somme du score inflammation +
ballonisation) > 2 comportant au moins 1 point pour l'inflammation et au moins 1 point pour la ballonisation). Il peut également étre utilisé lors de
['évaluation histologique sous traitement par rapport a la biopsie initiale avant traitement.

Ce facteur pronostique majeur amene a distinguer des
patients avec une NASH précoce (« Early NASH ») qui ont
une fibrose absente ou minime (FO-F1 selon la classification
NASH CRN); des patients avec une NASH fibrosante
(« Fibrotic NASH ») qui ont une fibrose significative (F2
selon la classification NASH CRN), ou une fibrose en pont ou
sévere (F3 selon la classification NASH CRN) ; et enfin les
patients avec une cirrhose NASH (« Cirrhotic NASH »)[11].

Tableau 3. Prévalence des anomalies
métaboliques au cours de la non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) (stéatose + non-alcoholic

steatohepatitis - NASH) et de la NASH a travers le
monde (d'apres [5])

NAFLD NASH
Obésité* 51,3 % 81,3 %
Diabete de type 2 225 % 43,6 %
Hyperlipidémie/dyslipidémie 69,2 % 72,1 %
Hypertension artérielle 39,3% 68 %
Syndrome métabolique 42,5 % 70,6 %

* des disparités régionales existent.
Les définitions utilisées dans les études de cette méta-analyse
n'étaient pas homogenes.

La fibrose hépatique est le principal fac-
teur pronostique de la mortalité hépatique
et globale chez les patients ’ ’

Dans une méta-analyse récente, le taux annuel moyen de
progression de la fibrose chez les patients NASH était
de 0,09 (IC 95 % : 0,06-0,12) et le taux d'incidence pour
1 000 personnes-années de progression de la fibrose
était de 40,8 (IC 95 % : 34,7-47,1) [5].

Cependant, la réversibilité des Iésions de stéatose, de
NASH et de fibrose (au moins dans les stades initiaux)
a également été mise en évidence dans différentes
circonstances : évolution spontanée, perte de poids
> 8-10 % du poids initial, effets de certains médicaments,
chirurgie bariatrique.

L'apparition d'un CHC est I'une des craintes chez un
patient ayant une NAFLD. L'incidence annuelle du CHC
chez les patients NAFLD était de 0,44 (IC 95 % 0,29-0,66)
pour 1 000 personnes-années contre 5,29 (IC 95 % 0,75-
37,56) pour 1 000 personnes-années chez les patients
NASH [5].

Un CHC au cours de la NAFLD survient dans 70 % des cas
chez des patients cirrhotiques mais aussi, dans 30 % des
cas, a des stades plus précoces de la maladie (NASH voire
stéatose pure). Cela souleve le probleme du dépistage
du CHC chez ces patients qui sont actuellement tres
nombreux. Le développement d’outils non invasifs afin
d'identifier les patients les plus a risque de développer
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— Stéatose hépatique pure (sans inflammation, sans ballonisation)

A

=80 %

Foie normal

=20 %

» Risque élevé de progression vers la fibrose

* Augmentation du risque de déces par
rapport a la population générale

NASH fibrosante

* Progression possible vers la fibrose

M =7% a 6,5 ans

Carcinome hépatocellulaire

NASH avec cirrhose

=31% a 8 ans

Décompensation

Figure 2. Représentation schématique de I'histoire naturelle de la non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Classiquement, la stéatose, présente
chez environ 80 % des patients avec une NAFLD, est associée a un bon pronostic hépatique. Au contraire, la non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
présente chez environ 20 % des patients avec une NAFLD, est associée a un risque d’évolution vers une fibrose voire une cirrhose. Cependant,
une stéatose associée a une inflammation présente un risque d'évolution vers une NASH et/ou une fibrose hépatique, en quelques années. De
plus, certains patients avec une « stéatose pure » (sans inflammation, ni ballonisation hépatocytaire) ont aussi un risque évolutif hépatique. La
fibrose hépatique est le principal (mais non exclusif) facteur pronostique de la mortalité hépatique et globale. Les Iésions de stéatose, de NASH et
de fibrose (au moins dans les stades initiaux) sont réversibles. Au cours de la NAFLD, un carcinome hépatocellulaire (CHC) peut compliquer une
cirrhose. Cependant, 30 % des CHC apparaissent hors cirrhose, voire hors NASH (sur stéatose). Cela souligne la nécessité de définir les patients
avec une NAFLD sans cirrhose devant bénéficier d’un dépistage du CHC (pas de recommandation actuellement).

cette complication et devant donc étre dépistés est I'un
des enjeux des années futures [12].

‘ ‘ Un carcinome hépatocellulaire au cours
de la non-alcoholic fatty liver disease sur-
vient dans 70 % des cas chez des patients cirrho-
tiques mais aussi, dans 30 % des cas, a des
stades plus précoces de la maladie ’ ’

La mortalité des patients ayant une NAFLD surtout dans le
groupe NASH est augmentée par rapport a la population
générale. Les causes de mortalité sont en premier lieu
d'origine cardiovasculaires, puis vient la mortalité par
cancers extrahépatiques et en 3° place la mortalité
d’origine hépatique [13, 14].

Les taux d'incidence de la mortalité hépatique et de la
mortalité globale chez les patients NAFLD seraient de 0,77
(IC 95 % : 0,33-1,77) pour 1 000 personnes-années et
15,44 (IC 95 % : 11,72-20,34) pour 1 000 personnes-
années respectivement. Les taux d'incidence de la
mortalité hépatique et de la mortalité globale chez les
patients NASH seraient de 11,77 (IC 95 % : 7,10-19,53)
pour 1 000 personnes-années et 25,56 (IC 95 % : 6,29-
103,8) pour 1 000 personnes-années respectivement [5].

La mortalité des patients ayant une non-

alcoholic fatty liver disease surtout dans le
groupe stéatohépatite non alcoolique est
augmentée par rapport a la population générale.
Les causes sont cardiovasculaires, par cancers
extrahépatiques et d’origine hépatique ’ ’
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La NASH et ses complications sont actuellement la
deuxieme cause de transplantation hépatique aux USA.
Elle est annoncée comme future premiére cause d'ici
2025 [15].

Physiopathologie

Comme I'obésité ou le diabete de type 2, la NAFLD est
une maladie complexe qui implique linteraction de
nombreux parametres environnementaux, génétiques et
épigénétiques. Ces parametres sont éminemment varia-
bles d’'un sujet a un autre et expliquent I'hétérogénéité
de la maladie. Cette hétérogénéité se traduit par des
mécanismes, des expressions phénotypiques (cf. la section
consacrées aux formes particulieres de la NAFLD) et des
complications divers d'un sujet a un autre, voire d'une
population (groupe ethno-géographique) a une autre.
Comme pour I'obésité, il est possible que la NAFLD ou que
les conditions la favorisant s'acquierent tot dans la vie,
possiblement avant la conception, in utero et dans les
premieres années [16].

La non-alcoholic fatty liver disease

implique l'interaction de nombreux
parametres environnementaux, génétiques
et épigénétiques ’ ’

On estime que 40 % du déterminisme de la NAFLD est
d’origine génétique. Une mini-revue dédiée aux facteurs
génétiques et épigénétiques actuellement connus dans la
physiopathologie de la NAFLD, est présente dans le dossier
thématique dans lequel s'insere cette mise au point.

La NAFLD est souvent décrite comme la complication
du surpoids, de l'obésité, du syndrome métabolique
(cf. définition dans le tableau 4, [17]) et surtout de
I'insulino-résistance. Cela est souvent vrai, cependant, la
concordance n’est pas toujours parfaite. La NASH
nécessite souvent des facteurs complémentaires pour
apparaitre et inversement |'amélioration isolée (par
voie médicamenteuse) de l'insulino-résistance n'est pas
toujours suffisante pour traiter une NASH.

‘ ‘ La non-alcoholic fatty liver disease est
souvent décrite comme la complication
du surpoids, de I'obésité, du syndrome

meétabolique ’ ’

Une maladie du tissu adipeux

L'une des causes de la NAFLD est un apport alimentaire
inadapté, associant un exces calorique et des déséquilibres

nutritionnels. L'exces d’acides gras saturés, d'acides gras
polyinsaturés oméga-6 et de fructose industriel (issu du
sirop de mais) est au premier plan. Tres fréquemment, une
sédentarité et un défaut d'activité physique participent a
une balance énergétique entrée/sortie excédentaire pour
les apports caloriques avec en conséquence un stockage
dans le tissu adipeux. Il semblerait qu’au-dela d'une
certaine quantité (variable d'un sujet a I'autre, selon la
théorie de |'expendabilité du tissu adipeux) I'augmentation
du tissu adipeux sous-cutané s'accompagne de différentes
anomalies qui caractérisent le surpoids ou I'obésité
« pathologique », dont une augmentation du tissu
adipeux viscéral. En effet, il est frappant de constater
que certaines prises de poids relativement faibles (de
I'ordre d’'une dizaine de kilos) peuvent s'associer a des
NASH fibrosantes + accompagnées d’un diabete de type
2, alors qu'a l'opposé 6 a 10 % des patients obeses
morbides (indice de masse corporelle > 40 kg/mz) ontun
foie histologiquement normal.

L’'une des causes de la non-alcoholic fatty
liver disease est un apport alimentaire
inadapte, associant un exces calorique
et des déséquilibres nutritionnels. ’ ’

Une sédentarité et un défaut d’activite
physique participent a une balance
énergetique entrée/sortie excédentaire
pour les apports caloriques ’ ’

Chez la majorité des patients néanmaoins, la présence d'un
surpoids ou d'une obésité, en particulier lorsqu’elle est
située sur la partie supérieure du corps, s'accompagne de
complications métaboliques. L'augmentation de la cir-
conférence abdominale (qui est I'un des éléments cons-
titutifs de la définition du syndrome métabolique) et/ou la
présence d'une bosse de bison (lipohypertrophie dorso-
cervicale) sont prédictives de la présence d'une NAFLD/
NASH.

L'augmentation du tissu adipeux (hypertrophie et hyper-
plasie des adipocytes) s'accompagne de différentes
anomalies qui peuvent participer a I'apparition et a
I'aggravation de la NAFLD (figure 3). Parmi ces anomalies,
on note, en premier, I'apparition d'une inflammation locale
du tissu adipeux caractérisée par la présence de cellules
inflammatoires (macrophages, lymphocytes et cellules
dendritiques) et par une inflammation systématique de
bas grade (appelée également inflammation métabolique
ou métaflammation) [18]. Cette inflammation locale
s’accompagne d'une discrete élévation sérique des pro-
téines de la phase aiglie de l'inflammation (dont la
C-reactive protein) et de cytokines pro-inflammatoires
(Interleukine (IL) 6, IL1b. . .) produites en partie, par le tissu
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Tableau 4. Définition internationale du syndrome
métabolique (2009), (d’apres [16])

3 éléments parmi :

Tour de taille (variable

selon I'ethnie) :

Sujet européen : H > 94 cm,
F>80cm

Sujet américain : H > 102 cm,
F>88cm

Sujet asiatique : H > 90 cm
F>80cm

>1,7 mmol/L (1,5 g/L)
ou traitement spécifique

Obésité centrale

Elévation des triglycérides

Baisse du HDL-cholestérol ~ H: < 1,03 mmol/L (0,4 g/L) ;
F:< 1,29 mmol/L (0,5 g/L)

ou traitement spécifique

Elévation de la pression
artérielle

Systolique >130 mmHg ou
diastolique > 85 mmHg
ou traitement spécifique

Elévation de la glycémie > 5,6 mmol/L (1,0 g/L)

ou diabete de type 2 connu

H : Homme ; F : Femme ; HDL : high density lipoprotein.

adipeux. En effet, la modification de facteurs produits et
sécrétés par le tissu adipeux est la 2° anomalie présente.
Ces substances — les adipokines —sont plus d'une centaine
et ont des actions autocrines, paracrines et endocrines.
Certaines, qui favorisent notamment ['inflammation,
I'insulino-résistance ou le tonus vasculaire, sont augmen-
tées (leptine, IL6, PAI-1, résistine...), d'autres comme
I'adiponectine, qui est insulino-sensibilisante, sont diminuées.
Une 3¢ anomalie est I'apparition d'une insulino-résistance
du tissu adipeux, médiée en partie par cette inflammation
locale, qui est associée a une élévation relative de la
lipolyse. Celle-ci cause un relargage massif d'acides gras
libres dans la circulation veineuse systémique (acides gras
en provenance du tissu adipeux sous-cutané) et dans la
circulation portale (acides gras en provenance du tissu
adipeux viscéral).

Differentes anomalies peuvent participer

a l'apparition et a I'aggravation de la non-
alcoholic fatty liver disease : inflammation locale
du tissu adipeux, modification de facteurs produits
et sécrétés par le tissu adipeux, apparition d’'une
insulino-résistance du tissu adipeux ’ ’

Ces acides gras inondent le foie et participent largement a
I'afflux de lipides qui entraine I'apparition de la stéatose
(stockage ectopique). Ces acides gras vont également
inonder le systeme musculaire squelettique et participent

al'apparition d’une insulino-résistance de ce dernier. Cela
entraine un défaut de captation du glucose sérique par le
systeme musculaire. Cet exces de glucose circulant est
capté par le foie et participe a la formation de lipides intra-
hépatiques via la lipogenese de novo [19].

L'ensemble de ces anomalies est favorisé par un régime
alimentaire déséquilibré, une sédentarité excessive et
un manqgue d’'activité physique. Il faut donc proposer
systématiquement I'application de mesures diététiques
(restriction calorique, limitation des aliments a haute
densité énergétique, équilibre dans I'apport des macro-
et des micronutriments), promouvoir une activité physique
réguliere (> 200 a 300 mn d'activité modérée a intense
chaque semaine) et lutter contre la sédentarité (diminution
du temps passé assis ou allongé devant un écran). La
modification durable du mode de vie peut étre renforcée
par une approche de type thérapie cognitivo-comporte-
mentale. Cette approche hygiéno-diététique qui a de
nombreux bénéfices sur la santé en général a cependant
des limites en termes d'efficacité (seuls 10 % des patients
en surpoids ou obeses arrivent a perdre 10 % du poids
corporel initial, et 30 % des patients perdent 5 a 8 % du
poids corporel). Une approche préventive centrée sur les
enfants et les adolescents, serait essentielle a I'échelle de la
société. Elle pourrait passer par des actions répétées
éducatives familiales et scolaires, voire par des actions
légales coercitives fortes (taxe soda et sucre raffiné).

‘ ‘ Il faut proposer systématiquement
I'application de mesures diététiques,
la promotion d’une activité physique reguliere
et la lutte contre la sédentarité ’ ’

‘ ‘ La modification durable du mode de vie
peut etre renforcée par une thérapie
cognitivo-comportementale ’ ’

Role du microbiote intestinal

N

Le microbiote intestinal contient environ 10" & 10
microorganismes (représentant 3,3 millions de génes qui
constituent « notre autre génome »), principalement des
bactéries, avec lesquels nous vivons en symbiose. Le micro-
biote intestinal nous fournit de nombreux avantages tels
gu’une assimilation de substances non digérées autrement,
la production de métabolites trophiques pour les
cellules intestinales, une modulation du cycle entéro-
hépatique des acides biliaires, une protection par rapport
a la colonisation/infection par des bactéries pathogenes.

La modification durable du microbiote intestinal (dysbiose
intestinale) comme élément central de I'apparition de
nombreuses maladies systémiques notamment |'obésité
et la NAFLD a été bien documentée grace a I'arrivée de
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FOIE NORMAL NAFLD

Insulino-résistance du systéme
musculaire squelettique :
¥ de la captation de glucose

i)

)

*Insulino-résistance du tissu adipeux : A lipolyse (= du flux d’acides gras libres)
*Modification des adipokines (4 leptine,¥ adiponectine, A IL6...)

Tissu adipeux chez I'obése

A Tissu adipeux, surpoids, obésité centrale

Inflammation métabolique de

bas grade locale et systémique

T

Environnement

il

Genes

Inactivité physique
Sédentarité

Microbiote intestinal

Figure 3. Représentation schématique des anomalies systémiques présentes au cours de I'augmentation du tissu adipeux conduisant au surpoids
et a I'obésité. Différents facteurs génétiques, environnementaux (apports caloriques excessifs et déséquilibrés), ainsi que la sédentarité, le
manque d’activité physique et une dysbiose intestinale participent a I'augmentation du tissu adipeux. Au-dela d'un certain seuil, une
inflammation locale du tissu adipeux (avec infiltration de cellules macrophages et lymphocytaires) et une inflammation systémique de bas grade
apparaitraient. Celles-ci s"accompagnent d’une insulino-résistance du tissu adipeux caractérisée par une augmentation de la lipolyse et par une
modification de la production et de la sécrétion des adipokines. Un flux d'acides gras libres va inonder les organes périphériques dont le foie et les
muscles. Les dépots graisseux ectopiques musculaires participeraient a une insulino-résistance musculaire qui diminue la captation musculaire de

glucose et augmente le glucose circulant.

nouvelles technologies (métagénomique) dans des
modeles expérimentaux murins et chez I’'homme [20].

Chez I'homme, une diminution quantitative et qualitative
de la richesse des populations bactériennes est associée a
une augmentation de I'adiposité, de I'insulino-résistance,
d’'une dyslipidémie, et d'une inflammation systémique
de bas grade [21]. Certaines de ces anomalies sont
partiellement corrigées apres une perte de poids liée a un
régime hypocalorique mené pendant 6 semaines [22].

La modification durable du microbiote

intestinal (dysbiose intestinale) comme
élement central de I'apparition de nombreuses
maladies systémiques a été bien documentée ’ ’

Le microbiote intestinal du nourrisson s'acquiert a la
naissance avec une transmission materno-fcetale qui est
influencée par le mode d'accouchement (césarienne ou
voie basse), I'alimentation (allaitement maternelle ou
produits du commerce) et |'exposition a I'environnement
et aux antibiotiques. Une transmission partielle de
I'obésité via le microbiote intestinal a été démontrée
dans des modeles expérimentaux murins [23].

Chez I'adulte, différents genres bactériens au niveau du
microbiote intestinal ont été associés a la présence d'une
NASH (Bacteroides) ou d'une fibrose significative (Pre-
votella) [24]. Récemment, l'augmentation de I'’ADN
bactérien dans le sang a été corrélée a la présence de
la fibrose hépatique chez des patients ayant une NAFLD.
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Cette découverte du microbiote sanguin offrirait de
nouveaux marqueurs de NASH [25].

Les modeles murins sont en faveur d'une augmentation
de la perméabilité intestinale au cours de la NAFLD et de la
NASH, avec une augmentation de la circulation portale et
systémique de débris bactériens, les pathogen-associated
molecular patterns (PAMP), et du lipopolysaccharide (LPS).
Ces éléments participeraient a I'activation des macro-
phages hépatiques via une activation de différents
récepteurs membranaires spécifiques (Toll Like Receptor).
Cette activation des macrophages jouerait un role clef
dans l'apparition de la NASH. Au niveau intestinal, une
augmentation de la production d’acides gras a chaine
courte, d'éthanol endogéne, de triméthylamine et
d’'acides aminés ramifiés, associée a une diminution de la
disponibilité de la choline, et a une modulation du fasting-
induced adipose factor (FIAF) favoriseraient une NASH.
Le FIAF est un inhibiteur circulant de la lipoprotéine lipase
adipocytaire, produit par l'intestin, le foie et le tissu adi-
peux. La dysbiose intestinale est associée a des anomalies
de I'immunité de la paroi intestinale médiée par différentes
cellules. La modulation de molécules complexes intracel-
lulaires (inflammasome), qui jouent un role-clé dans la
réponse inflammatoire, a été mise en évidence lors de la
manipulation du microbiote intestinal [26].

Il est possible que les anomalies du microbiote intestinal
présentes au cours de I'obésité et de la NAFLD soient a la
fois cause et conséquence au cours de ces maladies.

La modulation du microbiote intestinal par un régime
alimentaire adapté (riche en fibres), I'usage de prébiotique
(s), de probiotique(s), d'antibiotique(s), voire a terme la
transplantation fécale ou de composés issus du micro-
biote est une voie de recherche dans la NAFLD. De fagon
similaire, des composés modulant la perméabilité intes-
tinale, la réponse inflammatoire intestinale ou interférant
avec le LPS ou avec différents PAMP sont également en
cours d'évaluation préclinique.

Lésions hépatiques
e Stéatose

La stéatose hépatique chez I'homme au cours de la
NAFLD, résulte d'un exces d'apport de lipides au foie et
d’'un défaut d'utilisation et d'export des lipides (figure 4).

La stéatose hépatique chez 'homme

au cours de la non-alcoholic fatty liver
disease résulte d’'un exces d’apport de lipides
au foie et d’'un défaut d'utilisation et d’export

des lipides ’ ’

Ainsi, il a été démontré que la majorité (60 %) des lipides
hépatiques est issue du flux d'acides gras venant d'un

relargage du tissu adipeux sous-cutané. Le tissu adipeux
viscéral joue également un role mais paradoxalement
dans une moindre mesure. Les autres apports de lipides
viendraient de I'alimentation sous forme de chylomicrons
(15 %) et par la lipogeneése de novo (25 %). Les voies
d'utilisation des lipides sont la béta-oxydation dans les
mitochondries et I'export de VLDL. Au cours de la NAFLD,
la béta-oxydation semble plutot augmentée (les données
chez I'homme sont parfois contradictoires). Cette aug-
mentation de la béta-oxydation augmente la production
de radicaux hydrogénés qui majorent le stress oxydatif.
Lorsque les défenses antioxydantes sont dépassées, ce
stress oxydatif devient délétere et altere les mitochondries
et d'autres organelles cellulaires.

Au cours de la NAFLD, I'export des VLDL est augmenté ce
qui contribue a I'augmentation des triglycérides et a la
baisse du HDL-cholestérol (2 éléments participant a la
définition du syndrome métabolique).

La présence d'une stéatose pure est, le plus souvent,
associée a un bon pronostic hépatique. Cela vient du
fait que le stockage des acides gras libres sous forme
inerte de triglycérides n’est pas associé a des lésions
hépatocytaires. Dans ce cas, la stéatose isolée serait un
facteur protecteur pour le foie. Cependant, chez certains
patients un défaut d’expansion de la stéatose entrainerait
I'accumulation de lipides intermédiaires (acides gras
libres, diacylglycérol, oxysterols, cholestérol, phospholi-
pides, céramides...) particulierement toxiques pour
I'hépatocyte (concept de la « lipotoxicité »). Ces lipides
toxiques peuvent également s'accumuler lors de I'altéra-
tion de la béta-oxydation présente lors de la dysfonction
mitochondriale. La lipotoxicité est particulierement
impliquée dans I'apparition de la NASH en induisant
différents stress cellulaires incluant le stress oxydatif et
celui du réticulum endoplasmique et une altération de
I'autophagie.

La présence d'une stéatose est souvent associée a une
insulino-résistance hépatique. Celle-ci se traduit par une
augmentation de la production endogene de glucose.
Celle-ci participe a I'hyperglycémie a jeun voire a
I'apparition d'un diabéte de type 2 (éléments participant
a la définition du syndrome métabolique) par épuisement
des cellules insulino-sécrétrices des ilots de Langherans.
L'altération de la voie de la signalisation de I'insuline au
niveau hépatique au cours de la stéatose, est favorisée par
différents acteurs. Parmi ceux-ci, la translocation mem-
branaire de la protein kinase C (PKC) isoform & altere
directement la fonctionnalité du récepteur membranaire
de l'insuline [19].

La présence d’'une stéatose est souvent
associée a une insulino-résistance

hépatique ’ ’
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A Glucose circulant

Insulino-résistance du tissu adipeux :
A lipolyse

Tissu adipeux chez I'obése

Figure 4. Représentation schématique de I'apparition d’une stéatose hépatique. La majorité (60 %) des lipides hépatiques est issue du flux
d'acides gras venant d’un relargage du tissu adipeux sous-cutané. Le tissu adipeux viscéral joue également un réle mais, paradoxalement, dans
une moindre mesure. Les autres lipides viendraient de I'apport alimentaire sous forme de chylomicrons (15 %) et de la lipogenéese de novo (25 %)
qui est notamment alimentée par I'excés de glucose circulant. Les voies d'utilisation des lipides sont la béta-oxydation dans les mitochondries et
I'export de VLDL. Au cours de la NAFLD, la béta-oxydation semble plutot augmentée (les données chez I'homme sont parfois contradictoires) ainsi
que I'export des VLDL. La présence d’une stéatose est souvent associée a une insulino-résistance hépatique qui s'associe a une augmentation de la
production endogene de glucose.
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Ainsi, la stéatose hépatique est souvent considérée
comme étant, a la fois, une conséquence et une cause
de I'insulino-résistance.

‘ ‘ La stéatose hépatique est souvent
considerée comme étant, a Ia fois,
une conséquence et une cause
de rinsulino-résistance ’ ’

® Non-alcoholic steatohepatitis

Comme vu ci-dessus, la dysfonction mitochondriale joue
un role essentiel dans I’apparition des Iésions de NASH. La
dysfonction mitochondriale se traduit par des anomalies
de la chaine respiratoire. L'altération de la physiologie
mitochondriale peut amener a I'activation de signaux de

mort cellulaire (voie de I'apoptose intrinseque) qui sont
présents lors de la souffrance cellulaire et peuvent
conduire a I'apoptose hépatocytaire (figure 5).

La dysfonction mitochondriale joue un role
essentiel dans I'apparition des lésions
de non-alcoholic steatohepatitis ’ ’

La lipotoxicité participe a une augmentation du stress du
réticulum endoplasmique qui, au final, peut aussi générer
des signaux de mort cellulaire (apoptose, nécrose,
pyroptose) et amener a la production d’IL1b qui est
une puissante cytokine pro-inflammatoire. L'inflamma-
tion, elle-méme, aggrave cette souffrance hépatocytaire
(tumor necrosis factor o (TNFa), FAS.. ).
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Figure 5. Représentation schématique de I'apparition d'une non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Au cours de la NASH, I'augmentation de la
béta-oxydation s'associerait a une augmentation de la production de radicaux hydrogénés qui participeraient au stress oxydatif. Lorsque les
défenses antioxydantes sont dépassées ce stress oxydatif devient délétere et altere les mitochondries et d’autres organelles cellulaires conduisant
a une souffrance hépatocytaire. L'accumulation de lipides lipotoxiques (acides gras libres, diacylglycérol, oxysterols, cholestérol, phospholipides,
céramides. ..) va aggraver la dysfonction mitochondriale, le stress cellulaire et I'inflammation. La souffrance ou la mort hépatocytaire libere des
damage-associated molecular patterns (DAMP) qui favorisent I'inflammation et les lésions cellulaires. Ces signaux cellulaires vont activer les
cellules de Kupffer, les lymphocytes, les cellules natural killer T (NKT) ainsi que les cellules stellaires en myofibroblastes et déclencher la
fibrogenese. Les cellules de Kupffer du foie peuvent également étre activées par les pathogen-associated molecular patterns (PAMP) issus du
microbiote intestinal, via des récepteurs spécifiques. Ces cellules inflammatoires et les cellules stellaires vont interagir entre elles et activeraient les

cellules progénitrices qui peuvent participer a la carcinogenese.

La souffrance ou la mort hépatocytaire libére des damage-
associated molecular patterns (DAMP). Les DAMP
regroupent différents éléments tels que les exosomes
(petites vésicules membranaires qui véhiculent des
signaux de stress a des cellules distantes), des débris
membranaires ou de I’ADN cellulaire. Les DAMP peuvent
avoir des effets autocrines et paracrines et peuvent activer
les cellules inflammatoires hépatiques (notamment les
cellules de Kupffer) et les cellules stellaires.

De nombreux autres signaux de souffrance hépatocytaire
ont été identifiés incluant des morphogenes, des
cytokines, des micro-ARN, et le ligand Sonic Hegdehog
qui vont entrainer la transcription de différents genes

hépatocytaires impliqués dans la prolifération, la
différentiation et la viabilité cellulaire.

Ces différents signaux cellulaires vont activer les cellules
stellaires en myofibroblastes et initier la fibrogenese. Ces
signaux vont également activer les cellules de Kupffer, les
lymphocytes et les cellules natural killer T (NKT). Bien que
les fonctions exactes des cellules lymphocytaires ne soient
pas parfaitement connues, on estime que |'activation et la
polarisation des lymphocytes T-helper (Th) 1 et Th17
contribueraient a la NASH alors que l'activation des
cellules T régulatrices diminuerait la NASH en inhibant la
réponse immunitaire. Ces cellules inflammatoires vont
interagir entre elles et avec les cellules stellaires activées.
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Enfin, les signaux cellulaires vont aussi activer les cellules
progénitrices qui peuvent participer a la carcinogeneése.
Les cellules de Kupffer du foie, entre autres, peuvent
également étre activées par les pathogen associated
molecular patterns (PAMP) issus du microbiote intestinal
via leurs récepteurs toll-like (TLR). La balance entre les
macrophages pro-inflammatoires de phénotype M1 et
ceux anti-inflammatoires de phénotype M2 serait déséquili-
brée enfaveur dutype M1 etde laproduction de différentes
cytokines pro-inflammatoires (TNF a, IL1, IL6. . .).
Différentes cibles moléculaires font I'objet d'une recher-
che intense. Notre équipe a récemment montré que
I'intégrine membranaire CD44 exprimée sur les cellules
immunitaires activées était impliquée dans le recrutement
et I'activation des macrophages intra-hépatiques (en
réponse aux DAMP, au LPS et aux acides gras saturés).
Cette voie participerait aux lésions hépatiques inflamma-
toires et fibrosantes et serait une cible thérapeutique
potentielle [27]. La voie du récepteur nucléaire farsenoid X
receptor (FXR) serait également impliquée. FXR participe
au métabolisme normal des acides biliaires, a des
propriétés anti-inflammatoires au niveau hépatique et
intestinal, et augmenterait I'expression hépatique de la
nitric oxide synthase. Un analogue de FXR, l'acide
obéticholique est en cours d’évaluation dans un essai
thérapeutique de phase 3 apres que les données d'une
étude de phase 2 aient montré une diminution de la
stéatose, de l'inflammation, de la ballonisation et de la
fibrose hépatique chez des patients avec une NASH.

Les récepteurs nucléaires PPAR alpha sont impliqués dans
le métabolisme lipidique hépatique en favorisant la béta-
oxydation et I'export de VLDL. L'élafibranor un double
agoniste PPAR alpha et PPAR delta (impliqué notamment
dans la beéta-oxydation musculaire) est en cours
d’évaluation en phase 3 apres que les données de phase
2 aient montré dans un sous-groupe de patients NASH
une amélioration de la stéatose et de I'activité.
L'inhibition par le selonsertib de I'apoptosis signal kinase-
7 (ASK1), qui serait impliqué dans I'apoptose induite par le
stress oxydatif, aurait un effet antifibrosant. La modula-
tion des chémokines (C-C motif) receptor 2 (CCR 2) et
CCR 5 par le composé cénicriviroc serait également
associée a une diminution de la fibrose (mais pas de
I'inflammation) [19, 28].

La meilleure connaissance des mécanismes moléculaires
de la NASH, permet un foisonnement de la recherche
privée et publiqgue pour tester l'intéréet de nouvelles
molécules anti-NASH et /ou antifibrosante.

Manifestations extrahépatiques

La NAFLD est une maladie multisystémique, ce qui
explique que de nombreuses maladies extrahépatiques

y soient associées. Ainsi, la NAFLD et la NASH sont
associées a une augmentation des événements cardio-
vasculaires qui sont la premiere cause de mortalité chez
ces patients.

‘ ‘ La non-alcoholic fatty liver disease
est une maladie multisystémique ’ ’

La NASH est prédictive de I'apparition d'un diabete de
type 2. Le dépistage d'un diabéte doit donc étre réalisé par
une mesure de glycémie a jeun (> 1,26 g/L) ou une
glycémie au hasard dans la journée (> 2 g/L) ou la mesure
de I'hémoglobine glyquée (> 6,5 %) ou un test de
tolérance orale du glucose, 2 heures apres I'ingestion de
75 g de glucose (glycémie > 2 g/L).

Une NAFLD peut étre associée a la présence de cancers
extrahépatiques, d'une hypothyroidie, d'un syndrome des
apnées et hypopnées obstructives du sommeil, d'une
ostéoporose, d'une maladie rénale chronique et d'un
syndrome des ovaires polykystiques [11].

Démarche diagnostique

Evoquer le diagnostic

Une NAFLD doit étre cherchée (par exemple en réalisant
une échographie abdominale & un bilan hépatique) chez
tout patient ayant une insulino-résistance (indice HOMA
IR élevé (> 2 a 3 — le seuil optimal doit faire I'objet
d’évaluations futures-)) et/ou un surpoids ou une obésité
ou un syndrome métabolique ou un diabete de type 2.
Ce dépistage est particulierement important chez les
sujets a risque de NASH fibrosante (> 50 ans, diabéte de
type 2, syndrome métabolique).

Une non-alcoholic fatty liver disease doit

etre cherchée chez tout patient ayant une
insulino-résistance et/ou un surpoids ou une
obésité ou un syndrome métabolique ou un
diabete de type 2 ’ ’

Inversement, la découverte d'une stéatose hépati-
que (quel que soit le bilan hépatique) doit faire
chercher les différents parametres du syndrome
métabolique.

La découverte d'une stéatose hépatique
(quel que soit le bilan hépatique) doit faire
rechercher les différents parametres du syndrome

métabolique ’ ’
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Enfin, une NAFLD doit étre suspectée lors d'une
anomalie du bilan hépatique (élévation de I'activité
de I'ALAT 4+ ASAT, 4+ GGT) inexpliquée par ailleurs
[11].

Chercher systematiquement une
comorbidite hépatique associée

La recherche d'une prise d'alcool excessive (principal
diagnostic différentiel) est a chercher de facon
systématique. Malgré le nom de la NAFLD, I'association
d’une atteinte hépatique liée a une NAFLD et a une prise
d'alcool excessive est possible et est méme relativement
fréquente. Une prise en charge mixte addictologique
et spécifiquement anti NAFLD/NASH doit alors étre
proposée.

Chercher une prise d’alcool

excessive ’ ’

Compte tenu de la fréquence des NAFLD/NASH dans la
population générale, une démarche rigoureuse éliminant
les différentes causes « classiques » d’atteinte hépatique
doit étre faite, lors de I'exploration d'une anomalie du
bilan hépatique ou de la découverte d'une stéatose a
I'imagerie. Ces différentes causes, parfois associées a une
authentigue NAFLD, sont une hépatite virale C (stéatose
au cours de I'infection par un virus de génotype 3), une
hépatite B, une atteinte médicamenteuse, une
hémochromatose, une hépatite auto-immune, une mala-
die cceliaque. .. [11].

Une démarche rigoureuse est nécessaire
pour éliminer les différentes causes
« classiques » d'atteinte hépatique ’ ’

Evoquer une NAFLD secondaire « rare »

Avant de retenir le diagnostic de NAFLD classique
(primitive), il faut évoquer voire éliminer les causes rares
de NAFLD secondaires notamment: la prise d'un
médicament stéatogeéne (glucocorticoides, amiodarone,
tamoxifene, 5-fluorouracile, irinotécan, cisplatine, aspa-
raginase, méthotrexate, inhibiteurs nucléosidiques de
la reverse transcriptase du VIH, tétracycline, acide
valproique, perhexilline...), une maladie de Wilson,
une pullulation microbienne intestinale, une nutrition
parentérale, une dénutrition sévere, une a’hypo-
bétalipoprotéinémie, un hypopituitarisme ou une hypo-
thyroidie. Exceptionnellement, un déficit partiel en lipase
acide lysosomal (stéatose d'un sujet jeune avec une

dyslipidémie) peut étre diagnostiqué (un test buvard de
dépistage est facilement disponible) [11].

‘ ‘ Avant de retenir le diagnostic de non-
alcoholic fatty liver disease classique (pri-
mitive), il faut évoquer voire éliminer les causes
rares de NAFLD secondaires ’ ’

Pour tout patient avec une NAFLD, chercher et traiter

— les différents parametres du syndrome métabolique :
surpoids/obésité, intolérance au glucose ou diabete
(prescrire une « glycémie a jeun »), dyslipidémie ( prescrire
une « Exploration d’une Anomalie du bilan Lipidique
(EAL) »), hypertension artérielle mais aussi les autres
facteurs de risque cardiovasculaire (tabagisme, élévation
du LDL, antécédents personnels et familiaux d'événements
cardiovasculaires). L'application des recommandations des
sociétés savantes doit étre faite. L'aide d'un réseau médical
et paramédical (cardiologue, endocrinologue, addictolo-
gue, diététicien, psychologue. . .) peut étre utile ;

— les manifestations extrahépatiques vues précédemment
[11].

Evaluer I'état hépatique

L'évaluation de la fibrose hépatique est essentielle a la
prise en charge des patients. Les recommandations 2016
de la société européenne d'étude du foie (EASL)
préconisent la combinaison d'un test de biomarqueurs
sériques et d’une mesure de |'élastographie impulsion-
nelle hépatique (FibroScan®, sonde M ou sonde XL
spécialement développée pour les patients obeses).
Différents tests sériques gratuits (NAFLD fibrosis score
(www.nafldscore.com), Fib 4 (medicalcul.free.fr/fib4.
html)) ou commerciaux (ELF®, Fibrotest®, FibroMeter®)
sont disponibles. Les tests sériques commerciaux ne sont
pas encore remboursés en France ce qui limite leur usage.

La Societé européenne d’étude du foie
préconise la combinaison d’un test

de biomarqueurs sériques et d'une mesure

de I'élastographie impulsionnelle hépatique ’ ’

Parmi les tests physiques d'évaluation de Iélasticité
hépatique, I'élastographie impulsionnelle par FibroScan®
(Echosens, Paris, France) est la mieux évaluée. D’autres
techniques prometteuses nécessitent des validations
complémentaires comme la point shear wave elastogra-
phy également appelée acoustic radiation force impulse
(ARFI) (Virtual touch tissue quantification™, Siemens ;
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elastography quantification ElastQM™, Philips), la 2D-
shear wave elastography (Aixplorer™ Supersonic Image,
France) ou I"élastographie par résonance magnétique.
L'association du test sérique FibroMeter™ et de
I"élastographie impulsionnelle a vibration controlée
(VCTE™) (FibroMeter VCTE) semble avoir une perfor-
mance diagnostique intéressante.

La détermination de seuils précis avec ces différents
marqueurs non invasifs est toujours |'objet de recherches
intenses. Récemment, |'élastographie impulsionnelle par
FibroScan®™ avec la sonde M a été évaluée dans une
cohorte bicentrique francaise de 291 patients NAFLD
ayant eu une biopsie du foie. Parmi ces patients
principalement en surpoids (30 %) ou obese (60 %),
la mesure d'élastographie impulsionnelle était en échec
chez 14,4 % et n'était pas fiable (IQR/M > 0,3 pour des
résultats > 7,1 kPa) chez 9 %. Les criteres de fiabilité
(IQR/M < 0,3 ou > 0,3 avec des résultats < 7,1 kPa)
étaient remplis chez 76,6 % des patients. Les seuils
associés a une sensibilité > 90 %, étaient de 6,2 kPa
pour une fibrose > F2, 8,2 kPa pour une fibrose > F3, et
9,5 kPa pour la cirrhose. Les seuils associés a une
spécificité > 90 %, étaient 9,8 kPa pour une fibrose
>F2, 12,5 kPa pour une fibrose > F3 et 16,1 kPa pour la
cirrhose [29].

Dans les cas ou I'évaluation non invasive de la fibrose est
inefficace ou discordante, une biopsie hépatique doit étre
proposée. Dans le cas ou les méthodes non invasives sont
en faveur de lésions de fibrose sévere ou de cirrhose, une
biopsie hépatique de confirmation peut étre réalisée
[11, 30].

L'évaluation quantitative initiale de la stéatose n’est pas
utile en routine clinique. Elle pourrait étre intéressante
dans le suivi des patients. Elle peut étre faite avec des
biomarqueurs (Fatty liver index, Steatotest™, NAFLD liver
fat score) ou par imagerie (atténuation ultrasonore ou
controlled attenuation parameter (CAP™)) ou spectro-
IRM-H1). L'utilisation du CAP™ couplé au FibroScan®™
améliorerait la performance diagnostique de I'évaluation
de la fibrose hépatique surtout pour les patients avec une
fibrose FO-F2 [31].

L'évaluation non invasive de la NASH fait également
I'objet d'une recherche intense. Aucun test ou marqueur
proposé avec une excellente performance diagnostique
n'a été validé a large échelle [11]. La biopsie hépatique est
actuellement exigée pour permettre I'inclusion et le suivi
dans les essais thérapeutiques de phase 2b ou 3 évaluant
les médicaments anti-NASH.

L’évaluation non invasive de la non-
alcoholic steatohepatitis fait également
I'objet d'une recherche intense ’ ’

Formes particulieres

Non-alcoholic fatty liver disease chez I'enfant
et I'adolescent

Chez les enfants obéses ou en surpoids, les lésions
anatomo-pathologiques de NASH sont particulieres.
La majorité (51 %) des enfants présentent une forme
histologique « de type pédiatrique » avec une quasi-
absence de lésions de ballonisation et fréquemment une
inflammation portale et une fibrose a point de départ
portal. Environ 17 % présentent une forme histologique
« de type adulte ». Les 32 % restant présentent une
forme intermédiaire. La NASH pédiatrique s'associerait a
une accélération des lésions lorsque les adolescents
deviennent des adultes jeunes. Le suivi prospectif de
cohortes d’enfants et d'adolescents avec une NASH sera
important pour affiner nos connaissances.

Chez les enfants obeses ou en surpoids,
les lésions anatomo-pathologiques de non-
alcoholic steatohepatitis sont particulieres ’ ’

L'utilisation des outils non invasifs d'évaluation de
la fibrose hépatique (biomarqueurs, ['élastographie
impulsionnelle par FibroScan® avec la sonde S ou M)
est particulierement utile chez eux. La biopsie du foie
est généralement réalisée avec prudence dans cette
population.

La prise en charge thérapeutique repose, la encore,
sur |'application des mesures hygiéno-diététiques qui
améliore la stéatose et I'inflammation mais peu ou pas la
fibrose. De méme, aucun médicament n’a démontré un
effet sur la fibrose. Quelques cas de transplantations
hépatiques pour NASH, chez des adolescents, ont été
rapportés.

La prévention et l'innovation diagnostique et thérapeu-
tique sont donc importantes a promouvoir chez les
enfants et les adolescents [32].

Non-alcoholic fatty liver disease chez les
patients « minces »

Une stéatose ou une NASH peut se voir chez des patients
« minces » avec un indice de masse corporelle (IMC)
< 25 kg/m? chez les occidentaux, et un IMC < 23 kg/m2
chez les asiatiques. La prévalence de la NAFLD chez les
sujets « minces » serait d'environ 7 % aux USA et en
Chine. Cela illustre I'hétérogénéité de la NAFLD et le fait
gu’un clinicien ne devrait pas exclure une NAFLD, a priori,
pour le seul motif d'une absence de surpoids/obésité.
Selon les séries, seuls 5 a 45 % de ces patients NAFLD
""minces’’ ont un syndrome métabolique. Ces patients ont
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Mise-au-point

néanmoins le plus souvent une insulino-résistance. La
derniere définition du syndrome métabolique de 2009,
qui n'exige plus la présence d'une augmentation du tour
de taille (reflet de I'obésité abdominal) pour le définir,
peut aider au repérage de ces patients atypiques. En effet,
une insulino-résistance peut étre présente en |'absence
d’une obésité androide, bien que la physiopathologie en
soit mal connue.

Une stéatose ou une non-alcoholic steato-
hepatitis peut se voir chez des patients
« minces » ’ ’

Ces patients « minces » avec une NASH peuvent avoir
une évolution fibrosante (F3-F4) dans les mémes
proportions que les patients obéses et doivent donc étre
surveillés et pris en charge activement comme les patients
NAFLD/NASH classiques [11, 33-35].

Non-alcoholic steatohepatitis burnt-out

Au cours du temps, notamment chez le sujet agé, une
disparition progressive de I'activité inflammatoire voire de
la stéatose peut étre observée alors qu’une fibrose
significative voire une cirrhose est présente. Ces NASH
« burnt-out » seraient responsables de la majorité des
cirrhoses cryptogéniques.

‘ ‘ Les non-alcoholic steatohepatitis
« burnt-out » seraient responsables
de la majorité des cirrhoses cryptogéniques. ’ ’

Non-alcoholic fatty liver disease
en post-transplantation hépatique

La prise de poids et l'apparition d'un syndrome
métabolique voire d'un diabéte de type 2 en post
transplantation hépatique sont extrémement fréquentes.
Ces anomalies relevent de différents mécanismes, parmi
lesquels une reprise pondérale chez les patients dénutris
en pré-transplantation hépatique, I'effet des corticoides,
un antécédent d’obésité, une infection par le virus de
I'hépatite C, un terrain de polyaddiction, notamment au
sucre.

Deux tableaux sont observés. D'une part, la récidive d'une
NASH chez des patients transplantés pour une cirrhose
NASH décompensée ou compliquée d'un CHC. D’autre
part, la NASH « de novo » qui apparait chez des sujets
transplantés pour une hépatopathie non liée a une NASH
et qui ont une forte prise de poids et |'apparition
d’anomalies dysmétaboliques en post transplantation
hépatique.

ake home messages

m La non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) est un
spectre d'anomalies hépatiques incluant la stéatose
simple, la stéatohépatite (NASH), la NASH fibrosante, la
cirrhose NASH et le carcinome hépatocellulaire.

m La NAFLD toucherait environ 25 % de la population
mondiale.

m Une NASH serait présente chez 1,5 a 6,5 % de la
population mondiale.

m Le diagnostic positif et différentiel de la NAFLD doit
étre rigoureux.

m Les principales anomalies physiopathologiques au
cours de la NASH (inflammation métabolique, insulino-
résistance, dysbiose intestinale, lipotoxicité, dysfonction
mitochondriale, stress cellulaire, mort hépatocytaire et
inflammation hépatique. ..) sont de potentielles cibles
thérapeutiques.

La prise en charge thérapeutique vise a limiter les facteurs
favorisant la prise de poids en post transplantation
hépatique, a lutter énergiquement contre les différents
parametres du syndrome métabolique et a appliquer les
mémes recommandations que chez les patients NAFLD/
NASH hors transplantation hépatique. Un suivi cardio-
vasculaire rapproché est particulierement important chez
ces patients [36, 37].

Conclusion

La NAFLD génére, a travers le monde, une recherche
clinique et expérimentale tres active. Cela a permis et va
permettre encore une meilleure compréhension de sa
physiopathologie et le développement d’outils non
invasifs afin de mieux dépister, mieux diagnostiquer et
mieux suivre les patients. Les progres dans les thérapeu-
tigues pharmacologiques et non pharmacologiques
devraient également permettre une meilleure stabilisa-
tion voire une régression des lésions hépatiques et
extrahépatiques.
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Background & Aims: Cluster of differentiation (CD)44 regulates
adipose tissue inflammation in obesity and hepatic leukocyte
recruitment in a lithogenic context. However, its role in hepatic
inflammation in a mouse model of steatohepatitis and its rele-
vance in humans have not yet been investigated. We aimed to
evaluated the contribution of CD44 to non-alcoholic steatohep-
atitis (NASH) development and liver injury in mouse models
and in patients at various stages of non-alcoholic fatty liver dis-
ease (NAFLD) progression.

Methods: The role of CD44 was evaluated in CD44~/~ mice and
after injections of an aCD44 antibody in wild-type mice chal-
lenged with a methionine- and choline-deficient diet (MCDD).
In obese patients, hepatic CD44 (n = 30 and 5 NASH patients with
a second liver biopsy after bariatric surgery) and serum sCD44
(n=64) were evaluated.

Results: Liver inflammation (including inflammatory foci num-
ber, macrophage and neutrophil infiltration and CCL2/CCR2
levels), liver injury and fibrosis strongly decreased in CD44~/~
mice compared to wild-type mice on MCDD. CD44 deficiency
enhanced the M2 polarization and strongly decreased the activa-
tion of macrophages by lipopolysaccharide (LPS), hepatocyte
damage-associated molecular patterns (DAMPs) and saturated
fatty acids. Neutralization of CD44 in mice with steatohepatitis
strongly decreased the macrophage infiltration and chemokine
ligand (CCL)2 expression with a partial correction of liver inflam-
mation and injury. In obese patients, hepatic CD44 was strongly
upregulated in NASH patients (p = 0.0008) and correlated with
NAFLD activity score (NAS) (p =0.001), ballooning (p = 0.003),
alanine transaminase (p=0.005) and hepatic CCL2 (p <0.001)
and macrophage marker CD68 (p <0.001) expression. Correction
of NASH was associated with a strong decrease in liver CD44"
cells. Finally, the soluble form of CD44 increased with severe
steatosis (p = 0.0005) and NASH (p = 0.007).

Keywords: CD44; Liver; NAFLD; Steatosis; NASH; MCP1; Macrophages.
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Conclusion: Human and experimental data suggest that CD44 is
a marker and key player of hepatic inflammation and its targeting
partially corrects NASH.

Lay summary: Human and experimental data suggest that CD44,
a cellular protein mainly expressed in immune cells, is a marker
and key player of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). Indeed,
CD44 enhances the non-alcoholic fatty liver (NAFL) (hepatic
steatosis) to NASH progression by regulating hepatic macrophage
polarization (pro-inflammatory phenotype) and infiltration
(macrophage motility and the MCP1/CCL2/CCR2 system). Target-
ing CD44 partially corrects NASH, making it a potential therapeu-
tic strategy.

© 2017 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Global prevalence of non-alcoholic fatty liver diseases (NAFLD)
ranges from 22% to 28%.' The spectrum of these hepatic
abnormalities extends from isolated steatosis to steatohepatitis
(non-alcoholic steatohepatitis, NASH) and steatofibrosis leading
to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. NAFLD is one of the
main causes of cirrhosis and increases the risk of liver-related
death and hepatocellular carcinoma. Despite this major public
health concern, treatment of NAFLD is still elusive (apart from
lifestyle changes) as there is lack of efficacious pharmacological
treatment. Whereas the molecular mechanisms responsible for
the progression from a “safe” state to NASH are still unclear,
hepatic inflammation is a key factor involved in the progression
of NAFLD. Recent findings suggest that cluster of differentiation
(CD)44 could play an important role in the development and
progression of NAFLD, by regulating adipose tissue and liver
inflammation.?~>

CD44 is expressed on many cell types that contribute to
inflammation, such as leukocytes, neutrophils and macrophages.
It has been recently reported in an animal model of obesity that
CD44 plays an important role in adipose tissue inflammation by
promoting macrophage recruitment, which in turn enhances
insulin resistance and hepatic steatosis.>> Neutralization of
CD44 by specific antibodies reduces fasting blood glucose levels,
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weight gain, liver steatosis and insulin resistance in a dietary
mouse model of obesity.* CD44 also promotes hepatic inflamma-
tory cell recruitment during fatty liver formation in a lithogenic
diet-fed mouse model.” In line with these data, human adipose
tissue CD44 is associated with localized inflammation and sys-
temic insulin resistance;® weight loss in obese patients is associ-
ated with a strong decrease in the gene expression of CD44 and
the macrophage marker CD68 in subcutaneous adipose tissue.’
Since osteopontin (OPN), E-selectin and hyaluronic acid (HA)
are the main ligands of CD44 and are involved in liver dis-
ease,® 2 we can presume that the activation of the CD44 path-
way could be involved in NAFLD progression. As previously
reported in human NAFLD, hepatic osteopontin and E-selectin
are strongly upregulated with fibrosis and NASH, respectively.®*
Upon injury, local HA production increases and is fragmented,
generating low-molecular weight HA (LMW-HA) that functions
as a pro-inflammatory danger-associated molecular pattern and
cleared via CD44-mediated endocytosis.!! The interaction of
CD44 and HA is the dominant mechanism for neutrophil seques-
tration in inflamed liver sinusoids.”® HA is also a biomarker for
severe fibrosis and cirrhosis in various liver diseases including
NAFLD and alcoholic liver disease (ALD).'*~'® The possible contri-
bution of the CD44 pathway to the evolution from simple steato-
sis to NASH and fibrosis has not been fully investigated so far. We
therefore evaluated the contribution of CD44 in NASH develop-
ment and liver injury in experimental mouse models and in a
cohort of patients at various stages of NAFLD progression.

Patients and methods

Human studies

Morbidly obese patients

A total of 93 patients (30 patients for the gene expression, 64 patients for the
sCD44 and 5 patients for the follow-up) were recruited through the Department
of Digestive Surgery and Liver Transplantation (Nice hospital) where they under-

Table 1. Characteristics of the obese patients.

JOURNAL OF HEPATOLOGY

went bariatric surgery for their morbid obesity. Bariatric surgery was indicated
for these patients in accordance with French guidelines. Exclusion criteria were:
presence of a hepatitis B or hepatitis C infection, excessive alcohol consumption
(>20 g/d) or another cause of chronic liver disease as previously described.'”~'°
The characteristics of the study groups for the gene expression are described in
Table 1. Before surgery, fasting blood samples were obtained and used to measure
alanine and aspartate transaminases (ALT and AST, respectively), glucose, insulin
and HbAlc. Insulin resistance was calculated using the homeostatic model
assessment (HOMA-IR) index.?® Liver biopsies were obtained during surgery
and no ischemic preconditioning had been performed. A second liver biopsy
and a concomitant diagnostic work-up were offered to five patients who under-
went a laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass (LRYGB), who initially displayed
biopsy-proven NASH and completed a minimum follow-up period of 30 months
after surgery. Hepatic histopathological analysis was performed according to
the scoring system of Kleiner et al.>' Four histopathological features were semi-
quantitatively evaluated: grade of steatosis (0, <5%; 1, 5%-30%; 2, >30%-60%;
3, >60%), lobular inflammation (0, no inflammatory foci; 1, <2 inflammatory foci
per 200x field; 2, 2-4 inflammatory foci per 200x field; 3, >4 inflammatory foci
per 200x field), hepatocellular ballooning (0, none; 1, few balloon cells; 2, many
cells/prominent ballooning), and stage of fibrosis (from 0, none to 4, cirrhosis).

Control participants

Liver tissue was obtained from five lean participants (5 women; age, 44 + 9 years;
BMI, 21 + 1.9 kg/m?) undergoing partial hepatectomy for benign tumours (neigh-
bour tissues from four adenoma and one focal nodular hyperplasia). Three partic-
ipants underwent a left lobectomy or a bisegmentectomy without ischemic
preconditioning and two patients underwent a right hepatectomy with a poten-
tial ischemic preconditioning (missing data). Liver samples did not display any
hepatic steatosis, inflammation or fibrosis. All participants gave their informed
written consent to participate in this study in accordance with French legislation
regarding Ethics and Human Research (Huriet-Serusclat law). The “Comité Con-
sultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Nice”
approved the study (07/04:2003, N° 03.017).

Animals and study design

19-week-old male wild-type (WT) and CD44-deficient (CD44/~) (B6.Cg-
Cd44'™Hb8)] from Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) C57BL/6 mice were
acclimated to our animal facilities under a 12/12 h light/dark cycle at a temper-
ature of 21 +2°C and were fed ad libitum either a methionine- and choline-
deficient diet (MCDD) or control diet (Ctr D) for 2, 4 or 7 weeks (diets from MP
Biomedicals (MCDD # 960439, Ctr diet # 960440) and Ssniff (MCDD # E15653-
94; Ctr diet # E15654-04)).

Without NAFLD Steatosis NASH

n 8 13 9
Age (years) 34744 36.8+2.7 41.0+33
BMI (kg/m?) 43.4+05 42.9+1.12 433+19
ALT (IU/L) 17.4+2.9 292424 104.8 +28.0"
AST (IU/L) 20.7+2.9 221+1.0 60.2 +15.8*
Fasting insulin (mIU/L) 9.7+24 15.2£3.8 418+10.2"*
Fasting glucose (mmol/L) 48+0.1 53+02 83+1.7
HOMA-IR 2.0£05 3.7£1.0 144139
HbA1c (%) 53+0.1 5.6+0.1 7.0+0.7"
NAFLD activity score (n) 0 (8) 2(5)3(8) 5(9)

Grade of steatosis (n) 0(8) 2(6)3(7) 3(9)

Lobular inflammation (n) 0(8) 0(13) 1(9)

Hepatocellular ballooning (n) 0(8) 0(13) 1(9)
Hepatic gene expression (vs. lean)

TNFo 1.80+0.52 2284035 7.63+1.35 "

IL1p 1.23+0.21 1.52+0.28 7.80+2.36

MCP1 1.26+0.33 2.64+0.64 6.48 +1.46 *

Without NAFLD: patients with normal liver histology; Steatosis: patients with steatosis; NASH: patients with severe steatosis and NASH. Data are expressed as mean + SEM

and compared using the non-parametric Mann Whitney test.
" p <0.05 compared with “Without NAFLD".
# p <0.05 compared with Steatosis.
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Anti-CD44 treatment

WT C57BL/6 male mice (19 weeks of age) were fed MCDD for 4 weeks. During the
last 6 days of MCDD, mice received daily intra-peritoneal injections of either puri-
fied rat anti-mouse CD44 mAbD (n = 5; IM7, BD Pharmingen, catalog #553131; BD
Biosciences) or purified rat IgG2b, k isotype control (n=6; A95-1, BD Pharmin-
gen, catalog #553986; BD Biosciences) (100 pg/mouse the first day then
50 pg/mouse). At the end of the treatment, the blood was collected and mice
were immediately sacrificed, after which the liver was removed. One part of
the liver was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until
analysis. The second part was fixed in buffered formalin, paraffin-embedded,
sectioned, and stained with hematoxylin-eosin-saffron or Masson’s trichrome.
The last part as used for flow cytometric analysis. The guidelines of laboratory
animal care were followed, and the local ethical committee approved the animal
experiments (NCE/2013-108, APAFIS#5100-2015121110477413 v6).

Flow cytometric analysis

The cells were surface-stained with antibodies against mouse CD45 (clone 30-
F11), CD44 (clone IM7), F4/80 (clone BM8), CD11b (clone M1/70), CD11c (clone
HL3), Gr1 (clone RB6-8C5), CD206 (clone C068C2) or CD301 (clone ER-MP23) pur-
chased from BD Biosciences, eBioscience, Bio Rad ABD Serotec. Samples were
acquired using a fluorescence activated cell sorting (FACS) Canto II flow cytome-
ter, and the data were analyzed using the FACSDiva software version 8.0.1 (BD
Biosciences).

Real-time quantitative PCR analysis

Total liver RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen, Hilden,
Germany) and treated with Turbo DNA-free (AM 1907, Thermo Fisher Scientific
Inc.) following the manufacturer’s protocol. The quantity and quality of the
RNA were determined using the Agilent 2100 Bioanalyzer with RNA 6000 Nano
Kit (5067-1511, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Total RNA (1 pg)
was reverse transcribed with a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Real-time quantitative PCR was performed in
duplicate for each sample using the StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific Inc.) as previously described.'*? TagMan gene expression assays
were purchased from Thermo Fisher Scientific Inc. and listed in Supplementary
data. Gene expression was normalized to the housekeeping gene 2M (B2 micro
globuline, mouse) or RPLPO (Ribosomal Phosphoprotein Large PO, mouse and

human) and calculated based on the comparative cycle threshold Ct method
(z—AACt).

Immunohistochemistry

Sections measuring 2 pm were cut from each paraffin block and were put to dry
at 37 °C for 12 h. After deparaffinization and rehydration, all sections were pre-
treated at pH 6 with Flex Target Retrieval Solution (TRS) Low (PTLink DAKO,
Glostrup, Denmark) for 20 min. Endogenous peroxidase was blocked in 1% hydro-
gen peroxide for 5 min (DAKO, Glostrup, Denmark) at room temperature. After
rinsing with phosphate buffered saline, the sections were incubated with a ready
to use anti-CD44 (8E1, #5640, Cell signaling) antibody for 20 min at room tem-
perature. Then sections were incubated with an appropriate secondary antibody
from the Envision flex/HRP kit (Dako, Glostrup, Denmark) for 20 min, at room
temperature. Next, slides were incubated in phosphate buffered saline (PBS),
for 20 min, at room temperature, and then peroxidase activity was detected by
diaminobenzidinetetrahydrochloride for 8 min and used for visualization. Sides
were then counterstained with haematoxylin (Dako, Glostrup, Denmark) for
6 min.

Statistical analysis

Statistical significance of differential gene expression between two study groups
was determined using the nonparametric Mann-Whitney U test with the 2~ AACt
of each group. Other data from mice and cell preparations were statistically
analyzed using the Mann-Whitney U test or the Student’s ¢ test. Data from cell
lines were statistically analyzed using the Student’s t test. Correlations were
analyzed using the Pearson’s correlation test. p <0.05 was considered as
significant.

For further details regarding the materials used, please refer to the Supple-
mentary material and the CTAT table

Results
Upregulation of hepatic expression of CD44 with steatohepatitis

We first evaluated the hepatic level of CD44 in wild-type (WT)
mice with MCDD-induced steatohepatitis. The hepatic level of
the CD44 was strongly increased after 2 weeks of MCDD at the
protein (Fig. 1A) and mRNA (Fig. 1B) levels. Steatohepatitis was
thus associated with the hepatic upregulation of CD44
expression.

CD44 deficiency partially prevented liver injury, hepatic steatosis
and steatohepatitis induced by MCDD challenge

The role of CD44 in liver injury and steatohepatitis induced by
MCDD was then investigated using mice deficient for CD44. As
expected, MCDD challenge was associated with elevated aspar-
tate (AST) and ALT activity in WT mice (Fig. 1C). The CD44 /-
mice showed less liver damage as shown by the lower AST and
ALT levels. Furthermore, histological analyses displayed less hep-
atic steatosis and showed less accumulation of inflammatory foci
in the livers of MCDD-fed CD44 '~ mice compared with livers of
MCDD-fed WT mice (Fig. 1D, E). These results indicated that the
CD44 deficiency resulted in partial prevention of the liver injury,
steatosis and steatohepatitis induced by MCDD challenge.

CD44 deficiency strongly prevented the recruitment of monocytes
and neutrophils into the liver and liver inflammation induced by
MCDD challenge

Since CD44 can regulate the homing of immune cells,>>!%1323
we investigated the composition of immune cells in the liver by
flow cytometric analysis. While MCDD challenge did not promote
the enrichment of T cells (CD4* and CD8" cells) in liver (data not
shown), MCDD challenge mediated a strong hepatic enrichment
in macrophages (F4/80" cells), pro-inflammatory M1 macro-
phages (F4/80" CD11c*) and monocytes/neutrophils (Gr1")
(Fig. 1F). Interestingly, CD44 deficiency robustly prevented the
enrichment of monocyte/macrophages and M1 macrophages into
the liver (Fig. 1F). This later was associated with less hepatic
inflammation as evaluated by M1 markers including tumor
necrosis factor (TNF)a, interleukin (IL)18, inducible nitric oxide
synthase (iNOS), and monocyte chemotactic protein (MCP)I1
(Fig. 1G). CD44 deficiency still prevented the more severe accu-
mulation of inflammatory foci (MCDD-fed CD44~/~ mice: 14 + 4
foci number/10 fields, n= 7, vs. MCDD-fed WT mice: 34 + 3 foci
number/10 fields, n=6, p=0.010, data not shown) and non-
parenchymal hepatic cells (MCDD-fed CD44~/~ mice: 10 + 1 mil-
lion/liver, n=7, vs. MCDD-fed WT mice: 17 =1 million/liver,
n =6, p =0.045, data not shown) after four weeks of MCDD chal-
lenge. CD44 deficiency strongly prevented the recruitment of
infiltrating monocytes (F4/80* CD11bM8" cells) vs. resident Kupf-
fer macrophages, (F4/80" CD11b" cells) (Fig. 2A, B) and infiltrat-
ing neutrophils (CD11b* Gr1"€" cells) (Fig. 2A, B) into the liver.
Importantly, CD44 deficiency was not associated with the deple-
tion of monocytes from the circulation (Fig. 2C), which would
have explained the decreased infiltrating monocytes into the
liver. In contrast, hepatic infiltrating neutrophils correlated with
blood neutrophil levels (Fig. 2C). Since CD44 deficiency strongly
altered the chemotaxis of peritoneal macrophages in response
to MCP1/CCL2?% and MCP1/CCL2 plays an important role in the
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Fig. 1. CD44 deficiency partially prevented liver injury, hepatic steatosis and steatohepatitis induced by MCDD challenge. Wild-type (WT; n = 31) and CD44 '~ (n = 30)
mice fed a control diet (Ctr D) or MCDD for 2 weeks. Hepatic CD44 expression was evaluated in WT Ctr D and MCDD mice at the protein (A) (3 mice/group) and at the mRNA
levels (B) (4-8 mice/group). (C) The plasma levels of ALT and AST were evaluated (WT: 14-17 mice/group; CD44: 12-18 mice/group). (D) H&E staining of liver tissue
sections samples from WT and CD44~/~ after MCDD as indicated. Representative pictures are shown. (E) Quantification of hepatic steatosis and inflammatory foci. (F)
Hepatic non-parenchymal cells were stained for CD45, F4/80, CD11c and Gr1 and analyzed by flow cytometry (4-7 mice/group). (G) Hepatic mRNA expression levels of
TNFo, IL1B, iNOS and MCP1 were analyzed by real-time quantitative PCR (4-15 mice/group). Data are presented as relative mRNA levels normalized to f2M mRNA levels.
Data are expressed as means + SEM and statistically analyzed using the Mann-Whitney U test. *p <0.05, compared with WT Ctr D mice; *p <0.05, compared with CD44~/~
Ctr D.
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Fig. 2. CD44 deficiency partially prevented hepatic monocyte and neutrophil infiltration induced by MCDD challenge. Wild-type (WT; n = 10) and CD44~/~ (n=11)
mice fed a control diet (Ctr D) or MCDD for 4 weeks. (A) and (B) Hepatic non-parenchymal cells were stained for CD45, F4/80, CD11c and Gr1 and analyzed by flow
cytometry (4-7 mice/group). Percentage of Kupffer cells (F4/80* CD11b"), infiltrating macrophages (F4/80* CD11b™#") and neutrophils (CD11b* Gr1™&") are expressed as
means + SEM and statistically analyzed using the Mann-Whitney U test. (C) Blood monocyte and neutrophil percentages (4-7 mice/group) (evaluated by automated
differential cell counting) are expressed as means + SEM and statistically analyzed using the Mann-Whitney U test. *p <0.05, compared with WT Ctr D mice, *p <0.05,
compared with CD44~/~ Ctr D. (This figure appears in colour on the web.)

recruitment of macrophages into the liver,* the unresponsive- CD44 silencing or deficiency strongly enhanced the M2 macrophage

ness of CD44-deficient macrophages to MCP1 and the lower polarization

levels of hepatic MCP1 expression in MCDD-fed CD44~/~ mice

(Fig. 1G) might be involved in the decreased number of hepatic In addition to the regulation of the MCP1-mediated macrophage

infiltrating monocytes. chemotaxis, CD44 could also control the properties and the
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activities of the macrophages. We then investigated its potential
role in the macrophage polarization. Whereas CD44 deficiency
did not alter the macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF)-mediated macrophage differentiation of bone marrow
monocytes (Fig. 3A), it strongly enhanced the proportion of
M2 bone marrow derived macrophages (BMDM) (CD206" -
F4/80" CD11b* BMDM) in the basal condition and in response
to IL4 (Fig. 3B). In RAW 264.7 macrophages, CD44 silencing with
siRNA also led to a substantial increase in M2 macrophages
(CD301* cells), in the expression of CD301 and arginase 1
(Argl; at the mRNA level) and in the IL10 secretion in response
to 1L4 (Fig. S1).

CD44 silencing or deficiency strongly limited pro-inflammatory
phenotypes of macrophages

On the contrary, CD44 deficiency in BMDM or CD44 silencing
in RAW 264.7 macrophages strongly decreased the expression
of pro-inflammatory cytokines such as IL6 and TNFx in
response to lipopolysaccharides (LPS) (Figs. 3C, 4A, respec-
tively). In addition to LPS, CD44 silencing in LPS-primed RAW
264.7 macrophages also strongly decreased the expression of
pro-inflammatory cytokines such as IL6, TNFx and IL1 in
response to damage-associated molecular patterns (DAMPs)
from damaged fatty primary hepatocytes (Fig. 4A). Supernatant
of primary fatty hepatocytes isolated from MCDD-fed mice
(2 weeks) and exposed to heat shock (increased lactate dehy-
drogenase (LDH) release, data not shown) also increased the
CD44 expression in LPS-primed RAW 264.7 macrophages
(Fig. 4A). Finally, CD44 silencing in RAW 264.7 macrophages
also decreased the expression of IL6 and TNFo in response to
saturated fatty acid palmitate (PA) (Fig. 4B). palmitic acid
(PA) stimulation further decreased the mRNA levels of M2
marker CD206, which was strongly overcome by the CD44
silencing (Fig. 4B). These results indicate that the deficiency
of CD44 modified the properties of macrophages with higher
susceptibility to M2 polarization and accordingly, lower pro-
inflammatory phenotypes upon activation.

Neutralization of CD44 corrected the hepatic inflammation,
macrophage recruitment and liver injury induced by MCDD
challenge

We then investigated if the neutralization of CD44 by a speci-
fic antibody could correct the liver complications induced by
MCDD. After 3 weeks of MCDD, mice received a daily intra-
peritoneal injection of either purified rat anti-CD44 mAb or
isotype control for six additional days of MCDD. The treatment
with anti-mouse CD44 mAb strongly depleted the hepatic
CD44 positive cells (Fig. 5A), strongly decreased the liver
injury as evaluated by the AST/ALT activity (Fig. 5B) and hep-
atic inflammation as evaluated by the presence of inflamma-
tory foci (Fig. 5C, D). The correction of hepatic inflammation
was also associated with less hepatic enrichment in macro-
phages (F4/80" cells), pro-inflammatory M1 macrophages
(F4/80" CD11c¢"), monocytes/neutrophils (Gr1*) (Fig. 5E) and a
strong decrease in liver and serum MCP1 levels (Fig. 5F). In
these experimental conditions, the correction of steatohepatitis
by CD44 neutralization was not associated with an improve-
ment of hepatic steatosis (Fig. 5C, D).
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Fig. 3. CD44 deficiency in bone marrow derived macrophages enhanced IL4-
mediated M2 polarization and decreased LPS-induced IL6 and TNFo expres-
sion. (A) Bone marrow derived macrophage differentiation of WT and CD44 /-
monocytes after M-CSF stimulation has been analyzed at indicated time by flow
cytometry and expressed as % of F4/80* CD11b" cells (n = 5). (B) WT and CD44~/~
bone marrow derived macrophages (BMDM) were incubated without or with IL4
(20 ng/ml) for 18-24 h, stained for CD45, F4/80, CD11b and CD206 and then
analyzed by flow cytometry. The percentages of CD206" cells among the F4/
80" CD11b" cells are expressed as means + SEM and statistically analyzed using
the Student’s t test (n =4). (C) WT and CD44 /- BMDMs were incubated with PBS
or LPS (100 ng/ml) for 6 h. The gene expressions of CD44, IL6 and TNFx were then
evaluated (n = 3). The mRNA levels were normalized to RPLPO mRNA levels and
expressed as fold stimulation (mean + SEM) vs. WT BMDM + PBS. Data were statisti-
cally analyzed using the Student’s t test. *p <0.05, compared with WT BMDM Ctr.
(This figure appears in colour on the web.)
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Fig. 4. (D44 silencing strongly decreased the expression of pro-inflammatory cytokines in activated macrophages. RAW 264.7 macrophages after control (siCtr) or
(D44 silencing (siCD44) were stimulated or not with (A) supernatants of control (37 °C for 6 h) and heat shock (45 °C for 6 h) primary fatty hepatocytes (from WT mice fed
2 weeks of MCDD) with or without LPS (100 ng/ml) for 6 h (n = 4) or (B) palmitic acid (PA) (500 uM) for 24 h in ‘cell medium’ supplemented with 1% bovine serum albumin
(n=3). The gene expressions of CD44, TNFz, IL6, IL1 and CD206 were then evaluated. The mRNA levels were normalized to RPLPO mRNA levels and expressed as fold
stimulation (mean + SEM) vs. siCtr/conditioned medium of fatty hepatocyte/LPS (A) or siCtr BSA (B). Data were statistically analyzed using the Student’s t test. *p <0.05,

compared with siCtr/conditioned medium of fatty hepatocyte (A) or siCtr BSA (B).
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Fig. 5. Neutralization of CD44 corrected the hepatic inflammation, the macrophages recruitment and liver injury induced by MCDD challenge. After 3 weeks of
MCDD, the mice received a daily intra-peritoneal injection of either purified rat anti-mouse CD44 mAb (oCD44) or purified rat IgG2b, k isotype control (algG) for six
additional days on MCDD diet (5-6 mice/group). (A and E) Hepatic non-parenchymal cells were stained for CD44, F4/80, CD11c and Gr1 and analyzed by flow cytometry. (B)
ALT and AST plasma levels were evaluated. (C) H&E staining of liver samples from aCD44- and algG-treated mice as indicated. Representative pictures are shown. (D)
Quantification of hepatic steatosis and inflammation (number of inflammatory foci). (F) Hepatic mRNA expression and plasma levels of MCP1 were analyzed by real-time
quantitative PCR and ELISA, respectively. Data are expressed as means + SEM and statistically analyzed using the Mann-Whitney U test.

CD44 deficiency strongly decreased the hepatic fibrosis induced by
MCDD

Hepatic injury and inflammation are key actors in the fibrogenic
process. Since the development of hepatic fibrosis required a

long-lasting MCDD challenge, WT and CD44 /- mice were then
challenged with MCDD for 7 weeks. In addition to reduced hep-
atic steatosis and inflammation (Fig. 6A), CD44 deficiency was
also associated with less fibrosis as evaluated by collagen staining
(Masson’s trichrome stain, Fig. 6B) and lower gene expression of
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Fig. 6. CD44 deficiency strongly decreased the hepatic fibrosis induced by
MCDD. WT and CD44 '~ mice were challenged with a Ctr D or MCDD for 7 weeks
(5-6 mice/group). (A) Quantification of hepatic steatosis and inflammation
(inflammatory foci) after H&E staining of liver samples. (B)(C) Hepatic fibrosis
was evaluated by (B) collagen staining (Masson’s trichrome) (representative
pictures are shown) and (C) gene expression of markers of fibrosis including TGFg,
TIMP1 and Col1A1. Data are presented as relative mRNA levels normalized to f$2M
mRNA levels. Data are expressed as means + SEM and statistically analyzed using
the Mann-Whitney U test: *p <0.05, compared with WT Ctr D mice.

fibrosis markers like transforming growth factor (TGF)g, TIMP1
and Col1A1 (Fig. 6C). The partial prevention of hepatic fibrosis
induced by CD44 deficiency was again associated with reduced
liver injury, M1 macrophage enrichment as well as in MCP1
and CCR2 expression upon the long-term MCDD challenge
(Fig. S2). Interestingly, the CD44 deficiency already prevented
the upregulation of TGFg, TIMP1 and Col1A1 in the early stages
(in response to 2 weeks of MCDD) even before liver collagen
accumulation (Fig. 6C). By regulating hepatic inflammation and
liver injury, CD44 thus plays an important role in the progression
of NAFLD to more severe complication (NASH-related fibrosis).

Hepatic CD44 correlated with NASH, hepatic MCP1 expression and
liver macrophage enrichment in obese patients

We then investigated the relevance of our findings in the context
of human NAFLD. We examined the relationship of hepatic CD44
expression to the progression of normal liver to hepatic steatosis
and then NASH in liver biopsies obtained from morbidly obese
patients undergoing bariatric surgery (Table 1). Patients were
classified into three groups: without NAFLD, with hepatic steato-
sis (steatosis) and with NASH (NASH). Hepatic expression of
CD44 was specifically upregulated in NASH patients at the mRNA
(Fig. 7A) and protein levels (Fig. 7B) and preferentially correlated
with the presence of NASH, hepatocyte ballooning and ALT activ-

[ Lean C
A 3 Without NAFLD B i Ay
A Steatosis NP ) :
N NASH 2
p =0.0008

*$

4-

Steatosis

mRNA level
(relative expression)
N
1

NASH

CD44

C , rous D

2.5+ *$

2.0

mRNA level
(relative expression)
CD4 4 (fold)

0.0-

CD68

E p=0.010 F

mRNA level
(relative expression)
CD44 (fold)

p <0.001
N =30

0 T T T T
2 3 4
CCR2 (fold)

CCR2

T T 1
5 6 7

Fig. 7. Hepatic CD44 correlated with NASH, hepatic MCP1 expression and liver
macrophage infiltration in obese patients. Liver CD44 (A), CD68 (C) and CCR2
(E) mRNA expression levels were analyzed by real-time quantitative PCR in lean
patients (n = 4), in morbidly obese patients without NAFLD (n = 8), with hepatic
steatosis (n = 13) and with NASH (n = 9). The gene expression was normalized to
the mRNA levels of RPLPO. Results are expressed relative to the expression level in
controls (means + SEM) and statistically analyzed using the Mann-Whitney U
test. *p <0.05, compared with lean; ®p <0.05, compared with obese patients
without NAFLD. (B) aCD44 staining of liver tissue sections from morbidly obese
patients with severe hepatic steatosis (n=5) and with NASH (n =5). Represen-
tative pictures are shown. Correlations between CD44 and CD68 (D) or CCR2 (F)
mRNA expression levels (fold vs. lean) were analyzed using the Pearson’s
correlation test.
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Table 2. Correlation between hepatic CD44 expression and liver features in obese patients.

Steatosis NASH

Ballooning NAS ALT

Is p value N I's

p value N Is

p value N Is p value N Is p value N

Liver CD44 0.480 0.007 30 0.668

< 0.001 30 0531

0.003 30  0.562 0.001 30 0496  0.005 30

Spearman’s rank correlation test.

ity levels (Table 2). In line with our animal results, NASH was
associated with the recruitment of additional macrophages (vs.
resident Kupffer cells) as evaluated by the expression of CD68
(Fig. 7C) which strongly correlated with hepatic expression of
CD44 (Fig. 7D). Hepatic expression of MCP1 (Table 1) and CCR2
(Fig. 7E) strongly increased with NASH. The upregulation of
CD44 also correlated with markers of inflammation including
TNFa, IL18, MCP1 (Fig. S3) and CCR2 (Fig. 7F). MCP1, which could
play a key role in liver macrophage recruitment via CCR2, corre-
lated with the hepatic expression of CD68 (rs= 0.481, p = 0.007,
n = 30) (data not shown) and CCR2 (rs = 0.808, p <0.001, n = 30)
(Fig. S3).

Correction of NASH was associated with less hepatic CD44 positive
cells in patients

We then investigated the potentially beneficial effect of bariatric
surgery (LRYGB) on NASH, CD44 expression and macrophages
enrichment in morbidly obese patients. Four women and one
man, with a median age of 38 [26; 62] years at the time of LRYGB
and with biopsy-proven NASH, had a second liver biopsy after
>30 months of follow-up. The median interval between the
LRYGB and the second liver biopsy was 45 [37; 81] months.
LRYGB was associated with significant weight loss (Fig. 8A) (med-
ian BMI loss: —12.8 [-18.6; —8.7] kg/m?), improvement of hep-
atic steatosis in all patients (total resolution for two patients)
(Fig. 8B), and resolution of hepatic inflammation and hepatocyte
ballooning in 100% of the cases (Fig. 8B). The intensity of the hep-
atic CD44 labeling, in addition to the number of CD44 positive
cells, strongly decreased after surgery (Fig. 8C). This was associ-
ated with a decrease in hepatic macrophages (data not shown).
The correction of NASH by bariatric surgery was thus associated
with an improvement of CD44-positive cells (mainly monocytes/
macrophages) in patients.

Serum levels of soluble CD44 increased with the severity of steatosis
and NAFLD

Since soluble CD44 (sCD44) is generated by the proteolytic cleav-
age of the ectodomain of CD44 from cell surfaces and serum
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Fig. 8. Correction of NASH was associated with decreased hepatic CD44" cells in patients. Four women and a man, with a median age of 38 [26; 62] years at the time of
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Fig. 9. The serum level of soluble CD44 increased with the severity of steatosis
and NAFLD. (A) The serum sCD44 level was evaluated by ELISA in 64 obese
patients with different grades of hepatic steatosis without or with NASH. Results
are expressed with respect to (i) hepatic steatosis (severe [S3; n=21] vs. mild or
moderate hepatic steatosis (S1/S2; n=43), to NASH vs. non-NASH (25 vs. 39) and
to the NAFLD activity score (NAS) (NAS >5 [n=17] vs. NAS <5 [n = 47]). Results
were expressed as the median (25th, 75th percentile) and statistically analyzed
using the Mann-Whitney U test.

sCD44 levels could be associated with insulin resistance and
hyperglycemia in patients> we evaluated the relationship
between sCD44 and liver complications in human. sCD44 levels
were evaluated in 64 obese patients with different grades of hep-
atic steatosis without or with NASH. As shown in Fig. 9A, the
serum level of sCD44 was higher in patients with severe steatosis
(S3) (21 S3 vs. 43 with mild or moderate hepatic steatosis (S1/
S2)) and tended to be higher in patients diagnosed NASH vs.
non-NASH (25 NASH vs. 39 non-NASH). We then classified the
patients with respect to their NAFLD activity score (NAS) gener-
ated by Brunt et al®>® The serum sCD44 level was significantly
higher in patients with NAS >5 vs. patients with NAS <5 (17
vs. 47 with NAS <5). In line with these results, the hepatic
expression of ADAM10, a membrane-associated matrix metallo-
proteinases (MMPs) involved in the cleavage of the ectodomain
of CD44, was upregulated in obese patients with severe steatosis
compared to obese patients with moderate steatosis (Fig. S3C).
Hepatic CD44 and its soluble form could thus be related to the
development of hepatic inflammation in obese patients.

Hepatocellular C
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laparoscopic Roux-en-Y gastric bypass (LRYGB) and with biopsy-proven NASH, had a second liver biopsy after >30 months of follow-up (45 [37; 81] months). BMI (A),
hepatic steatosis, inflammation (NASH) and hepatocellular ballooning (B) were evaluated before and after LRYGB. (C) aCD44 staining of liver samples from morbidly obese
patients with NASH (n = 5) before and after LRYGB. Representative pictures and quantification of CD44-positive cells are shown.
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Discussion

We first described in this study that steatohepatitis was associ-
ated with the upregulation of hepatic CD44 in mice and obese
patients. While this upregulation of CD44 has also been reported
in steatotic livers in mouse models of NAFLD,*” hepatic CD44 is
more specifically increased in NASH patients. We then reported
that CD44 deficiency strongly prevented liver steatosis, inflam-
mation, injury and fibrosis in mice challenged with MCDD. This
could be independent of adipose tissue inflammation and sys-
temic insulin resistance since both events are not induced by
MCDD.?%?” Furthermore, the prevention of hepatic complications
by CD44 deficiency was associated with a strong decrease in hep-
atic infiltration of monocyte/macrophages and inflammation as
evaluated by the number of inflammatory foci and expression
of TNFa, IL1B and iNOS, respectively. The prevention of macro-
phage infiltration into the liver by CD44 deficiency was not
related to the decrease in circulating levels of monocytes.
Whereas it has been reported that CD44 can direct lymphocytes
to inflammatory sites,”® the deficiency of CD44 did not impact the
number of hepatic CD3*, CD4* and CD8" cells in our mice (data
not shown). Since hepatic monocyte/macrophage infiltration
strongly contributes to the development of steatohepatitis,®>°
CD44 deficiency could prevent the development of steatohepati-
tis by regulating the liver monocyte/macrophage infiltration.

This effect of CD44 deficiency on liver monocyte/macrophage
recruitment could be explained by several mechanisms. It has
been clearly established that the deficiency of CD44 in macro-
phages abrogated the chemotaxis induced by various chemoat-
tractants including MCP1/CCL2 and osteopontin.?®> The decrease
in hepatic expression of chemoattractants could also prevent
the liver recruitment of monocytes/macrophages. We here
reported that liver MCP1/CCL2 expression was already increased
after 2 weeks of MCDD and the deficiency of CD44 strongly pre-
vented this upregulation. In mice, CD44 deficiency also prevented
the upregulation of hepatic CCR2 expression (CCL2 receptor) after
2 (data not shown) and 7 weeks (Fig. S2D) of MCDD. In contrast,
hepatic (data not shown) and serum levels of osteopontin
(Fig. S4) was later upregulated (after 4-7 weeks of MCDD) with
a partial decrease in CD44 '~ mice (Fig. S4). This could indicate
that osteopontin could be more related to hepatic fibrosis than
steatohepatitis, as previously reported.'>>!-3°

The prevention of hepatic inflammation by the CD44 defi-
ciency was also associated with less hepatic neutrophil infiltra-
tion. While further investigations are required, we can suggest
that CD44 could regulate the neutrophil infiltration via E-
selectin based on recent reports.'®!? This ligand of CD44 was
upregulated in NASH livers in mice (Fig. S2) and patients® and
its hepatic expression decreased in MCDD-fed CD44~/~ mice vs.
MCDD-fed WT mice (Fig. S2).

We also showed that targeting CD44 with a specific antibody
(daily injection for 6 days) corrected the steatohepatitis and liver
injury in MCDD-fed mice. This was associated with a decrease in
hepatic monocyte/macrophage enrichment and in hepatic and cir-
culating levels of MCP1/CCL2. While the depletion of CD44-
positive cells did not correct hepatic steatosis in our mouse models,
it has been recently reported that targeting CD44 with the same
approach (anti-CD44 antibody) for 4 weeks corrected liver steatosis
in a high fat diet-fed mouse model. But the beneficial effects of this
long-term treatment (4 weeks in this study vs. 6 days in our trial)
results from a strong decrease in weight gain, visceral adipose tissue

macrophages and MCP1/CCL2 expression, fasting blood glucose
levels, and improvement of insulin sensitivity compared to con-
trols.” This highlights that CD44 is also important in the recruitment
of macrophages into adipose tissue leading to adipose tissue inflam-
mation and insulin resistance as previously reported.> Adipose tis-
sue insulin resistance increases lipolysis and the release of free
fatty acids from adipocytes into the circulation, which in turn pro-
mote liver steatosis and NAFLD.>® This upregulation of adipose tis-
sue CD44 has also been reported in obese people.? Furthermore,
we have previously reported that the correction of adipose tissue
inflammation after bariatric surgery decreased the expression of
CD44 and macrophage marker CD68 in human adipose tissue.”

While different results on the role of the CCL2/CCR2 system
have been obtained in mice with different genetic back-
grounds,®”® the contribution of this system has recently been
confirmed in mice challenged with a lithogenic diet through a
marked reduction in leukocyte recruitment in the absence of
CCL2 in mouse strains susceptible to fat accumulation.’ In vivo,
macrophage tracking also indicated that in the absence of CCL2
or CCR2, accumulation of macrophages is reduced by 80% in the
liver and around 40% in adipose tissue.?* Furthermore, targeting
CCR2 by deficiency or using a CCR2 inhibitor (CCR2-selective che-
mokine receptor antagonist RS102895) prevented the recruitment
of macrophages into the liver, hepatic inflammation and fibrosis in
choline-deficient amino acid-defined diet-fed mice.?° The phar-
macological inhibition of MCP1/CCL2 also prevented hepatic
monocyte/macrophage infiltration, hepatic steatosis and inflam-
mation in MCDD-fed mice.>°

In addition to the regulation of the monocyte/macrophage
infiltration into the liver, we report here that the CD44 deficiency
modified the properties of macrophages with higher susceptibil-
ity to anti-inflammatory (M2) polarization and lower pro-
inflammatory phenotypes (M1) upon activation. The alteration
of the M1/M2 balance is an important mechanism in the initia-
tion of liver injury and NAFLD progression.’*~*! The resulting
exacerbated release of M1 resident Kupffer cell-derived media-
tors (such as TNFa) contributes to the pathogenesis of several
liver lesions including hepatocyte steatosis and apoptosis, and
inflammatory cell recruitment.®%4>4344 Interestingly, the CD44
deficiency in macrophages prevented the expression of pro-
inflammatory cytokines including TNFa and IL6 in response to
DAMPs from damaged fatty hepatocytes, saturated fatty acid
and pathogen-associated-molecular-pattern molecules such as
LPS. In our MCDD-fed mice, hepatocyte steatosis and injury and
LPS levels, as evaluated by the serum level of anti-LPS antibodies
(Ctr D-fed WT mice: 38058 ng/ml, n=8, MCDD-fed mice:
629 £51, n=15, p=0.006, upon 7 weeks of MCDD challenge,
data not shown), strongly increased with steatohepatitis. CD44
deficiency in resident Kupffer cells could prevent their activation
by increased levels of DAMPs, LPS and fatty acid. In turn, CD44 "/~
Kupffer cells could secrete less pro-inflammatory cytokines
(TNFa, IL6) and chemokines such as MCP1, leading to the preven-
tion of hepatocyte glucido-lipid alteration and hepatic macro-
phage infiltration, respectively. Concerning hepatocyte
alteration, MCDD-fed CD44 '~ mice displayed a lower hepatic
expression of markers of cellular stresses (endoplasmic stress:
CHOP/BIP, oxidative stress: sestrin-2 [Sesn2]) and lipogenesis
(Srebp1) and hepatokine (FGF21) compared with MCDD-fed WT
mice (Fig. S5). The prevention of freshly infiltrating hepatic
macrophages could consecutively reduce the progression of
chronic liver injury and fibrosis.
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We then reported a specific increase in hepatic CD44 expres-
sion with NASH in obese patients. Hepatic CD44 expression also
correlated with hepatic expression of the macrophage markers
CD68, MCP1/CCL2, TNFo. and IL1S. CCR2 was also specifically
upregulated with NASH and strongly correlated with MCP1
(rs=0.808, p <0.001, n = 30). CD68 also correlated with the hep-
atic expression of MCP1 (rs = 0.481, p = 0.007, n = 30). Correction
of NASH after bariatric surgery-induced weight loss was associ-
ated with a strong decrease in CD44-positive cells in the liver.
While the recruitment of macrophages into the liver could be
mediated by several chemokines,*> MCP1/CCL2 is upregulated
in the serum and liver of patients with NASH.?“® Upregulation
of hepatic CD44 could thus be related to the recruitment of
macrophages but also to the activation level of recruited and
resident macrophages (Kupffer cells). Indeed, we here reported
that the deficiency of CD44 strongly decreased the expression of
TNFz and IL6 in activated macrophages. In accordance with this,
the circulating level of sCD44, which results from the prote-
olytic cleavage of CD44 by membrane-associated matrix metal-
loproteinases such as ADAM10, was significantly higher in
obese patients with NAS >5 vs. patients with NAS <5. Since
CD44 is also expressed in the adipose tissue, we cannot rule
out that its circulating levels could also be related to adipose
tissue inflammation and insulin resistance as recently
reported.”> Although serum sCD44 and liver ADAMIO0 levels
increased in our mouse model of steatohepatitis (Fig. S2) and
sCD44 concentration increased in patients with severe acute
or chronic liver disease from different etiologies (142 patients
including 14 with acute hepatitis; 45 with noncirrhotic chronic
liver disease, 34 with cirrhosis),*” sCD44 as biomarker to accu-
rately estimate NASH should be validated in a larger cohort of
patients.

In conclusion, CD44 plays an important role in the develop-
ment of NASH by regulating hepatic macrophage polarization
(pro-inflammatory phenotype) and infiltration (macrophage
motility and the MCP1/CCL2/CCR2 system). In mice, targeting
CD44 through deficiency or by depletion can prevent and correct
steatohepatitis, respectively. In patients, hepatic CD44 and serum
sCD44 increase with hepatic inflammation. By regulating the
macrophage infiltration in the adipose tissue, CD44 could also
enhance the development of adipose tissue inflammation and
hepatic steatosis. Since CD44 is also expressed in other immune
cells and in fibroblasts/stellate cells,*®*° studies focusing on the
role of CD44 in specific cells should provide more insight into
the pathogenesis of NASH/NAFLD.
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Summary

Background: The composite histological endpoint comprising nonalcoholic steato-
hepatitis (NASH) and NAFLD activity score >4 and advanced fibrosis (F > 2) (“fi-
brotic NASH") is becoming an important diagnostic target in NAFLD: it is currently
used to select patients for inclusion in phase Il therapeutic trials and will ultimately
be used to indicate treatment in clinical practice once the new drugs are approved.
Aim: To develop a new blood test specifically dedicated for this new diagnostic tar-
get of interest.

Methods: Eight Hundred and forty-six biopsy-proven NAFLD patients from three
centres (Angers, Nice, Antwerp) were randomised into derivation and validation sets.
Results: The blood fibrosis tests BARD, NFS and FIB4 had poor accuracy for fibro-
tic NASH with respective AUROC: 0.566 + 0.023, 0.654 + 0.023, 0.732 + 0.021.
In the derivation set, fibrotic NASH was independently predicted by AST, HOMA
and CK18; all three were combined in the new blood test MACK-3 (hoMa, Ast,
CK18) for which 90% sensitivity and 95% specificity cut-offs were calculated. In the
validation set, MACK-3 had a significantly higher AUROC (0.847 + 0.030,
P < 0.002) than blood fibrosis tests. Using liver biopsy in the grey zone between
the two cut-offs (36.0% of the patients), MACK-3 provided excellent accuracy for
the diagnosis of fibrotic NASH with 93.3% well-classified patients, sensitivity:
90.0%, specificity: 94.2%, positive predictive value: 81.8% and negative predictive
value: 97.0%.

Conclusion: The new blood test MACK-3 accurately diagnoses fibrotic NASH. This
new test will facilitate patient screening and inclusion in NAFLD therapeutic trials
and will enable the identification of patients who will benefit from the treatments

once approved.
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1 | INTRODUCTION

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), the liver manifestation of
the metabolic syndrome (MetS), encompasses a wide spectrum of
liver lesions.® While isolated steatosis is generally considered benign,
nonalcoholic steatohepatitis (NASH) represents the aggressive form
of the disease responsible for accelerated liver fibrosis progression,
higher rates of cirrhosis and its associated complications, and higher
rates of hepatocellular carcinoma.? Now that the burden of NAFLD
among the general population has reached 25%,% NASH is expected
to become the leading indication for liver transplantation in the Uni-
ted States within 10-20 years.*

Knowledge of the pathophysiological mechanisms driving NAFLD
has advanced considerably and resultantly research in drug develop-
ment has become a highly active field within which numerous thera-
peutic trials are underway.® A recent workshop conducted by the
American Association for the Study of Liver Diseases concluded that
therapeutic trials in NAFLD should enrol patients having an active dis-
ease defined by the presence of steatohepatitis and a NAFLD activity
score (NAS) > 4. The first phase lll trials in NASH were recently
launched with the aim of demonstrating the clinical benefits of obeti-
cholic acid (REGENERATE study, NCT02548351) and Elafibranor
(RESOLVE-IT study, NCT02704403). These two trials are using clinical
outcomes as study endpoints and, to be included, patients must have
biopsy-proven NASH, a NAS > 4 and significant/advanced F2-3 fibro-
sis. This enrichment of the study populations with fibrotic patients is
intended to ensure that the number of required clinical events will
occur during patient follow-up and within a reasonable time frame.
Because it is a condition required for inclusion in phase Il trials, the
composite criterion of “NASH and NAS >4 and fibrosis F > 2" is there-
fore becoming an important new diagnostic target in NAFLD. More
importantly, it will become an indication for treatment in clinical prac-
tice when and if these drugs receive their market authorisations. This
second aspect particularly reinforces the interest of non-invasive tests
able to accurately diagnose this composite histological endpoint. Sev-
eral blood fibrosis tests are available but they have been usually devel-
oped for the diagnosis of advanced fibrosis and they are less accurate
for earlier stages of fibrosis.” Serum level of apoptotic caspase-3 gen-
erated cytokeratin-18 fragments (CK18) has been shown as a candi-
date biomarker for NASH® but a large study has recently challenged
its diagnostic accuracy.’

In the present work, we aimed to evaluate the accuracy of blood
fibrosis tests and CK18 for the diagnosis of “NASH and NAS >4 and
fibrosis F > 2" in a large multicentre series of NAFLD patients, and
to improve the accuracy by developing an accurate blood test specif-

ically designed for this new diagnostic target of interest.

2 | PATIENTS AND METHODS

2.1 | Patients

The study population was obtained by pooling the data from three

published studies performed in Angers (France),” Antwerp (Belgium)*©
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and Nice (France).}* Inclusion criteria were biopsy-proven NAFLD as
defined by the presence of liver steatosis after exclusion of concomi-
tant steatosis-inducing drugs (such as corticosteroids, tamoxifen,
amiodarone, or methotrexate), excessive alcohol consumption (>30 g/
d in men or >20 g/d in women), chronic hepatitis B or C infection, and
histological evidence of other concomitant chronic liver disease.
Patients were excluded if they had cirrhosis complications (hepatic
encephalopathy, ascites, variceal bleeding, systemic infection or hepa-
tocellular carcinoma). Patient recruitment differed across the three
centres: Angers centre included out-patients from its hepatology
department; Antwerp centre included obese patients without pre-
existing diabetes who presented at their obesity clinic; and Nice centre
included morbidly obese patients referred for bariatric surgery. Meta-
bolic syndrome was defined as the presence of at least three of the
following parameters:*? elevated waist circumference (>94 cm in men
or >80 cm in women), elevated blood pressure (systolic blood pressure
>130 mm Hg or diastolic blood pressure >85 mm Hg or antihyperten-
sive drug), elevated glycemia (>100 mg/dL or anti-diabetic drug), ele-
vated triglycerides (>150 mg/dl or lipid-lowering drug), low HDL
cholesterol (<40 mg/dL in men or <50 mg/dL in women or lipid-lower-

ing drug).

2.2 | Histology

Liver biopsy was performed percutaneously (16-gauge Menghini in
Angers and Antwerp) or during surgery (14-gauge Tru-Cut in
Antwerp or hepatic wedges in Nice). In each centre, pathological
examination of liver biopsies was performed by a senior expert
specialised in hepatology and blinded for patient data. Steatosis,
lobular inflammation and ballooning were semi-quantitatively graded
using the NASH-CRN scoring system.!® The NAS, ranging from O
to 8, corresponded to the sum of the scores for steatosis, lobular
inflammation and ballooning.2* NASH was defined according to the

latest recommendations®*®

as the presence of a score >1 for each
of the three components of the NAS. “Active NASH” was defined
as the presence of NASH with a NAS score >4. Liver fibrosis was
staged from FO to F4 according to the NASH-CRN scoring sys-
tem.?® Significant fibrosis was defined as F > 2 and advanced fibro-
sis as F>3. Finally, the presence of an active NASH with
significant fibrosis, ie NASH and NAS>4 and fibrosis F > 2, was ter-
med “fibrotic NASH". This latter was the primary diagnostic target
of the study.

A subgroup of 30 patients covering the histological spectrum of
NAFLD lesions was selected in the Angers population to study the
inter-centre agreement on histopathological evaluation of liver
lesions. Liver biopsies were digitised using an Aperio digital slide
scanner (Scanscope CS System, Aperio Technologies, Vista CA
92081, USA)
30 000 x 30 000 pixel images at a resolution of 0.5 um/pixel (mag-

image processor that provided high quality
nification x20). Two slides were digitised for each patient: one
stained with haematoxylin and eosin and one with picrosirius red.
The digitised slides were sent to the expert pathologist from each of

the three investigating centres (SM, SP, AD) to score steatosis,
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lobular inflammation, ballooning and fibrosis according to the NASH-

CRN scoring system.

2.3 | Blood parameters

All blood samples from the three original studies were taken in fast-
ing conditions.”'®'! The blood results available from these works
enabled the calculation of the following blood fibrosis tests accord-
ing to published formulas: BARD,*® FIB4,” and NAFLD fibrosis
score (NFS).2® Serum level of insulin were measured on fresh sam-
ples using Chimiluminescence 12000 (Abbott) in Angers, Cobas
Instrument (Roche) in Antwerp, and Centaur XP (Siemens) in Nice.
HOMA was calculated as follow: fasting glucose (mmol/L) * fasting
insulin (uU/mL)/22.5. To limit the influence of supra-physiological
results of insulinemia induced by insulin therapy, the HOMA was
capped at 10. Serum levels of CK18 were measured on frozen
(—80°C) samples in each centre using the M30-Apoptosense

enzyme-linked immunosorbent assay kit (PEVIVA, Bromma, Sweden).

24 | Statistics

Quantitative variables were expressed as mean =+ standard devia-
tion. Inter-observer agreement of the histological scoring was deter-
mined using the Fleiss’ Kappa score.r? Correlations between
quantitative variables were determined using the Spearman correla-
tion coefficient (Rs). The accuracy of non-invasive tests was evalu-
ated using the area under the receiver operating characteristics
(AUROC) and compared between tests using the Delong test.

24.1 | Development of the new blood test for the
diagnosis of fibrotic NASH

To facilitate future automatic calculation by laboratory systems, only
biological parameters were considered for the development of the
new blood test dedicated to the diagnosis of fibrotic NASH. Vari-
ables with skewed distribution were In transformed. The study popu-
lation was randomly divided into derivation and validation sets. In
the derivation set, the statistically significant variables identified by
the univariate analysis (P < 0.05) were introduced in a multivariate
analysis (stepwise forward binary logistic regression) whose regres-
sion formula was used to develop the new blood test. The diagnostic
accuracy of the new test was then evaluated in the validation set.

2.4.2 | Sample size calculation

With o risk: 5%, B risk: 10%, fibrotic NASH prevalence: 25%,
expected AUROC for fibrotic NASH: 0.70 for the best blood fibrosis
test and 0.85 for the new test, AUROC correlation: 0.30 and bilat-
eral testing, the required sample size for the validation set was 264
patients. The whole study population (n = 846) was therefore 2:1
randomly divided so that the validation set included 282 patients.
Statistical analyses were performed using spss version 18.0 soft-
ware (IBM, Armonk, NY, USA) and sas 9.1 (SAS Institute Inc., Cary,
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NC, USA). All authors had access to the study data and reviewed

and approved the final manuscript.

3 | RESULTS

3.1 | Patient characteristics

The characteristics of the 846 patients included in the study are
detailed in Table 1. A total of 62.1% were female and mean age was
47.5 + 13.6 years. MetS was present in 67.7% of the patients and
diabetes in 27.2% of them. In Angers and Antwerp, mean liver
biopsy length was 24 + 12 mm, 91.0% of biopsies were >10 mm,
73.9% were >15 mm and 60.8% were >20 mm. NASH was diag-
nosed in 54.0% of patients, NAS>4 in 46.9% and F > 2 in 51.4%.
Finally, 23.3% had fibrotic NASH as defined by the presence of all
the three criteria: NASH, NAS>4 and F > 2.

3.2 | Inter-observer agreement on histopathological
evaluation of liver lesions

The liver biopsies of the 30 patients were all read by the expert
pathologist from each investigating centre, for a total of 90 observa-
tions. The distribution of the recorded scores is shown in Table S1.
Fleiss’ Kappa score was 0.77 for steatosis, 0.62 for lobular inflamma-
tion, 0.64 for ballooning, 0.58 for NASH, 0.81 for the fibrosis stage,
and 0.60 for fibrotic NASH. These results were similar to those
obtained in a previous inter-observer reproducibility study performed
between nine experts of the NASH-CRN (Table S2).

3.3 | Accuracy of blood fibrosis tests and CK18 for
the diagnosis of fibrotic NASH

As expected, blood fibrosis tests performed better in diagnosing
advanced fibrosis and cirrhosis (Table 2). In contrast, their accuracy
was poor for the diagnosis of NASH or NAS >4 with
AURQOCs < 0.65. For the diagnosis of fibrotic NASH, FIB4 had a
higher AUROC (0.732 4+ 0.021) than NFS (0.654 + 0.023,
P < 0.001) or BARD (0.566 + 0.023, P < 0.001). Two diagnostic cut-
offs are published for FIB4 (1.30 and 2.67) and for NFS (—1.455 and
0.676) in NAFLD.*® 2° Their low cut-offs provided only poor to
moderate sensitivity for fibrotic NASH: 49.0% of the patients with
fibrotic NASH were included in the lower interval of the FIB4
(<1.30) and 30.4% in the lower interval of the NFS (<—1.455; Fig-
ure S1A). In addition, their high cut-offs identified very few patients
with fibrotic NASH (FIB4: 10.8%, NFS: 18.0%; Figure S1A) and had
poor positive predictive value (FIB4: 55.3%, NFS: 38.0%; Figure S1B).
Taken together, these results suggest that BARD, FIB4, and NFS do
not perform optimally for the detection of fibrotic NASH in NAFLD
patients.

CK18 correlated significantly with steatosis, lobular inflammation,
ballooning and fibrosis with significant differences between most of
the adjacent grades/stages (Table S3). Furthermore, CK18 was signif-
icantly higher in patients with NASH compared to those without
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TABLE 1 Patient characteristics at inclusion

Angers (n = 309)

BOURSIER ET AL.

Age (y) 56.1 + 12.4

Male sex (%) 60.8

BMI (kg/m?) 325+ 60
Elevated waist circumference (%)° 95.8

Elevated blood pressure (%)° 79.5

Elevated glycemia (%)° 75.7

Elevated triglycerides (%)° 60.4

Reduced HDL cholesterol (%)° 68.4

Metabolic syndrome (%)8 83.1

Diabetes (%)" 534

Biopsy length (mm) 30 + 12

Steatosis (0/1/2/3, %) 5.8/46.3/29.1/18.8
Lobular inflammation (0/1/2/3, %) 17.2/69.9/12.9/0.0
Ballooning (0/1/2, %) 23.0/50.2/26.9
NAS 3.6 +15

NASH (%) 70.2

Fibrosis stage (0/1/2/3/4, %) 8.4/26.2/29.8/29.4/6.1
Fibrotic NASH (%) 421

AST (1U/1) 45 + 24

ALT (1U/1) 64 + 38

Gamma GT (IU/L) 118 + 141
Bilirubin (umol/L) 11+ 6
Prothrombin time (%) 98 + 12

Platelets (G/L) 224 + 67

CK18 (1U/L) 289 + 321

HbAlc (%) GICE=N*S

BMI, body mass index.

Antwerp (n = 270) Nice (n = 267) P?
449 + 123 40.3 + 10.7 <0.001
37.8 11.6 <0.001
400 £ 6.6 43.8 + 4.8 <0.001
100.0 100.0 <0.001
69.7 513 <0.001
19.3 44.4 <0.001
48.7 37.5 <0.001
57.8 36.1 <0.001
62.8 54.4 <0.001
3.3 211 <0.001
16 + 8 —i <0.001
0.0/44.1/31.5/24.4 6.4/36.3/26.2/31.1 <0.001
18.9/44.4/25.6/11.1 83.5/16.1/0.4/0.0 <0.001
17.8/44.1/38.1 82.4/16.9/0.7 <0.001
43 + 18 22+ 14 <0.001
72.6 16.5 <0.001
60.4/18.1/12.6/8.1/0.7 1.5/33.0/60.3/5.2/0.0 <0.001
15.9 9.0 <0.001
33+ 18 27 + 16 <0.001
48 + 28 35 + 28 <0.001
44 + 33 43 £+ 40 <0.001
10 + 4 8+4 <0.001
94 + 10 92 £ 9 <0.001
294 + 66 278 + 66 <0.001
264 + 243 260 + 172 0.082
5.7 £ 0.6 6.0 + 1.2 <0.001

By Kruskal-Wallis test; Pwaist circumference =94 cm in men or >80 cm in women; Ssystolic blood pressure >130 mm Hg or diastolic blood pressure
>85 mm Hg or antihypertensive drug; “glycemia >100 mg/dL or antidiabetic drug; °triglycerides >150 mg/dL or lipid-lowering drug; "HDL cholesterol
<40 mg/dL in men or <50 mg/dL in women or lipid-lowering drug; defined as >3 of the following parameters: elevated waist circumference, elevated
blood pressure, elevated glycemia, elevated triglycerides, low HDL cholesterol; "glycemia >126 mg/dL or antidiabetic drug; 'surgical samples; 'defined as

the presence of NASH and NAS >4 and fibrosis F > 2.

(respectively: 319 + 316 vs 217 + 142 1U/I, P < 0.001). Despite
this, CK18 showed low accuracy for the diagnosis of NASH, with an
AUROC at 0.595 + 0.019 (Table 2). Thereafter, CK18 was evaluated
as a function of NASH, NAS >4 and F > 2. In the NAS <4 and
NAS > 4 subgroups, CK18 levels did not differ significantly between
patients with or without NASH (Figure S2A). Interestingly, in the
four subgroups defined by NASH and NAS > 4, CK18 levels were
significantly higher in F > 2 patients compared to FO-1 patients (Fig-
ure S2B). Consequently, CK18 performed better in diagnosing fibro-
tic NASH (Table 2) and appeared to be a candidate biomarker for
this diagnostic target.

3.4 | New blood test for the non-invasive diagnosis
of fibrotic NASH

The 846 patients were 2:1 randomly divided into derivation and vali-
dation sets, between which patients characteristics were not

significantly different (Table S4). To facilitate a future automatic cal-
culation of the new test by laboratory systems, only biological
parameters were tested in the derivation set. Multivariate analysis
identified AST, HOMA and CK18 as independent predictors of fibro-
tic NASH (Table S5). A new blood test combining these three param-
eters was derived using the regression formula of the multivariate
analysis. This new test, called MACK-3 (hoMa, Ast, CK18), provides
a result ranging from O to 1. In the derivation set, the MACK-3
thresholds corresponding to 90% sensitivity and 95% specificity for
fibrotic NASH were, respectively, 0.134 and 0.550.

In the validation set, MACK-3 had a significantly higher AUROC
for the diagnosis of fibrotic NASH (0.847 + 0.030) than BARD, NFS
and FIB4 (P < 0.002, Table 3). 48.3% of the patients had MACK-
3 <0.134 (90% sensitivity threshold), 36.0% were in the intermedi-
ate grey zone (0.135-0.549) and 15.7% had MACK-3 > 0.550 (95%
specificity threshold). The prevalence of fibrotic NASH in these three
intervals was, respectively, 4.7%, 25.0% and 71.4% (P < 0.001,
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TABLE 2 AUROCs of blood fibrosis tests and CK18 for the diagnosis of NAFLD lesions

Diagnostic target BARD NFS FIB4 CK18

Mild fibrosis (F > 1) 0.626 + 0.022 0.721 + 0.020 0.653 + 0.021 0.607 + 0.022
Significant fibrosis (F > 2) 0.641 + 0.019 0.686 + 0.018 0.648 + 0.019 0.634 + 0.019
Advanced fibrosis (F > 3) 0.633 + 0.025 0.720 + 0.023 0.808 + 0.021 0.659 + 0.027
Cirrhosis (F4) 0.648 + 0.065 0.865 + 0.036 0.874 + 0.040 0.572 + 0.061
NASH 0.466 + 0.020 0.521 + 0.020 0.651 + 0.019 0.595 + 0.019
NAS >4 0.433 + 0.020 0.490 + 0.020 0.604 + 0.019 0.643 + 0.019
NASH and NAS >4 0.449 + 0.020 0.493 + 0.020 0.597 + 0.020 0.638 + 0.019
Fibrotic NASH? 0.566 + 0.023 0.654 + 0.023 0.732 + 0.021 0.715 + 0.022

NAS, NAFLD activity score.
?Defined as the presence of NASH and NAS >4 and F > 2.

TABLE 3 AUROCs of MACK-3 and blood fibrosis tests for the diagnosis of fibrotic NASH

Test All Derivation set Validation set P
BARD 0.566 + 0.023 0.584 + 0.028 0.528 + 0.042 0.267
NFS 0.654 + 0.023 0.671 + 0.027 0.618 + 0.040 0.272
FIB4 0.732 + 0.021 0.738 + 0.025 0.721 + 0.037 0.703
MACK-3 0.846 + 0.016 0.845 + 0.019 0.847 + 0.030 0.955
Comparison (P)
BARD vs NFS <0.001 0.003 0.015 —
BARD vs FIB4 <0.001 <0.001 <0.001 —
BARD vs MACK-3 <0.001 <0.001 <0.001 —
NFS vs FIB4 <0.001 0.007 <0.001 —
NFS vs MACK-3 <0.001 <0.001 <0.001 —
FIB4 vs MACK-3 <0.001 <0.001 0.002 —

Figure 1). MACK-3 < 0.134 provided 90.0% sensitivity for fibrotic
NASH, and MACK-3 > 0.550 had 94.2% specificity. Among the
patients in the highest interval (MACK-3 > 0.550), 85.7% had fibrotic
NASH or advanced F3-4 fibrosis (Figure 1). Using liver biopsy in the
grey zone between the 0.134 and 0.550 thresholds, MACK-3
showed an excellent diagnostic accuracy for fibrotic NASH with
93.3% well-classified patients (Table 4).

3.5 | Sensitivity analysis

The accuracy of MACK-3 for the diagnosis of fibrotic NASH was
different across the three centres (Table Sé), likely reflecting the
different populations they included. To evaluate whether there
was a centre effect or this was due to the different characteristics
of the three populations, we tested the influence of centre, age,
sex, BMI, MetS, oral antidiabetic treatment, insulin treatment,
biopsy length >20 mm, NAFLD/bariatric patients and derivation/
validation set. By multivariate analysis including all these parame-
ters, only MetS was independently associated with the rate of
well-classified patients by MACK-3 (Table S7). Diagnostic accuracy
of MACK-3 as a function of MetS presence/absence is presented
in Table Sé.

3.6 | Practical algorithm for clinical practice

NAFLD represents a very large population in which using MACK-3
to identify the subgroup of patients who need to be treated would
require extensive measurement of CK18 and HOMA-IR. To limit
unnecessary measurements of these biomarkers, we evaluated
whether simple parameters available in routine practice (age, sex,
BMI, MetS, AST, ALT, GGT) can be used in a first step to identify a
subgroup with no need for MACK-3 calculation because of a very
low prevalence of fibrotic NASH. In the derivation set, multivariate
analysis including the seven simple parameters identified AST and
MetS as independent predictors of fibrotic NASH. 25.1% of the
patients had neither MetS nor elevated AST >35 UI/L with very low
prevalence of fibrotic NASH in this subgroup (0.7%). This result was
confirmed in the validation set where the prevalence of fibrotic
NASH was 1.5% in patients having neither MetS nor AST >35 UI/L.
This very low prevalence was also consistent across the three cen-
tres: 0.0% in Angers, 1.3% in Antwerp and 1.0% in Nice (P = 0.876).

Therefore, we derived the MACK-3 algorithm where we propose
to use MACK-3 only in patients having MetS and/or AST >35 UI/L
(Figure 2). Accuracy of the MACK-3 algorithm was not significantly
different between the derivation and the validation sets (Table S8).
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FIGURE 1 Prevalence of NAFLD lesions as a function of the 3
intervals of MACK-3 results and derivation/validation sets

TABLE 4 Accuracy of MACK-3 for the diagnosis of fibrotic
NASH. MACK-3 was used with its 2 thresholds (<0.134: no fibrotic
NASH; >0.550: fibrotic NASH). Liver biopsy was performed in the
grey zone

All Derivation set Validation set P value
DA 93.5 93.6 93.3 0.881
Se 90.0 90.0 90.0 1.000
Spe 94.5 94.7 94.2 0.852
NPV 96.9 96.8 97.0 —
PPV 834 84.2 81.8 —
—LR 0.11 0.11 0.11 —
+LR 16.4 16.9 15.5 —
OR 155.1 160.0 146.3 —
LB 384 39.6 36.0 0.356

DA, overall diagnostic accuracy (ie, rate of well-classified patients, %); Se,
sensitivity (%); Spe, specificity (%); NPV, negative predictive value (%);
PPV, positive predictive value; —LR, negative likelihood ratio; +LR, posi-
tive likelihood ratio; OR, diagnostic odds ratio; LB, liver biopsy require-
ment (%).

In the whole population, the rates of patients included in the four
subgroups of the MACK-3 algorithm were, respectively, 25.6%,
26.1%, 34.4% and 13.9%. The prevalence of fibrotic NASH in the 4
subgroups of the MACK-3 algorithm was, respectively, 1.0%, 8.7%,
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33.5% and 69.1% (Figure 3). Among the patients included in the last
subgroup (MetS and/or AST >35 Ul/L with MACK-3 > 0.550),
82.7% had fibrotic NASH or advanced F3-4 fibrosis (Figure 3). Only
10.7% of the patients with fibrotic NASH and 15.3% of the patients
with advanced F3-4 fibrosis were missed by the MACK-3 algorithm,
which respectively represented 2.5% and 2.8% of the whole popula-
tion. Finally, the MACK-3 algorithm provided an excellent accuracy
for the diagnosis of fibrotic NASH with 93.2% well-classified
patients, 89.3% sensitivity, 94.4% specificity, 83.1% positive predic-
tive value and 96.6% negative predictive value (Table S8).

4 | DISCUSSION

NAFLD is closely linked to obesity and insulin resistance, and conse-
quently its treatment is primarily based on lifestyle modifications.*
Weight loss of >10% is associated with a 90% resolution in NASH
but less than 10% of patients are able to achieve and maintain that
objective.?! In this context, the development of new drugs to reduce
liver inflammation and stop fibrosis progression in NAFLD is receiv-
ing a great amount of attention.222¢ Fibrotic NASH is now used in
the stratification of NAFLD severity by the latest international
EASL-EASD-EASO Clinical Practice Guidelines.® Two recently
launched phase Il therapeutic trials use the presence of fibrotic
NASH as an inclusion criterion. As it is very difficult to correctly
identify this subset of patients within the very large population of
NAFLD patients, we performed a large multicentre study that
resulted in the development of MACK-3. This new blood test
showed a very good 0.846 + 0.016 AUROC for the diagnosis of
fibrotic NASH. We finally proposed the new three-step MACK-3
algorithm with an excellent 93.2% diagnostic accuracy. To facilitate
MACK-3 calculation for a patient in clinical practice or for an entire
dataset in a clinical study, we have developed an online calculator
available at the following weblink: http://forge.info.univ-angers.fr/
~gh/wstat/mack3-calculator.php

Because fibrosis is part of the definition of fibrotic NASH, we
first evaluated known blood fibrosis tests for this diagnostic target.
NFS and FIB4 showed only moderate diagnostic accuracy, with
respective AUROCs at 0.65 and 0.73. We also evaluated CK18 and
our results (AUROC: 0.60) confirmed the poor diagnostic accuracy of
CK18 for the diagnosis of NASH recently reported by Cusi et al’
Interestingly, however, CK18 was significantly correlated with each
of the individual liver lesions observed in NAFLD (Table S3) and was
highest in patients with fibrotic NASH (Figure S2B). Finally, rather
than a biomarker for the single diagnosis of NASH, CK18 was more
globally associated with the severity of NAFLD and showed promise
as a potential candidate for the non-invasive diagnosis of fibrotic
NASH.

To improve the non-invasive diagnosis of fibrotic NASH, we
identified relevant biomarkers by multivariate analysis in the deriva-
tion set and combined them in a new blood test. The new blood test
MACK-3 includes biomarkers associated with liver inflammation
(AST), insulin resistance (HOMA), and apoptosis (CK18). All these
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FIGURE 3 Prevalence of NAFLD lesions as a function of the 4
subgroups defined by the MACK-3 algorithm

conditions are closely linked with NAFLD severity, providing thus
pathophysiological relevance for this new diagnostic test. Inclusions
in phase Il therapeutic trials in the setting of NASH are currently
challenged by high rates of screening failure. Since the MACK-
3 > 0.550 threshold identifies a subset of NAFLD patients with a

high rate of fibrotic NASH, the use of this new test should consider-
ably reduce the rate of screening failure.

NAFLD now concerns 25% of the general population.® Conse-
quently, with the upcoming arrival of new treatments in the clinic,
many patients will need to be tested for the presence of fibrotic
NASH. With the aim of limiting extensive measurements of spe-
cialised biomarkers and therefore costs related to the use of MACK-
3 in clinical practice, we sought to identify simple parameters able to
exclude fibrotic NASH. Such approach has been previously devel-
oped for the non-invasive diagnosis of advanced fibrosis in chronic
liver diseases.?” In the derivation set, we found that the absence of
MetS combined with AST <35 UI/L defined a subgroup of patients
within which the prevalence of fibrotic NASH was only 0.7%. This
result was confirmed in the validation set and was consistent across
the three centres. Thus, in the MACK-3 algorithm, we propose to
perform MACK-3 calculation only for patients who have either MetS
or AST >35 UI/L, and to use liver biopsy in a third step if MACK-3
results fall in the grey zone. The MACK-3 algorithm provided excel-
lent accuracy for the diagnosis of fibrotic NASH: the rate of cor-
rectly classified patients was 93.2%, sensitivity was 89.3%, and
positive predictive value was 83.1%.

The populations included by the three centres in our study were
significantly different, due to different recruitment sources. That dif-
ference does however reflect the heterogeneity of NAFLD patients
in clinical practice. We decided to pool our three populations
because large multicentre samples are more suitable for the develop-
ment of diagnostic tests than single centre populations, the latter
being closely linked to intrinsic characteristics of the local popula-
tion, as well as centre procedures and expertise. Finally, we estimate
that pooling our three NAFLD populations was an advantage, allow-
ing us to cover a large spectrum of NAFLD patients and the wide
heterogeneity of the dysmetabolic disease. Our results are thus
probably more robust than they would have been if we had limited

our study population to a single centre.
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The reading of liver biopsies by local pathologists as the dif-
ferent assays used to measure insulinemia could have introduced
inter-centre variability in our work.*®?8 To test this, we performed
a multivariate analysis including the “center” variable and the
parameters that differed significantly between the three popula-
tions. The only parameter associated with the rate of correctly
classified patients by MACK-3 was the metabolic syndrome, with
no effect of the “center.” This suggested that the difference in
correctly classified patients we observed between the three inves-
tigating sites was linked to the different prevalence of the meta-
bolic syndrome and not to local expertise or procedures. The
reproducibility study between the three pathologists involved in
the study showed an inter-observer agreement that was very
close to what has been previously observed between nine expert
pathologists of the NASH-CRN.'® These results validate the exper-
tise of our pathologists and therefore the quality of the liver
biopsy examinations performed in our work. Nonetheless, we
acknowledge that further studies are required to independently
validate the diagnostic accuracy of MACK-3 in larger, “real-life”
NAFLD patient sets, and to evaluate inter-laboratory reproducibil-
ity.

Fibrotic NASH, defined by the presence of NASH +
NAS>4 + F > 2, has the limitation to exclude F3-4 patients without
NASH. Several accurate methods exist for the non-invasive evalua-
tion of liver fibrosis in NAFLD.?? In a recent large study where we
directly compared Fibroscan and eight blood fibrosis tests, FibroMe-
ter and Fibroscan showed the best accuracies for the non-invasive
diagnosis of advanced F3-4 fibrosis in NAFLD.” Further works will
have to evaluate whether the combination of MACK-3 with Fibro-
Meter¥ and/or Fibroscan improves the stratification of NAFLD
patients.

Despite it is well established that fibrosis stage is the main
predictor of NAFLD prognosis,*® it remains to demonstrate that
fibrotic NASH is predictive of patient outcome. Liver biopsy is an
imperfect reference for liver lesions because of sample bias and
suboptimal inter-observer reproducibility.3¥2 This is well illustrated
by our results: despite our three pathologists involved were all
senior experts specialised in hepatology, inter-observer repro-
ducibility for fibrotic NASH was modest with kappa index at 0.60.
Due to this lack of gold standard, it is not possible to assess the
true diagnostic accuracy of MACK-3. Longitudinal studies circum-
vent this limitation by evaluating the prognostic significance of
non-invasive tests.>® Such longitudinal works are now required to
validate if a blood test targeted for fibrotic NASH, like MACK-3,
accurately identifies the NAFLD patients who have impaired prog-
nosis and therefore require treatment with the upcoming new
drugs.

In conclusion, MACK-3 is a new blood test combining AST,
HOMA and CK18 for an accurate diagnosis of fibrotic NASH. This
test will improve the screening of patients for therapeutic trials in
NASH and, in the future, the identification of patients who will ben-
efit from treatment with the new drugs currently under evaluation.
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Improved understanding of the molecular mechanisms responsible for the progression from a “non-
pathogenic” steatotic state to Non-Alcoholic Steatohepatitis is an important clinical requirement. The
cell death-inducing DFF45 like effector (CIDE) family members (A, B and FSP27) requlate hepatic lipid
homeostasis by controlling lipid droplet growth and/or VLDL production. However, CIDE proteins,
particularly FSP27, have a dual role in that they also regulate cell death. We here report that the

hepatic expression of CIDEA and FSP27 (o/3) was similarly upregulated in a dietary mouse model of
obesity-mediated hepatic steatosis. In contrast, CIDEA expression decreased, but FSP27-3 expression
strongly increased in a dietary mouse model of steatohepatitis. The inverse expression pattern of CIDEA
and FSP27(3 was amplified with the increasing severity of the liver inflammation and injury. In obese
patients, the hepatic CIDEC2 (human homologue of mouse FSP27(3) expression strongly correlated

. with the NAFLD activity score and liver injury. The hepatic expression of CIDEA tended to increase
- with obesity, but decreased with NAFLD severity. In hepatic cell lines, the downregulation of FSP273

resulted in the fractionation of lipid droplets, whereas its overexpression decreased the expression
of the anti-apoptotic BCL2 marker. This, in turn, sensitized cells to apoptosis in response to TNF o
and saturated fatty acid. Considered together, our animal, human and in vitro studies indicate that
differential expression of FSP273/CIDEC2 and CIDEA is related to NAFLD progression and liver injury.

© Non Alcoholic Fatty Liver Diseases (NAFLD) is a major public health concern with global prevalence ranging
: from 22% to 28%'. NAFLD is increasingly recognized as the most common chronic liver disease'. The spectrum

of the hepatic diseases ranges from steatosis (fatty liver) to nonalcoholic steatohepatitis (NASH) (steatosis, inflam-
mation, liver injury) and subsequently to the activation of fibrogenic pathways, which correlates with a high risk
of developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Despite lifestyle changes and bariatric surgery for severe/

" morbid obesity, the treatment of NAFLD (NASH) is still limited because of the lack of effective pharmacological
: treatment as well as lack of effective and practical diagnostic tools. NAFLD is associated with obesity and met-

abolic syndrome and the presence of type 2 diabetes mellitus can increase the risk of liver diseases>’. Inversely,

© NAFLD is also a risk factor for many metabolic diseases, including type 2 diabetes® and cardiovascular disease’.

The mechanisms underlying the transition from steatosis to NASH are multifactorial and not fully elucidated.

The hepatocyte accumulation of triglycerides in lipid droplets is a protective mechanism that buffers free fatty

acids and prevents lipotoxicity’. However, this protective mechanism can be overwhelmed. To illustrate this, it has
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been reported that the inhibition of the triglyceride synthesis via the targeting of diacylglycerol acyltransferase
2 (DGAT2) improves hepatic steatosis but exacerbates liver damage and fibrosis in obese mice with NASH”. The
vulnerable fatty hepatocytes generate danger signals including the release of alarmins and damage-associated
molecular patterns as well as the enrichment of apoptotic bodies. This activation of sterile inflammation is
involved in the initiation of a vicious cycle, where inflammation enhances hepatocyte death and vice-versa.

The cell death-inducing DFF45 like effector (CIDE) protein family, including CIDEA, CIDEB and CIDEC/
fat-specific protein 27 (FSP27), are lipid droplet-associated proteins. Since these proteins regulate lipid droplet
synthesis and hepatic lipid homeostasis, they could be key players in the control of NAFLD progression®. The
CIDEA is a short-lived protein that is mainly controlled by the sterol regulatory element binding protein-1c
(SREBP-1c; master transcription factor regulated de novo lipogenesis) and shows increased expression in the
case of hepatic steatosis™'’. Its overexpression in mouse liver resulted in augmented hepatic lipid accumulation
and the formation of large lipid droplets. In contrast, the hepatic knockdown of CIDEA in obese mice resulted in
significantly reduced hepatic lipid accumulation and smaller lipid droplets'’. CIDEB is highly and constitutively
expressed in the liver and controls both insulin sensitivity and VLDL maturation'"!?. CIDEC, also known as
fat-specific protein 27 (FSP27) in mouse, is also highly expressed in fatty liver and knock-down of its expression
in fatty liver tissue ameliorated hepatic steatosis'*~'”. Its overexpression in hepatic cells enhanced the triglyceride
content of lipid droplets'”. The two FSP27c and §3 isoforms of mouse FSP27 (corresponding to human CIDEC1
and 2, respectively) are regulated by the peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR~)'*"'7 and
Cyclic-AMP-responsive-element-binding protein H (CREBH)'®!?. The CIDE protein family can also mediate cell
death depending on their expression levels and cellular localization?*-%3.

The relative expression levels of the three CIDE members over the transition period from simple steatosis
to NASH has not yet been investigated. Interestingly, it has recently been reported that the strong upregulation
of FSP27/CIDEC, with no change to CIDEA and CIDEB expression levels, contributes to alcohol-induced liver
damage'’. We therefore evaluated the expression level of the three CIDE members in NASH development and
liver injury in experimental mouse models and in a cohort of patients at various stages of NAFLD progression.

Results

Hepatic expression of CIDEA, FSP27c and (3 increased with obesity-induced hepatic steatosis.
We first evaluated the hepatic expression levels of CIDEA, CIDEB and FSP27a and 3 in dietary mouse models
of obesity and hepatic steatosis. After 33 weeks of high-fat diet (HFD), the wild-type C57BL/6 (Wt) mice devel-
oped obesity (Supplementary Fig. 1A), severe hepatic steatosis (Supplementary Fig. 1B,C) and hepatic injury as
assessed by ALT activity (Supplementary Fig. 1D). The hepatic expression levels of CIDEA and FSP27 cvand 3
were robustly increased upon 33 weeks of HFD at both the mRNA (Fig. 1A) and protein (CIDEA and FSP27)
(Fig. 1B) level. Hepatic expression of CIDEA, FSP27 o and (3 also correlated with hepatic steatosis and liver injury
(Fig. 2A,B). These occurred at the same extent as evaluated by the FSP27 o« /CIDEA and FSP27 [3/CIDEA ratios
which did not change with hepatic steatosis and did not correlate with liver injury (Figs 1C, 2C). The hepatic
expression of FSP27« and (3 were similarly increased in obese mice (Fig. 1C: relative expression of FSP2703 versus
FSP27q). Even though it is robustly expressed in the liver (data not shown), hepatic expression of CIDEB did not
change with obesity or hepatic steatosis (Fig. 1A). Steatosis and/or obesity were thus associated with the upregu-
lation of the hepatic expression of CIDEA, FSP27« and f3.

Differential expression of CIDEA and FSP27(3 is related to the severity of the MCDD-mediated
steatohepatitis. To subsequently investigate the behavior of the CIDECs in response to the progression
and the severity of the NAFLD, we monitored their hepatic expression in wild-type mice fed a diet deficient in
methionine and choline (MCDD) for 2 and 7 weeks. At 2 weeks, mice developed moderate hepatic steatosis with
mild hepatic inflammation and liver injury (Supplementary Fig. 2). The long-lasting MCDD challenge (7 weeks)
aggravated the liver complications with severe steatosis (from 50 4 8% at 2 w to 81 £3% at 7 w, p=0.0201),
inflammation (from 9 + 3 foci/10 fields at 2 w to 77 +=7% at 7 w, p=0.0024) and liver injury (ALT activity from
51+7U/Lat2wto282+42U/Lat7 w, p=0.0024) (Supplementary Fig. 2). Hepatic CIDEA decreased in concert
with the severity of the NAFLD at both the mRNA and the protein level (Fig. 3A, D). Its hepatic expression nega-
tively correlated with hepatic inflammation (number of inflammatory foci) and liver injury (ALT activity) after 7
weeks of MCDD (Fig. 4A). In contrast, the hepatic FSP2703 was robustly augmented as NAFLD severity increased,
from a 13-fold (£3) increase at 2 weeks to a 28-fold (4:2) increase after 7 weeks of MCDD (Fig. 3B, D). Hepatic
FSP273 also correlated with inflammation and liver injury after 7 weeks of MCDD (Fig. 4B). The increased
FSP27 expression was mainly caused by the upregulation of FSP2703 since FSP27c expression tended to decrease
(Fig. 3B). This inverse regulation pattern for CIDEA and FSP273 expression was better illustrated by the FSP273/
CIDEA ratio, with a 21-fold increase at 2 weeks versus a 48-fold increase at 7 weeks, p =0.017 (Fig. 3C). This ratio
also strongly correlated with hepatic inflammation and liver injury (Fig. 4C). The severity of the steatohepatitis
was thus associated with an opposite expression of CIDEA and FSP273.

Hepatic CIDEC2 correlated with the severity of the NAFLD in obese patients. To address the
human relevance of our findings, we examined the relationship between hepatic CIDEA, CIDEB, CIDECI and
CIDEC2 expression and the NAFLD progression from normal liver to steatosis and subsequent NASH in human
liver biopsies from morbidly obese patients seeking for bariatric surgery. Patients were classified into 3 groups:
without NAFLD, with hepatic steatosis (Steatosis) and with NASH (NASH) (assessed on the basis of three histo-
pathological features steatosis, lobular inflammation and hepatocellular ballooning; Table 1, Supplementary Fig. 3
and Supplementary Methods). Liver mRNA levels of CIDEC2 were progressively upregulated with hepatic steato-
sis and subsequent NASH (Fig. 5A). This expression correlated with NAFLD features including hepatic steatosis,
NASH and NAFLD activity score (NAS)(Fig. 5B). Hepatic CIDEC2 also correlated with hepatic injury as assessed
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Figure 1. Hepatic expression of CIDEA, FSP27a and FSP273 increased with hepatic steatosis induced by
HED challenge. Wild-type mice fed a control diet (Ctrl D) (n=7) or HFD (n=7) for 33 weeks. (A, C) Hepatic
expression of CIDEA, CIDEB, FSP27« and FSB273 was evaluated in Wt, Ctrl D and HFD mice at the mRNA
level (7 mice/group). The gene expression was normalized to the mRNA levels of B2M or 36B4. Results are
expressed relative to the expression level in controls (means 4= SEM) and statistically analyzed using the Mann-
Whitney test. (B) Hepatic expression of CIDEA, FSP27 and HSP90 was evaluated in Wt, Ctrl D and HFD mice
at the protein level (2-4 mice/group). *p < 0.05.

by ALT activity (Fig. 5C) and serum levels of keratin 18 (hepatocyte death marker) and caspase-generated keratin
18 fragment (hepatocyte apoptotic marker)*»** (Fig. 5C). As reported in the mouse model of steatohepatitis, the
upregulation of CIDEC is mainly related to CIDEC2 expression since CIDECI is not altered (data not shown). In
contrast, hepatic CIDEA tended to increase in obesity (lean versus obese patients without NAFLD) and then to
decrease in NAFLD (Fig. 5A). This relationship was significantly amplified when the CIDEC2/CIDEA ratio was
evaluated (with NAS: r,=0.861, p < 0.001, n=26)(Supplementary Fig. 3). Consistent with our animal results, the
CIDEB expression was not modified with obesity and NAFLD (Fig. 5A) in human studies.

Down regulation of FSP273 resulted in a decreased lipid droplet size in mouse hepatocytes.
Since FSP270 is localized on the surface of lipid droplets and is known to suppress lipolysis'®, we therefore investi-
gated if altered FSP270 expression could affect hepatocyte lipid droplet synthesis. The down-regulation of FSP273
in AML12 hepatocytes (Fig. 6A), the main isoform expressed in hepatocyte (Fig. 6A), modified the size distribu-
tion of the lipid droplets in response to oleic acid (Fig. 6B, C). The number of small lipid droplets increased, while
the number of large lipid droplets decreased. FSP273 expression could thus be involved in the development of
hepatic macro-steatosis.

Overexpression of FSP27(3 sensitized hepatocytes to cell death in response to TNFa and pal-
mitic acid and led to decreased BCL2 expression. FSP27, in addition to regulating lipid droplet devel-
opment, could also mediate apoptosis in an expression-dependent fashion*"*>?. Furthermore, our human and
experimental data strongly suggested that the expression level of FSP273 (mouse)/CIDEC2 (human) was associ-
ated with NAFLD progression and correlated with liver injury in NAFLD (Figs 2, 4 and 5). As TNFa was strongly
upregulated in NASH liver, strongly correlated with ALT activity (HFD mice: r,=0.666, p=0.007, n=15; 7
weeks MCDD mice: r,=0.879, p=0.002, n=9) and well reported to mediate hepatocyte death?’~*°, we first
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Figure 2. Hepatic CIDEA, FSP27c and FSP27(3 correlated with hepatic steatosis and liver injury in HFD-
induced obese mice. Correlation between hepatic expression of CIDEA (A), FSP27«, FSB27(3 (B), FSP27a/
CIDEA ratio or FSP273/CIDEA ratio (C) (fold) with hepatic steatosis (%) and ALT in Wt, Ctrl D and HFD mice
(7 mice/group, 33 weeks of challenges) were analyzed using the Pearson’s correlation test.

evaluated the effect of the FSP273 overexpression on the sensitivity to cell death under basal conditions and in
response to TNFa and TNFa with actinomycin D (Acti D). At baseline, the overexpression of FSP273 (Fig. 7A)
caused minor increased cell death as evaluated by flow cytometry (Fig. 7B). This slight effect could be explained
by the low percentage of transfected cells (20.48 & 2.84% of GFP™ cells; n =4). Interestingly, this cell death was
associated with a decrease in anti-apoptotic BCL2 expression (Fig. 7A). Furthermore, these effects were further
amplified in response to TNFa and TNFa with Acti D in HEPG2 cells overexpressing FSP27(3, versus control
HEPG2 hepatocytes (Fig. 7B). We then evaluated the effect of the FSP27(3 overexpression on HEPG2 viability in
response to saturated fatty acid (palmitic acid), key player in hepatocyte lipotoxicity. Again, the cell viability was
further decreased in response to palmitic acid in HEPG2 cells overexpressing FSP273, versus control HEPG2
hepatocytes (Fig. 7C). By regulating hepatic steatosis and liver injury, FSP273 thus plays a key role in the NAFLD
progression to more severe complications, i.e., NASH.

Discussion

Here we report differential hepatic expression of CIDEA and FSP273/CIDEC2 in response to increasing NAFLD
severity. Hepatic FSP273/CIDEC2 expression was not associated with obesity, but progressively increased with
hepatic steatosis and subsequent steatohepatitis in mouse and human studies, respectively. In contrast, hepatic
CIDEA increased with obesity but its hepatic expression tended to decrease with the severity of the steatohep-
atitis. The FSP273/CIDEC2 to CIDEA ratios better illustrated this opposing regulatory pattern and strongly
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Figure 3. Hepatic expression of FSP273 strongly increased with the severity of NAFLD whereas CIDEA
expression decreased. Wild-type mice fed a control diet (Ctrl D) (n=4) or MCDD (n=6) for 2 and 7 weeks.
(A, B, C) Hepatic expression of CIDEA, CIDEB, FSP27 and FSP273 was evaluated in Wt, Ctrl D and MCDD
mice at the mRNA level (4-6 mice/group). The gene expression was normalized to the mRNA levels of B2M or
36B4. Results are expressed relative to the expression level in controls (means £ SEM) and statistically analyzed
using the Mann-Whitney test. (D) Hepatic expression of CIDEA, FSP27 and HSP90 was evaluated in Wt, Ctrl
D and MCDD mice at the protein level (2-5 mice/group). *, versus Ctrl D, p < 0.05

correlated with hepatic inflammation (number of inflammatory foci in mouse studies, and NASH and NAS in
patients) and liver injury (ALT activity in mouse and human studies).

As previously demonstrated, the hepatic expression of CIDEA is increased in a mouse model of diet-induced
obesity and hepatic steatosis”'’. This upregulation could be more closely associated with obesity than hepatic
steatosis. Indeed, its hepatic expression tended to increase in obese patients without liver complications and
metabolic syndrome, compared to lean patients. It has also been reported that the hepatic expression of CIDEA
correlates with body mass index in obese patients®’. CIDEA polymorphism has also been associated with obe-
sity in human?>**, although this could be more closely related to its role in adipose tissue. The role of CIDEA in
hepatic triglyceride accumulation and lipid droplet formation has been clearly demonstrated and its targeting
(overexpression and down regulation) regulates hepatic steatosis in obese mice'’. In our cohort of obese patients
and in a mouse model of steatohepatitis, the hepatic expression of CIDEA decreased with the severity of liver
injury and steatohepatitis. However, it is important to emphasize that this is specific for CIDEA. Indeed, other
important elements in the regulation of lipid droplet synthesis, such as PLIN5 and PNPLA?2, are still upregulated
in the fatty liver tissue of MCDD mice (after 7 weeks of MCDD: 2.3-fold increase for PLIN5, p=0.0142; 3.13-fold
increase for PNPLA2) and strongly correlate with hepatic steatosis in obese patients (PLIN5: r,=0.698, p < 0.001,
n=30; PNPLA2, r,=0.767, p < 0.001, n=30). Since CIDEA expression is mainly dependent on SREBP1¢*! and
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Figure 4. Hepatic CIDEA and FSP273 negatively and positively correlated with steatohepatitis and liver injury
in MCDD mice, respectively. Correlation between hepatic expression of CIDEA (A), FSP27(3 (B) or FSP273/
CIDEA ratio (C) (fold) with hepatic steatosis (%) and ALT activity (U/L) in Wt, Ctrl D and MCDD mice (4-6
mice/group, 7-week challenge) were analyzed using the Pearson’s correlation test.

the down-regulation of SREBP-1c has been associated with the development of burned-out NASH?, the decrease
in CIDEA could reflect the severity of NAFLD (NASH with fibrosis).

Similarly, the progressive upregulation of FSP2703/CIDEC2 with the progression of NAFLD could be a marker
but also an important player. This gradual increase is more closely associated with FSP273/CIDEC2 than FSP27a/
CIDECI in mouse and human studies. Xu et al., who first described the 3 isoform of FSP27 in fatty liver, also
reported its upregulation in mouse models of diet-induced obesity and steatohepatitis and in human studies'®.
The “mild” upregulation of FSP27(3 could be related to hepatic steatosis as we and other groups have previously
reported (Fig. 1 and'*-""). Furthermore, we have observed that its down-regulation in hepatic cells promoted
the fractionation of lipid droplets in response to oleic acid. In accordance with this, it has been reported that the
down-regulation of FSP273 in steatotic liver tissue resulted in reduced accumulation of hepatic triglycerides and
lipid droplets'”.

The strong upregulation of FSP27(3/CIDEC2 could be more closely related to steatohepatitis and liver injury.
Hepatic expression of FSP273/CIDEC2 shows a strong correlation with liver injury as evaluated by ALT activity
(in mouse and human studies) and a serum marker of hepatocyte apoptosis (in humans). With the increasing
severity of the steatohepatitis, hepatic expression of FSP270 rises to a 28-fold (£2) increase in 7 weeks MCDD
mice, versus a 13-fold (43) increase in 2 weeks MCDD and HFD mice. We also observed that overexpression of
FSP270 sensitized hepatocytes to cell death mediated by cytokine (TNF) and saturated fatty acid (palmitic acid).
Several groups have reported that FSP27 is a potent apoptotic inducer via the activation of the pro-apoptotic
caspases, which trigger both the release of cytochrome ¢ from mitochondria and DNA fragmentation®’->*.
This apoptotic role for FSP27 was found to require the CIDE-C domain. In line with this, overexpression of
CIDE-C domain containing FSP27a also sensitized hepatocytes to cell death mediated by cytokine (TNFa)
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n 5 14 9

Age (years) 394+59 374424 45.8+3.6 0.186
Sex (F/M) 4/1 14/0 4/5 0.005
BMI (kg/m?) 434+0.7 441+1.4 433+£1.8 0.851
ALT (IU/L) 18.20+4.48 26.47£2.95 81.44+26.19"* <0.001
Insulin level (mIU/L) 7.00+1.10 15.46+3.21 28.67 +4.56™* 0.003
Glucose level (mmol/L) 4.88+0.14 5.4440.13" 6.70+£0.72" 0.014
HOMA-IR 1.524+0.24 3.77+0.80" 8.51+1.36" 0.001
HbAlc (%) 5.34+0.22 5.62+0.12 6.4040.38™* 0.028
Triglycerides (mmol/L) 1.05+0.15 1414017 3424107 0.007
HDL cholesterol (mmol/L) 1.53+0.18 1.52+0.10 1.07£0.37"* 0.006
NAFLD Activity Score (n) 0(5) 1(4)/2(4)/3(6) 5(9)

Grade of steatosis (n) 0(5) 1(4)/2(4)/3(6) 3(9)

Lobular inflammation (n) 0(5) 0(14) 1(9)

Hepatocellular ballooning (n) 0(5) 0(14) 1(9)

Table 1. Characteristics of 28 morbidly obese patients. Without NAFLD: patients with normal liver histology;
Steatosis: patients with steatosis; NASH: patients with severe steatosis and NASH. Data are expressed as

mean + SEM and compared using the non parametric Kruskal-Wallis test (column p) and Mann Whitney test
(*, #) for quantitative values and or Khi-deux test for qualitative values. *p < 0.05 compared with “Without
NAFLD”. *p < 0.05 compared with “Steatosis”.

(Supplementary Fig. 4), while FSP27« expression tended to decrease with the severity of the steatohepatitis.
Interestingly, the same domain of FSP27 also mediated its localization to lipid droplets and its interaction with
CIDEA?"*. The inverse patterns of regulation for the hepatic expression of CIDEA (down-regulated) and FSP273
(up-regulated) is robustly amplified with the NAFLD progression (FSP273/CIDEA ratio ranges from 1.6 £ 0.6 in
simple steatosis (HFD mice) to 21 £ 2 in steatohepatitis (2 weeks MCDD mice) and 48 + 7 with advanced steato-
hepatitis (7 weeks MCDD mice)). This opposing regulatory pattern could also modify the role of the C domain
of FSP270, which could be more involved in the alteration of lipid droplets or the initiation of the apoptotic pro-
gram, rather than binding with CIDEA.

Interestingly, the role of FSP27/CIDEC has recently been investigated in alcoholic steatohepatitis. Xu et al.
have reported that the elevation of FSP27 (both isoforms with FSP273 1000-fold higher than FSP27c) was likely
to induce steatosis and liver injury in mouse model of chronic plus binge ethanol feeding. In this mouse model,
the expression of CIDEA and CIDEB was not modified, hepatic FSP27 was strongly upregulated and the down
regulation of FSP27 in hepatocytes prevented liver injury combined with the mitochondrial production of ROS.
The authors also reported that hepatic expression of CIDEC mRNA increased more than 40-fold in samples from
patients with alcoholic hepatitis and correlated with severity of the disease'. The authors further reported that
the sustained FSP27 elevation in hepatocytes likely causes chronic liver injury and inflammation, and may subse-
quently induce fibrosis in a mouse model that combines chronic and acute-on chronic liver injury®.

Finally, we also report that the hepatic expression of CIDEB (at the mRNA level) is independent of obesity, as
previously reported®*%, and also independent of hepatic steatosis and steahepatitits in mouse and human studies.
While the level of gene expression was stable, CIDEB was the most highly expressed among the 3 members of the
CIDE family in hepatocytes (2000x more than CIDEA and 400x more than FSP27/CIDEC in mice and humans)
and could be an important player in the development of hepatic steatosis since it regulates the formation of
triacylglycerol-enriched VLDL particles®.

In this current study, we demonstrated that the hepatic expressions of the members of the CIDE family are
differentially regulated according to the development and the severity of NAFLD in mouse and human studies.
The gradual elevation of FSP273/CIDEC2 expression with the development of hepatic steatosis and subsequent
steatohepatitis reinforces our interest in this protein as a potential therapeutic target. It would need to be targeted
only when robustly upregulated, and in a hepatocyte-specific manner in order to maintain its beneficial role in
the storage of lipids in adipocytes®.

Material and Methods

Human samples. In this study, human samples (blood, liver biopsy) were from twenty-eight morbidly obese
patients and five lean subjects. All information relative to the patients are described in Supplementary Methods,
Table 1 and Ethics approval section.

Mice. Male mice were used in all experiments described in Supplementary Methods. All animal experiments
were approved by the CIEPAL and Use committee.

Real-time quantitative PCR analysis has been performed as previously described**** and described in the
Supplementary Methods.

Immunoblotting. Cells or frozen tissues were solubilized in lysis buffer (20 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl,
10mM EDTA, 150 mM NaF, 2 mM sodium orthovanadate, 10 mM pyrophosphate, proteases inhibitors cocktail,
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Figure 5. Hepatic CIDEC2 expression progressively increased with steatosis and NASH in obese patients. (A)
Liver CIDEA, CIDEB and CIDEC2 mRNA expression levels were analyzed by real-time quantitative PCR in
lean patients (n =5), in morbidly obese patients without NAFLD (n =5), with hepatic steatosis (n=14) and
with NASH (n=09). The gene expression values were normalized to RPLPO mRNA levels. Results are expressed
relative to the expression level in controls (means + SEM) and statistically analyzed using the Mann-Whitney
test. (B, C) Correlation between hepatic CIDEC2 expression (fold) with hepatic steatosis (%), ALT, NASH and
NAFLD activity score (NAS), serum markers of hepatocyte apoptosis (caspases-generated keratin 18 fragment)
and hepatocyte death (keratin 18) in 25-28 obese patients were analyzed using the Pearson’s correlation test.

and 1% Triton X-100) for 45 min at 4 °C. Lysates were cleared (14 000 rpm, 15 min). Proteins were quantified
(BCA Protein assay kit, 23225 Thermo Fisher Scientific Inc.), separated by SDS-PAGE and immunoblotted as
previously described*. The proteins were probed with anti-CIDEA (NBP1-76950, Novus Biologicals), anti-FSP27
(ab77115, ab198204 Abcam), and anti-HSP90 (#4877, Cell Signaling) antibodies at 1 ug/mL.
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Figure 6. Down regulation of FSP270 resulted in the fractionation of lipid droplets in AML12 hepatocytes.
AMLI12 hepatocytes after control (siCtrl) or FSP27 silencing (si FSP27) were stimulated with oleic acid (0.5 mM)
for 16 h (n=3). (A) FSP27a and FSP273 mRNA expression levels were analyzed by real-time quantitative PCR.
The gene expression was normalized to RPLPO mRNA levels. (B,C) Lipid droplets were stained by Oil-Red O
solution for 5min. (B) Representative pictures are shown. (C) Lipid droplet areas were quantified (in pixels
squared) and normalized according to the number of nuclei on the slides. Results are expressed relative to the
control (siCtrl) as means = SEM. Data were statistically analyzed using the Student’s t-test. *, versus siCtrl,
p<0.05.

Cellular models and treatments.  Down regulation of FSP27.  Down regulation of FSP27 was achieved
using ON-TARGET plus SMART pool technologies (L-040997, Mouse FSP27, NM_178373 or non-targeting
siRNA as a control, Darmacon, CO) and Lipofectamine RNAiMAX technologies (MSS236551, Mouse FSP27 Life
Technologies) in AML-12 hepatocytes (ATCC, CRL-2254). Following a 24-hour transfection, oleic acid (0.5mM)
was applied to cells for 16 hours. Cells were then rinsed twice with PBS and fixed with 4% formaldehyde solution.
Lipid droplets were stained by Oil-Red O solution for 5 min. Microscope slides were prepared (x60 magnification)
for lipid droplet quantification. The area of the lipid droplets was quantified (in pixels squared) and normalized
by the number of nuclei on the slides.

Overexpression of FSP273. HEPG2 cells (ATCC HB-8065) were transfected with pCMV-HA FSP2783 or
the empty plasmid (provided by Drs Xu Xu and Ann-Hwee Lee'®) using a Jet PEI-hepatocyte mix assay
(102-05NOzyme). After 48 h, cells were treated with TNFa (20 ng/ml), actinomycin D (0.1 ug/ml) with TNFa
(20 ng/ml) or palmitic acid (1 mM) for 16 h. Gene expression, cell viability and cell death were then evaluated as
indicated.

MTT assay. The assay is dependent on the ability of viable cells to metabolize a water-soluble tetrazolium
salt into a water-insoluble formazan product. Following the indicated treatments, cells were incubated for 2h
with 0.5mg/mL MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) in serum-free medium
(DMEM). After removing the supernatant, DMSO was added to completely dissolve the formazan product.
Aliquots of the resulting solutions were transferred to 96-well plates and the absorbance was recorded at 550 nm
using the microplate spectrophotometer system (ELX800, Bio-TEK instruments). Results are presented as a per-
centage of the control values.

Cell death. Flow cytometry was used to evaluate cell death following double staining with annexin-V-PE and
7-AAD according to the manufacturer’s instructions (Annexin V-PE apoptosis detection kit I, BD Biosciences,
Pont de claix, France).
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Figure 7. Overexpression of FSP27(3 enhanced cell death in response to TNFa and palmitic acid in HEPG2
hepatocytes. (A) HEPG2 cells were transfected with pCMV-HA and pCMV-HA-FSP278 as indicated. After
48h, the human BCL2, mouse FSP27 and human CIDEC mRNA expression levels were analyzed by real-time
quantitative PCR. The gene expression values were normalized to RPLPO mRNA levels (n=4). (B,C) After
overexpression of FSP273 with pCMV-HA-FSP270 transfection in HEPG2 cells, (B) cell death (flow cytometry)
(n=4) were evaluated in the basal state and in response to TNFa (20 ng/ml) and actinomycin D (0.1 pug/ml)
with TNFa (20 ng/ml) for 16 h and (C) cell viability (MTT assay)(n = 3), in response to palmitic acid (1 mM) for
16 h. Results relative to the control (p)CMV-HA) are expressed as means = SEM. Data were statistically analyzed
using the Student’s t-test. *, versus pCMV-HA p < 0.05.

Statistical analysis. Statistical significance between two human or mouse study groups was determined
using the nonparametric Mann-Whitney test. Data from cell lines were statistically analyzed using the Student
t-test. Pearson’s correlation test has been used for the correlative analysis. Significance has been considered for
P <0.05.

Ethics approval.  All subjects gave their informed written consent to participate in this study in accord-
ance with French legislation regarding Ethics and Human Research (Huriet-Serusclat law). The “Comité
Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Nice” approved the study (07/04:2003,
N°03.017). The guidelines of laboratory animal care were followed. The local CIEPAL committee (Comité
Institutionel d’Ethique Pour ’Animal de Laboratoire, national agrement n° 28) has approved the animal exper-
iments (NCE/2013-108, APAFIS#51 00-20 15121 1 10477413 v6). (Authorization of the C3M animal facility:
B06-088-20).
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Background & Aims: There is an urgent medical need to develop non-invasive tests for non-alcoholic steatohepatitis (NASH).
This study evaluates the diagnostic performance of an innovative model based on mid-infrared (MIR) spectroscopy for the
diagnosis of NASH.

Methods: Severely obese patients who underwent a bariatric procedure at the University Hospital of Nice, France (n = 395)
were prospectively recruited. The clinico-biological characteristics were measured prior to surgery. Liver biopsies were collected
during the surgical procedure and assessed by a pathologist. A training group (316 patients, NASH: 16.8%) and a validation group
(79 patients, NASH: 16.5%) were randomly defined. MIR spectra were acquired by fiber evanescent wave spectroscopy, using
chalcogenide glass fiber optic sensors and a spectrometer. This absorption spectroscopic technique delivers a spectrum that
identifies the molecular composition of a sample, defining a patient's metabolic fingerprint.

Results: The areas under the receiver operating curve (AUROC) for the diagnosis of NASH were 0.82 and 0.77 in the training
and validation groups, respectively. The best threshold was 0.15, which was associated with a sensitivity of 0.75 and 0.69,
and a specificity of 0.72 and 0.76. Negative predictive values of 0.94 and 0.93 and positive predictive values of 0.35 and 0.36,
as well as correctly classified patient rates of 72% and 75% were obtained in the training and validation groups, respectively. A
composite model using aspartate aminotransferase level, triglyceride level and waist circumference alongside the MIR spectra
led to an increase in AUROC (0.88 and 0.84 for the training and validations groups, respectively).

Conclusions: MIR spectroscopy provides good sensitivity and negative predictive values for NASH screening in patients with
severe obesity.

© 2019 The Author(s). Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

diagnosis of NASH remains a challenge, especially in routine prac-
tice.> Currently, no non-invasive test for the screening or the
diagnosis of NASH has emerged that has good diagnostic perfor-
mance.® Fibrosis has indeed been shown to be the main predictor
of liver-related and global mortality and NASH is well recognized
as the main driver of liver fibrosis.”*® The presence of NASH is
associated with the occurrence of type 2 diabetes (T2D) and car-
diovascular complications, which are the main causes of mortal-
ity in patients with NAFLD without cirrhosis.’"'° Thus, there is
an urgent medical need to develop non-invasive tests.® Indeed,

Introduction

The global epidemic of obesity is responsible for numerous
chronic complications including non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD).! Whereas NAFLD affects up to 25% of the world popula-
tion, non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is present in 1.5-6.45%
of the world population.? In severely obese individuals, the pre-
valence of NAFLD can reach 80-92%, with NASH occurring in
15-30% of patients.>** With such a high number of patients, the
development of non-invasive markers is needed to effectively

screen for liver injury.

Although several non-invasive blood or physical tests (such as
measurement of liver stiffness by elastography) have been devel-
oped for liver fibrosis over the past 15 years, the non-invasive
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non-invasive test; metabolic fingerprint.
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screening for the presence of NASH is of interest even in patients
with NAFLD and a low stage of fibrosis. To date, drug develop-
ment mainly targets patients with overt NASH and significant
fibrotic or cirrhotic NASH.” However, one can hypothesize that
early screening of NASH among patients with NAFLD could lead
to early lifestyle modification proposals and help in patient com-
pliance. Indeed, 10% weight loss is well known to improve patient
liver condition and decrease cardiometabolic risks.”"!!
Furthermore, screening for NASH among severely obese
patients could provide an indication for bariatric surgery (BS),
since BS has been demonstrated to be beneficial for the liver.'?'4
However, liver biopsy, the sole tool to confirm the diagnosis of
NASH, cannot be proposed to all at-risk patients. In the field of
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non-invasive tests, the main options are blood-based tests and
physical tests. An emerging technology with the potential to
meet these requirements is based on fiber evanescent wave spec-
troscopy (FEWS) performed in the mid-infrared (MIR) spectral
domain. Ideally, using such technology, screening for NASH
should be easily performed by the clinician, easily accepted by
the patient, reliable and cost-effective.

FEWS records a broad metabolic profile from a drop of serum
that is placed on a chalcogenide glass fiber optic sensor on
the basis of a MIR absorption spectrum.'® MIR spectroscopy is
based on the ability of organic molecular chemical bonds to
undergo vibrational transition in the MIR region and to generate
absorption bands in specific and thus assignable frequency
ranges. An evanescent wave is the part of the electromagnetic
field that propagates at the surface of a fiber when the infrared
(IR) beam is internally reflected at the fiber/air interface; this
evanescent wave is absorbed by the chemical groups that are in
close contact with the fiber. Thus, merely placing a biological
sample in contact with the fiber allows one to resolve an absorp-
tion spectrum at the fiber output. The spectrum reflects the
organic molecular composition of the whole sample, thus provid-
ing a metabolic fingerprint.'®

Many bio-spectroscopic studies have demonstrated the poten-
tial of MIR spectroscopy for medical diagnosis, generally using
tissue,!” yet more recently also using biofluids like serum, 8:*°
plasma,??! and tears.?” In hepatology, pilot studies have unveiled
the relevance of MIR spectroscopy for the diagnosis of liver or
bile duct cancer, or for the prognostic evaluation of decompen-
sated cirrhosis. >’

The aim of this study was to identify the relevance of FEWS
technology to identify obese patients with or without NASH
using a comparison approach between this novel technique and
liver biopsy-based NASH diagnosis.

Patients and methods

Patient inclusion

Three hundred and ninety-five consecutive severely and mor-
bidly obese patients referred for bariatric surgery to the Univer-
sity Hospital of Nice, were included in the study between
January 2006 and July 2012. These patients were indicated for
bariatric surgery in agreement with French guidelines and the
1991 NIH Consensus Conference guidelines for gastrointestinal
surgery for obesity.?®?° The study protocol was performed
according to French legislation regarding Ethics and Human
Research and was approved by the local Ethics Committee (Hur-
iet-Serusclat law, DGS 2003/0395). Written informed consent
was obtained from all patients. All patients were negative for
hepatitis B and C viral markers, for auto-antibodies indicative of
autoimmune hepatitis, and had negligible alcohol consumption
(<20 g/day in women and <30 g/day in men). Alcohol abuse was
also excluded by interviewing the patients’ relatives. Patients
with a history of inflammatory disease (including rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematous, and inflammatory bowel
disease), current infection, a recent history of cancer (<5 years),
and severe pulmonary or cardiac disease were not enrolled in
the study. Surgical liver biopsy was obtained during the operation
for all patients, as previously reported.>°

Preoperative assessment
The data included in this study are issued from a prospective
cohort of morbidly obese patients undergoing bariatric surgery
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at our tertiary bariatric referral center at a time when patients
had no preoperative diet restriction, or other preoperative treat-
ments (such as omega-3 fatty acids for example) that may have
interfered with the evolution of NAFLD. Clinico-biological preo-
perative assessment was performed 2 to 3 weeks before surgery
and included: a medical history and physical examination,
blood pressure analysis, anthropometric measurements (weight,
height, waist circumference), psychiatric and nutritional evalua-
tion, blood samples obtained after overnight fasting for determi-
nation of plasma levels of alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), gamma-glutamyltransferase
(GGT), glucose, insulin, C-peptide, glycosylated hemoglobin,
triglycerides, high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, and
low-density lipoprotein (LDL) cholesterol. ALT and AST levels
were determined using the Roche assay with pyridoxal phos-
phate on a Hitachi Modular according to the International
Federation of Clinical Chemistry and the Société Francaise de
Biologie Clinique recommendations. In our center, the upper
limit of normal ALT was 31 IU/L for women and 41 IU/L for
men. Glycosylated hemoglobin was determined with the Biorad
Dual kit Alc on a Variant 2 Biorad (Biorad, USA). All patients
also had a chest X-ray, electrocardiogram, abdominal ultrasound
and upper gastrointestinal endoscopy. Metabolic syndrome was
defined as the presence of at least 3 of the following parameters:
elevated waist circumference (294 cm in men or >80 cm in
women), elevated blood pressure (systolic blood pressure
>130 mmHg or diastolic blood pressure >85 mmHg or antihyper-
tensive drug), elevated blood glucose (2100 mg/dl or anti-
diabetic drug), elevated triglycerides (2150 mg/dl or lipid-
lowering drug), and low HDL cholesterol (<40 mg/dl in men or
<50 mg/dl in women or lipid-lowering drug).>! Notably, all
obese patients who were candidates for bariatric surgery had a
waist circumference above the defined threshold for metabolic
syndrome. Type 2 diabetes was defined by 2 elevated measure-
ments for fasting plasma glucose >7 mmol/L. Serum was collected
from each patient and immediately stored at -80°C.

Liver assessment

Hepatic wedges were obtained during bariatric surgery by
surgeons specialized in liver surgery and transplantation (Al and
JG). Hepatic wedges were at least 10 mm long. Surgical liver
biopsies were reviewed by 1 liver pathologist (SP), blinded
regarding the clinical or biological characteristics of the patients.
Routine haematoxylin-eosin-safran and Sirius red staining was
performed on all biopsies. Biopsies were graded according to
the NAFLD activity score (NAS)*® and the steatosis, activity and
fibrosis (SAF) score.>* The diagnosis of NASH was retained in
patients with steatosis grade >1 + lobular inflammation grade
>1 + ballooning grade >1 (according to the SAF score). Liver fibro-
sis was assessed by Sirius red staining and was classified into
7 stages according to the NASH Clinical Research Network
Scoring System Definition and Scores as follows: FO: no fibrosis,
Fla: mild zone 3 sinusoidal fibrosis, F1b: moderated zone 3
sinusoidal fibrosis, F1c: peri-portal sinusoidal fibrosis, F2: zone 3
sinusoidal fibrosis and peri-portal sinusoidal fibrosis, F3: bridging
fibrosis, F4: cirrhosis.*>>

Follow-up cohort

Ten patients with NASH at baseline, as determined by liver
biopsy, were contacted and had an additional liver biopsy to
follow changes in the liver pathology after bariatric surgery.
Clinico-biological data and serum were collected at the time of
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the follow-up liver biopsy. Diagnostic performance of the MIR
spectroscopy was also assessed.

Fiber evanescent wave spectroscopy

Acquisition of spectra

The MIR spectra were recorded using a DIAFIR SPID™ FT-IR spec-
trometer (Rennes - France). The FTIR absorption spectra were
acquired in the 4,000-600 cm™! frequency range. The nominal
spectral resolution was set to 4 cm™! and a zero-filling factor of
2 was employed, yielding a discrete spectral point spacing of
2 cm™'. A Blackman Harris 3-term apodization function was
used for Fourier transformation. For each spectrum, 64 scans
were co-added.

For spectral acquisition, a disposable FEWS infrared sensor
was placed in the spectrometer, the background signal was
recorded in air, and 7 ul of serum was deposited on the sensor.
The serum spectrum was acquired 8 min after deposition to
obtain an accurate signal and remove excess water that can
screen some infrared bands of interest.

All measures were made on thawed sera samples collected
before surgery.

Pre-treatments

MIR spectra were pre-processed and analyzed in the 3,800-950
cm™! frequency domain, where most of the biomolecules
are apparent. Several signal quality parameters (signal intensity,
signal to noise ratio, water vapor) were measured and validated,
and data homogeneity (outlier identification) was visually
checked. A straight line was generated from 2,800 to 1,800 cm™'
to eliminate the contribution of environmental CO,. Second deri-
vatives were calculated, smoothed using a 13-point Savitzky-
Golay smoothing algorithm, and vector normalized over the
whole spectral range.

Statistical analysis of spectra
The statistical analyses of spectra aimed to discriminate patients
without NASH from those with NASH.

Spectral analysis required the number of spectral variables
(i.e., wavenumbers) to be reduced from a few hundred to
approximately a dozen, to minimize the influence of noisy and/
or redundant variables. The population was randomly separated
into 2 groups: the training group (4/5 of the cohort, 316 patients)
and the validation group (1/5 of the cohort, 79 patients) and the
sets were compared to make sure that there were no significant
differences in clinical and histological features (Table 1). Wave-
number selection and optimization were performed with the
sole training group to limit the overlearning risk. The spectro-
metric curves (vector normalized second derivatives) were first
projected on a Spline basis to reduce the dimension of the data
and smooth the curves. Variable selection was then performed
on the Spline coefficients, with a stability selection procedure
based on repetition of random forest variable selection®> with
subsamples of the training set. For each run of the stability selec-
tion procedure a subsample containing 4/5 individuals from the
training set was selected and a random forest regression per-
formed. The most important variables, according to the decrease
in the Gini index (a multivariate measure of variable importance
of the random forest), were collected.>® These steps were
repeated 200 times, and the variables that were finally retained
were those with the highest probability of selection. Once the
optimized wavenumber set (20 variables) was defined, a mixture
of a logistic regression model was built using this set with the
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Table 1. Characteristics of the patients in the training and validation groups.

Patients in the Patients in the  p value
training group  validation group
(n=316) (n=179)
Age (years) 40 (31-48) 41 (34-48) 04
Weight (kg) 117 (107-131) 113 (104-128) 0.2
BMI (kg/m?) 44 (41-47) 43 (40-47) 03
AST (IU/L) 24 (20-30) 24 (21-35) 0.5
ALT (IU/L) 27 (19-41) 24 (19-36) 0.6
GGT (IU/L) 31 (20-50) 28 (19-49) 05
Blood glucose level 5.2 (4.8-6.1) 5.3 (4.9-5.8) 0.7
(mmol/L)
Insulin (mmol/L) 19 (13-27) 18 (11-23) 0.08
HbA1c (%) 5.6 (5.4-6) 5.6 (53-6.1) 04
Total cholesterol 5.3 (4.6-6.1) 5.4 (4.7-6) 09
(mmol/L)
HDL cholesterol (mmol/L) 1.3(1.2-1.6) 14 (1.2-1.7) 04
LDL cholesterol (mmol/L) 3.2 (2.6-3.8) 3.2(2.6-3.8) 0.8
Triglyceride (mmol/L) 1.5(1.1-2.2) 13(1-1.9) 0.1
Waist circumference (cm) 120 (120-128) 117 (116-125) 0.06
Type 2 diabetes presence 20 23 0.7
(%)
Metabolic Syndrome 50 42 0.2
presence (%)
Steatosis (%), SO-S1-S2-S3 6-40-26-28 8-37-29-26 09
Ballooning (%), BO-B1-B2 80.4-19.3-0.3 81-16.5-2.5 0.1
Inflammation (%), 10-11-12 83-16-1 82-18-0 0.8
No NASH/NASH (%) 83.2/16.8 83.5/16.5 1
Fibrosis (%), FO-F1-F2-F3 13.1-61.7- 16.7-62.8- 0.7
19.8-54 16.7-3.8

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass
index; GGT, gamma-glutamyltransferase; HbA1lc, glycated hemoglobin; HDL, high-
density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NASH, non-alcoholic steatohepatitis.
Quantitative values are displayed as median and interquartile range.

training population, and the performance was checked on the
validation population.

The best threshold was that which provided the best associa-
tion between sensitivity and specificity for the screening of NASH.
All the statistical analyses were performed with the R statistical
software. Algorithm performances of the MIR spectroscopy
model were estimated according to the area under the ROC
curve (AUROC), sensibility, specificity, negative predictive values
and positive predictive values at the best threshold.

Elaboration of a model using clinico-biological and spectral
data to diagnose NASH

Clinical and biological variables are given as the median and the
standard deviation. All variables were tested for a normal distri-
bution with the Shapiro-Wilk test. Comparisons were made
using the Student’s t test for normally distributed data or with
the Mann-Whitney U test. Nominal data were tested using the
Fisher’s exact test. A logistic regression analysis based on vari-
ables significantly associated with NASH was conducted using a
univariate analysis (p <0.05). Patients with missing clinical para-
meter data were not included in the multivariate model. The
clinico-biological data independently associated with NASH
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were used to calculate a clinical model. Moreover, these clinico-
biological data were used with the score obtained on the spectral
analysis to construct a new model to diagnose NASH (composite
model). Comparisons of the AUROCs were made using Delong’s
tests®” and bootstrap sampling.

All the statistical analyses were performed with the R statisti-
cal software.

Results

Characteristics of the patients

Three hundred and ninety-five patients were included. Sixty-six
of these patients had NASH (17%). The cohort was randomly
split into 2 groups to obtain a training group (4/5 of the overall
cohort, including 53 patients with NASH and 263 patients with-
out NASH) and a validation group (1/5 of the overall cohort,
including 13 patients with NASH and 66 patients without
NASH). As mentioned in the patients and method section, the
training and validation groups were similar for all clinico-
biological variables (Table 1). The patient characteristics of the
overall cohort are shown in Table 2.

As expected, AST, ALT, GGT, blood glucose, insulin, glycosy-
lated hemoglobin, triglyceride level, waist circumference and
the prevalence of metabolic syndrome were higher in patients
with NASH compared to patients without NASH. HDL cholesterol
levels were lower in patients with NASH compared to patients
without NASH. The grade of steatosis and stage of fibrosis were
higher in patients with NASH.

Table 2. Characteristics of the severely obese patients in the entire cohort.

Patients with  Patients without  p value

NASH (n = 66) NASH (n = 329)
Age (years) 43 (38-51) 39 (31-47) 4107
Weight (kg) 123(110-135) 114 (106-129) 0.02
BMI (kg/m?) 44 (42-48) 43 (41-47) 0.15
AST (IU/L) 5 (26-44) 23(19-29)  5.107°
ALT (IU/L) 43 (28-64) 24 (18-36) 2.10°8
GGT (IU/L) 4 (30-81) 28 (19-45) 8.108
Blood glucose level 5.7 (5-8) 5.2 (4.8-5.8) 310
(mmol/L)
Insulin (mmol/L) 23 (15-33) 18 (11-25) 6.10™
HbA1c (%) 6 (5.5-7.2) 5.6 (5.3-5.9) 2.10°°
Total cholesterol (mmol/L) 5.2 (45-6.1) 5.4 (4.7-6) 0.8
HDL cholesterol (mmol/L) 1.2 (1.1-1.5) 14 (1.2-1.6) 5.107
LDL cholesterol (mmol/L) 2.9 (24-3.7) 3.2(2.6-3.8) 0.04
Triglyceride (mmol/L) 1.7 (1.1-2.9) 14 (1.1-1.9) 9.10™
Waist circumference (cm) 127 (126-134) 118 (117-125) 1.10°¢
Type 2 diabetes presence 38 17 310
(%)
Steatosis (%), SO-S1-S2-S3 72 46 410
Ballooning (%), BO-B1-B2 0-8-32-60 7-46-26-21 41072
Inflammation (%), 10-11-12 0-95-5 97-3-0 10716
Steatosis (%), SO-S1-52-S3 0-97-3 99-1-0 10716
Fibrosis (%), FO-F1-F2-F3 15.4-52.3- 13.5-63.8- 51073

16.9-154 19.6-3.1

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass
index; GGT, gamma-glutamyltransferase; HbA1lc, glycated hemoglobin; HDL, high-
density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NASH, non-alcoholic steatohepatitis.
Quantitative values are displayed as median and interquartile range.
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Diagnostic performance of MIR spectroscopy for the diagnosis
of NASH in severely obese patients at the time of surgery
When comparing histological diagnosis of NASH to that obtained
by MIR spectroscopy, the AUROC for the diagnosis of NASH were
0.82 and 0.77 for the training and validation groups, respectively
(Fig. S1). The best threshold was 0.15, which was associated
with a sensitivity of 0.75 and 0.69, and a specificity of 0.72 and
0.76, negative predictive values of 0.94 and 0.93, positive predic-
tive values of 0.35 and 0.36. Finally, correctly classified patient
rates of 72% and 75% were obtained for the training and validation
groups, respectively (Table 3).

Association of the MIR spectroscopic score with the severity of
liver pathology

We next analyzed, in each group, the relationship between the
MIR technology-based score and individual histological lesions
defining NASH - steatosis, inflammation, ballooning - as well as
with the NAS and the fibrosis level (Fig. 1).

In the training group, despite large inter-individual variability,
the MIR spectroscopic score was significantly higher in patients
with steatosis S2 and S3 as compared to SO and S1 (Fig. 1A). The
MIR technology score was also significantly higher in patients
with either grade 1 or grade 2 inflammation compared to grade 0
(Fig. 1B), as well as in patients with grade 1 ballooning compared
to grade 0 (Fig. 1C). A significantly higher MIR technology score
was also found in patients with NAS >5 compared to patients
with 3< NAS <5, and with NAS <3; and in patients with 3< NAS <5
compared to patients with NAS <3 (Fig. 1D), as well as in patients
with fibrosis grade 3 compared to grades 2, 1 and O (Fig. 1E).

In the validation group, similar observations were made
except for fibrosis, probably because of the limit number of
patients in each stage (Fig 1F-]).

Diagnostic performance of spectroscopy for NASH after
surgery
The model was also applied to a group of 10 severely obese
patients treated with laparoscopic Roux-en-Y gastric-by-pass
who were followed for 5 (3-6.5) years after surgery. Clinico-
biological data and liver pathology at baseline, and at the time
of the liver biopsy, are shown in Table S1. Initially all patients
had NASH. At the time of the additional biopsy, only 1 patient
had persistent NASH. The AUROC of the model was 0.81. The
only patient with NASH was correctly classified. Among the 9
patients without NASH, 5 were correctly classified (Table S2).
The individual variations of spectroscopy results in these 10
patients are presented in Fig. 2.

Table 3. Diagnostic performance of MIR spectroscopy for the diagnosis of
NASH in severely obese patients at the time of the surgery.

Patients in the Patients in the

training group validation group

(n=316) (n=179)

AUROC 0.82 0.77
Sensitivity 0.75 0.69
Specificity 0.72 0.76
Negative predictive value 0.94 093
Positive predictive value 0.35 036
Correctly classified patients (%) 72 75

AUROC, area under the receiver operating curve; MIR, mid-infrared; NASH, non-
alcoholic steatohepatitis.
Pure spectral model, at the best threshold (0.15).
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Diagnostic performance of a composite model including
spectroscopic and clinico-biological data

To improve the diagnostic performance, a new composite model
was computed that also took clinico-biological data into account.
The multivariate analysis and the clinical variable selection for the
diagnosis of NASH were performed on the calibration set (see
Table S3 for details of the differences between patients with or
without NASH for the calibration set). Using a logistic regression
model, the AST, triglyceride level and waist circumference were
included, as they were the only independent parameters that
were significantly associated with NASH in the training group
(Table S4). The diagnostic values of a clinico-biological model that
only used these 3 parameters are presented in Table S5. A new
composite model was therefore computed to diagnose NASH. The
diagnostic performance is displayed in Table 4. The AUROC were
0.88 and 0.84 for the training and validation groups, respectively
(Fig. S2). The best threshold was 0.13, which was associated with
sensitivities of 0.80 and 0.67, specificities of 0.79 and 0.80, negative
predictive values of 0.95 and 0.93, positive predictive values of 0.43
and 0.38, as well as correctly classified patient rates of 79% and 78%
for the training and validation groups, respectively. Even if the
AUROC were slightly higher in this composite model (0.88 and
0.84), compared to the sole spectral model (0.82 and 0.77), there
was no statistical difference between them for the validation set
(p = 0.09) due to the small sample size. However, we noted that
there was a significant difference between the AUROC of these 2
models for the calibration set (p = 0.02). The bootstrap sampling
confirmed these results (Table S6).

Discussion

This clinical study using a newly developed technology demon-
strated that FEWS performed in the MIR spectral domain is an
encouraging method for the non-invasive diagnose of NASH in
obese patients. The diagnostic performance, with good sensitivity
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@) 0]
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§ o
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0.15— ‘*‘ .
o 8
0— oL 0
Baseline spectral Follow-up
score spectral

score

Fig. 2. Individual variations of spectroscopy results in the 10 severely obese
patients from the follow-up cohort. Circle in red: patients with NASH; circle in
black: patients without NASH; Blue dash line: threshold of the spectral model.
NASH, non-alcoholic steatohepatitis.
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Table 4. Diagnostic performance of a multivariate model for the diagnosis of
NASH in severely obese patients at the time of surgery.

Patients in the Patients in the

training group validation group

(n=297) (n=77)

AUROC 0.88 0.84
Sensitivity 0.8 0.67
Specificity 0.79 0.8
Negative predictive value 0.95 093
Positive predictive value 043 038
Correctly classified patients (%) 79 78

Mixed model associating spectral data with clinico-biological data for the diagnosis of
NASH at the best threshold (0.13). AUROC, area under the receiver operating curve;
NASH, non-alcoholic steatohepatitis.

and a very good negative predictive value, suggests that MIR tech-
nology could be used in routine care as a screening test for NASH.

Development of non-invasive tests for patients with NAFLD/
NASH remains a major challenge.®-*® Although numerous tests
have been proposed for non-invasive assessment of fibrosis, no
satisfactory test has yet been developed for the diagnosis and
screening of NASH. %38

In this context, FEWS performed with MIR provides several
benefits: it is minimally invasive, easy both to perform and to
interpret for the clinician, and provides a quick answer, almost
at the bedside. Easy and rapid screening for NASH with this sen-
sitive test offers several advantages, in the new area of persona-
lized medicine: i) it identifies patients at a low risk of NASH,
thus enabling clinicians to reassure these patients and propose
a lighter follow-up dedicated towards prevention and efforts to
control cardiovascular risk factors, which will also avoid non-
useful and potentially expensive complementary liver tests for
these patients; ii) it will enable clinicians to focus on more
aggressive care for patients diagnosed with NASH.

It might be anticipated that in the future, the MIR technology
should be associated with other non-invasive tests dedicated to
screening for the presence and/or severity of fibrosis in patients
diagnosed with “NASH”, since MIR technology displayed poor spe-
cificity and a low positive predictive value. For example, common
liver fibrosis tests such as FIB-4 or the NAFLD fibrosis score, or the
measurement of liver stiffness by elastography, could be performed
to identify patients at a high risk of fibrotic NASH.> The precise
potential contribution of the MIR spectroscopy model to the algo-
rithm for the diagnosis of NASH and NASH with fibrosis will have
to be determined in the future. The lack of a strong positive predic-
tive value is a critical issue in non-invasive test development for
fibrosis particularly for intermediate stages of fibrosis.>* We com-
bined clinico-biological variables to the spectral ones to improve
the MIR spectroscopy model. Although we did not succeed in sig-
nificantly improving the positive predictive value, we observed a
significant difference between the AUROC of these 2 models, for
the diagnosis of NASH, for the calibration set (0.88 vs. 0.82; p =
0.02). Moreover, the distribution of the AUROC values according
to the bootstrap sampling showed that the performance of the
composite model was higher and less variable.

The lack of positive predictive values probably originates from
the low prevalence of patients with NASH in our cohort (17%),
nevertheless concordant with other series studying severely
obese patients referred for bariatric surgery.*® This relatively
low prevalence is particularly challenging for a diagnostic test.
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This study is then the first to demonstrate the potential for
FEWS to be performed with MIR for the diagnosis of NASH in
severely obese patients. This is a monocentric study performed
on a large number of well-characterized patients. All patients
had a liver biopsy assessed by 1 pathologist (SP), which is the
reference examination to classify the severity of NAFLD. A robust
spectral method has been implemented to yield a model that
allows patients with and without NASH to be detected using
training and validation groups. Based on the current study, asses-
sing the relationships between the different hepatic lesions and
the MIR spectroscopic score, our data support the idea that
serum metabolic alterations associated with inflammation and
ballooning are critical in determining the score. This finding rein-
forces the potential interest of the test for the follow-up of
patients and is in line with data that we obtained from the
group of patients for whom the histological studies after post-
bariatric surgery evolved in parallel to the decreasing score.

We nevertheless have a number of challenges to address. The
relevance of this technology will have to be replicated and exter-
nally validated in several independent cohorts of severely obese
patients. Accordingly, a European multicentric prospective study
of severely obese patients is being developed to validate this
technology and will start recruitment in the near future (NCT
03978247). Of course, validation in populations of patients with
NAFLD outside bariatric surgery is required before transfer to
clinical practice. So, the tests have to be extended for the diagno-
sis of NASH in overweight and moderately obese patients who
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represent most of the patients seen by hepatologists. Its interest
in the sequential or parallel association with other non-invasive
tests for fibrosis or fibrotic NASH screening will have to be
defined. Finally, its potential interest for patients in diabetic
clinics and/or in the general population will have to be assessed.
Interestingly in our cohort, T2D status did not improve nor
change the accuracy of this new non-invasive tool, suggesting
that it could adequately screen for NASH in patients T2D.

In conclusion, MIR-FEWS offers new opportunities to non-
invasively assess the liver of severely obese patients, thereby pro-
viding a sensitive test to screen for NASH. Further multicentric stu-
dies are required to complete the clinical validation of this
technology and to confirm its potential as a non-invasive test to
detect NASH.
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