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Résumé

Le développement de méthodes non invasives d’éwatudes Iésions tissulaires hépatiques a
révolutionné la prise en charge des patients ayamtmaladie chronique du foie, au cours des
dix derniéres années. Les méthodes les plus esilis€les mieux validées sont |'élastométrie
et parmi les biomarqueurs sanguins, le FibroTesigiessivement, ces méthodes remplacent
la ponction biopsie du foie, longtemps considém@mroe I'examen de référence, mais dont
'usage est limité par les effets indésirables, degurs d'échantillonnage et la variabilité
d’interprétation inter-observateur. La stéatopatio@-alcoolique (NAFLD) caractérisée par
I'accumulation anormale de graisse dans les hégatchez des sujets ayant des désordres
métaboliques, est devenue la forme la plus fréguelet maladie hépatique. Le spectre
clinique de la NAFLD va de la stéatose simple atémtohépatite non-alcoolique (NASH), et
inclue différents stades de fibrose jusqu’a lahcse. Différentes études suggérent que la

NAFLD est associée a un risque accru de mortaitgyarticulier d’origine cardiovasculaire.

Les objectifs de cette thése étaient 1) de magidir certaines limites des méthodes
non invasives d’évaluation de la fibrose hépatiqgamme la reproductibilité ou les facteurs
responsables d’'une surestimation de la fibrose,d'8yaluer la valeur pronostique du
FibroTest et d’'un biomarqueur de stéatose, le &lest chez les patients ayant un diabete

et/ou une dyslipidémie.

Le travail réalisé a permis de montrer une valitébinterobservateur notable de
I'élastométrie entre deux opérateurs expérimemt&ss une population de patients ayant une
hépatite chronique virale C. La stéatose du fogtimgte par le SteatoTest et trois autres
marqueurs non invasifs, a été identifiece comme actetir indépendant associé a la
surestimation de la fibrose du foie par I'élastameéthez les sujets ayant un diabéte de type

2. Nous avons également mis en évidence une iédallu test de fibrose hépatique I'a-
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Aspartate-to-Platelets Ratio Index (APRI) et l'imopde I'activité nécrotico-inflammatoire sur
ce test dont la formule comprend 'aspartate transase exprimée en multiple de la normale,

chez des patients ayant une hépatite chroniquie ira

Chez des patients ayant une maladie métaboligiabé&id de type 2 et/ou d'une
dyslipidémie) étant donc a haut risque de NAFLDusi@vons pu démontrer la valeur
pronostique a 10 ans du FibroTest et du SteatoTestr prédire la mortalité globale
indépendamment des facteurs métaboliques. Le Fésto@tait également prédictif de la
mortalité d'origine hépatique et de lincidence desnplications cardiovasculaires et le
SteatoTest de la mortalité d'origine cardiovasceldies relations entre NAFLD et maladie
cardiovasculaire ainsi que la valeur pronostiquebdemarqueurs hépatiques ouvrent la
perspective de nouveaux scores "cardio-hépatiqpeslr améliorer la prévention des

évenements graves d’ordre cardio-métabolique oatlugye.
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Summary

The development of non-invasive methods for theluaten of liver injury has been a

revolution for patient's care in Hepatology in fheest 10 years. Historically, liver biopsy has
been used to stage liver fibrosis. However, thigho@d has been challenged by limited
feasibility, potential complications, sampling eremd interobserver variability. Several non-
invasive methods have been proposed to replacediopsy. Transient elastography based on
liver stiffness measurement and FibroTest are thstwidely used and best validated non-

invasive methods to assess liver fibrosis.

Subjects with metabolic disorders such as typeBeales or dyslipidemia, have a high
risk of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLDe most prevalent chronic liver disease
worldwide. NAFLD begins with simple steatosig. fat accumulation in hepatocytes, and
can progress to non-alcoholic steatohepatitis (NASMer fibrosis and/or cirrhosis, which
are associated with life-threatening complicatioBsidence was previously provided to
indicate that NAFLD is associated with an increasis#t of cardiovascular disease and

overall mortality.

The aims of this thesis were: 1) to evaluate th@nniimitations of non-invasive
methods to assess liver fibrosis, such as reprbditgior the impact of factors, which may
lead to an overestimation of hepatic fibrosis bgsth methods; 2) to evaluate the prognostic
value of liver biomarkers, such as FibroTest arehfeiTest, in patients with type-2 diabetes

and/or dyslipidemia.

In a first study, we demonstrated a marked integoler variability of transient
elastography between two experienced operatorsiianc hepatitis C. Hepatic steatosis,

estimated by SteatoTest and three other non-ineasnarkers, was identified as an
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independent factor associated with an overestimatd liver fibrosis by transient

elastography in patients with type-2 diabetes.

We could also show the variability of the Aspaettd-Platelets Ratio Index (APRI)
test, based on the expression of aspartate anmsédrase relative to the upper limit of
normal for aspartate aminotransferase and theofiskrerestimating fibrosis stage by this test

due to necro-inflammatory activity in chronic hepatC.

Finally, we reported that FibroTest and SteatbThad a 10-year prognostic value for
prediction of overall mortality independently of takolic factors in patients at high risk of
NAFLD. FibroTest was also predictive of liver-raddtdeath and incidence of cardiovascular
events. In addition, SteatoTest had a prognostievar cardiovascular-related death. The
prognostic value of liver biomarkers associatedhlhie relationship between NAFLD and
cardiovascular disease may pave the way for theldpment of a "cardio-liver" prognostic

index in patients with metabolic disorders.
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Objectifs de la these

D’un point de vue historique, la ponction biopdie foie est la premiére méthode qui
ait été utilisée pour évaluer les lésions tissaetahépatiques, en particulier le stade de fibrose
chez les sujets souffrant de maladie chroniqueodu Son usage est cependant limité par les
effets indésirables, les erreurs d'échantillonnagjela variabilité d’interprétation inter-
observateur. Au cours des dix derniéres annéegrida en charge des patients ayant une
maladie chronique du foie a été révolutionnée pamiéthodes non invasives d’évaluation de
la fibrose. Les principales méthodes actuellemapahibles font appel a I'imagerie, comme
I'élastométrie et aux biomarqueurs sanguins, pkesauels le FibroTest est le mieux validé et

le plus utilisé a travers le monde.

La stéatopathie non-alcoolique (NAFLD) est la ti@thn hépatique des désordres
d’ordre métabolique, caractérisée par 'accumutatie graisse dans les hépatocytes. C’est

devenu la forme la plus fréquente de maladie h@patét un enjeu majeur de santé publique.

L'objectif général de cette these était de défmiplace des marqueurs non invasifs
dans les maladies chronique du foie, en particldi®fAFLD. Pour atteindre cet objectif nous
avons realisé, dans un premier temps, des étudda sariabilité de I'élastométrie et d'un
biomarqueur sanguin, l'aspartate-to-platelets ratdex (APRI), dans I'hépatite chronique
virale C, maladie chronique du foie la mieux conrdieus avons ensuite évalué I'impact de la
stéatose sur I'estimation de la fibrose hépatigud'@gastométrie chez les patients diabétiques
de type 2. L'objectif final a été d'évaluer la vatepronostique du FibroTest et d'un
biomarqueur de stéatose, le SteatoTest, chez fien{saa haut risque d'une NAFLD, ayant un

diabéte de type 2 et/ou une dyslipidémie.
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Chapitre | - Stéatopathie non-alcoolique

|-1. Définitions

La stéatopathie non-alcoolique, en angtag-alcoholic fatty liver diseasgNAFLD)
est une affection caractérisée par I'accumulativorraale de graisse dans les hépatocytes
(Angulo 2002). L'accumulation de graisse dans mas5% des hepatocytes definit une
stéatose du foie significative. Lorsque celle-téiat plus de 66 % des hépatocytes la stéatose
est considérée comme sévere (Kleiner, Brunt 204l5; Bedossa, Poitou et al. 2012). Cette
maladie est intimement associée aux facteurs miéjabs, comme [|'obésité viscérale,
I'insulinorésistance, ainsi que la dyslipidémidestiabéte de type 2 (Marchesini, Brizi et al.

2001).

La NAFLD occupe un large spectre allant de lateggmsimple a la stéatohépatite non-
alcoolique, en anglaison-alcoholic steatohepatiti®NASH), et differents stades de fibrose
jusqu'a la cirrhose (Angulo 2002). La stéatose Erapt définie par la présence d'une stéatose
sans lésion cellulaire comme la ballonisation dégakocytes. La NASH est définie par la
présence d'une stéatose associée a des foyertigeearlammatoires a cellules mononuclées
ou a polynucléaires, une ballonisation des hép#tscgvec ou sans corps de Mallory et une
fibrose perisinusoidale (Harrison and Neuschwaran-2004). Le plus souvent, la stéatose
simple a un bon pronostique a long terme. Pourta@6% des patients peuvent progresser
de la stéatose simple a la NASH associée a lasin@patique (Day 2005). Environ 30% des
patients ayant une NASH développent une fibroseifsigtive et jusqu'a 15-20% peuvent

evoluer vers la cirrhose et ses complications (8ugsi, Leone et al. 2002).

I-2. Epidémiologie



Actuellement, la NAFLD est la maladie hépatiqueodue la plus fréquente au
monde (Browning, Szczepaniak et al. 2004). La peie reportée dans les études dépend
de la population étudiée et surtout de la méthadgnostique. La prévalence est entre 6 et
30% dans la population générale en fonction de éthade diagnostique utilisée (Vernon,
Baranova et al. 2011). La stéatose métabolique&septe 39 % des nouveaux cas de maladie
chronique du foie aux Etats-Unis (Weston, Leydemle2005). En France, 55 % des cas
d’augmentation des transaminases sont expliquéla paésence d’'une stéatose hépatique (de
Ledinghen, Ratziu et al. 2006). Cette prévalenoesante de la NAFLD dans la population

générale fait de cette maladie un véritable probldmsanté publique.

L'augmentation de prévalence de la NAFLD au calgs dernieres années a suivi
laugmentation de fréquence du syndrome meétabokgude ses facteurs de risque, comme
l'obésité, la dyslipidémie ou le diabéte du typd&@viron 90% des patients obéses morbides
ayant subi une chirurgie bariatriqgue ont une NARHDza, Riquelme et al. 2005). Il existe
une stéatose hépatique chez 69% a 87% des patiab&tiques du type 2, ce qui souligne la
forte association entre ces deux pathologies (L8iadles et al. 2009). La stéatose hépatique
affecte aussi jusqu'a 50% des patients ayant usigmigmie (Assy, Kaita et al. 2000). Il n'a
pas encore été clairement determiné malgré des neoisds études si c'était la stéatose qui
provoque la dysfonction métabolique ou si celleétit responsable de l'accumulation de
graisse dans les hépatocytes et donc de la NAFLdAYI@T 2008; Fabbrini, Sullivan et al.

2010).

I-3. Pathogénése
L'hypothése du rhulti-hit" (anciennement appeléedduble-hit) est actuellement
acceptée pour décrire la pathogenése de la stéatetabolique. L'insulinorésistance entraine

une augmentation des acides gras libres qui sosuitenincorporés dans les hépatocytes



conduisant a une stéatose hépatique qui reprékeffiest hit". En présence d'une stéatose
hépatique, I'activation d'une cascade inflammatas®ciée a une interaction complexe entre
les hépatocytes, le tissu adipeux, les celluledééw du foie et les cellules de Kupffer
(plusieurs 8econd hit§ entraine une progression vers la NASH et parséquent ses

complications (Day and James 1998; Jou, Choi 0418).

La raison pour laquelle certains patients passentfirst” aux 'multiple hits et
progressent ainsi de la stéatose simple a la NA8$1 pas bien connue. Cepandant, plusieurs
médiateurs inflammatoires participants au processusété décris. Les patients ayant une
NASH ont en plus grande quantité des facteursatestription pro-inflammatoires comme le
facteur nucléaire kappa betdR-kB) (Videla, Tapia et al. 2009). De plus, la présede
protéines pro-inflammatoires, comme le facteur élerose tumorale alpha (TNF-peuvent
étre impliqués dans la pathogénése de la stéatésbatique. L'adiponectine joue un role
important dans la régulation des acides gras eibanh la gluconéogenese hépatique
(Yamauchi, Kamon et al. 2002). La concentratiordig@anectine, inversement corrélé a la
quantité de tissus adipeux, est réduite chez lesnis obéses (Lafontan and Viguerie 2006).
Les taux bas d'adiponectine semblent étre assaai@e inflammation hépatique plus sévere
(Targher, Bertolini et al. 2006) tandis que [l'adistimtion d'adiponectine améliore
I'inflammation et la stéatose dans les modeles aminiXu, Wang et al. 2003). Les patients
obeses ayant une insulinorésistance ont des coatiens de TNFe plus élevés que les non-
obeses (Hotamisligil, Arner et al. 1995). Les conicgions de TNF- sont corrélés a la
séverité de l'inflammation et de la fibrose hépai¢Crespo, Cayon et al. 2001; Abiru, Migita
et al. 2006). D'autres facteurs comme le micrebiotestinal jouent un réle important dans le
développement d'une NASH. Malgré des habitudesealiaires similaires, les patients obéses
et ceux-qui ont une NASH ont des enterotypes qui $&nt spécifiques et différent de celui

des volontaires-sains (Zhu, Baker et al. 2013).



I-4. Diagnostic

Les patients ayant une NAFLD ont une discreteatién des enzymes hépatiques et
le diagnostic est basé sur l'identification d'uneuanulation excessive de graisse dans le foie

(>5% des hépatocytes) et I'exclusion d'autres sadsenaladie hépatique.

La plupart des patients sont asymptomatiques ¢ues symptdmes non spécifiques.
Cependant, en cas de progression vers le staderkdese des manifestations typiques de la
cirrhose comme les angiomes stellaires, une ciiounlaollatérale, un ictére ou une ascite
peuvent se voir. En cas de stéatose hépatiqudidgsostics d'hépatite virale, d'hépatite auto-
immune, de maladie de Wilson, d'hémochromatose ehaladie alcoolique du foie doivent
étre envisagés. L'hépatite chroniqgue C du génoBymst souvent associée a une stéatose
hépatique (Goossens and Negro 2013). Des autcmgrgipeuvent étre décrites chez 20% des
patients ayant une NAFLD et le plus souvent sagsifgtation particuliere (Vuppalanchi,
Gould et al. 2011). Des mutations du gene HFE ddiedre recherchés chez les patients
ayant une stéatose hépatique associée a une étedatia ferritinemie et de la saturation de
transferrine (Bacon, Adams et al. 2011). La consation excessive d'alcool a été définie de
facon differente en fonction des études (Liangpkmsand Chalasani 2012). Selon une
définition recent le seuil retenu est de 21 unéiésoliques (~30g/jour) par semaine pour les
hommes et 14 unités (~20g/jour) par semaine paurfdenmes au cours des 2 dernieres
années (Sanyal, Brunt et al. 2011). En générabhaommation d'alcool est auto-déclarée. En
cas de doute, l'information doit étre confirmée raapdes proches. Le diagnostic de la
NAFLD, doit s'appuyer sur une ponction biopsie hiép&, des méthodes d'imagerie ou des

biomarqueurs.

I-4-1. Ponction biopsie hépatique



La ponction biopsie hépatique (PBH) dans la NARMEYmet de mettre en évidence
une stéatose a prédominance macrovacuolaire, glessfoécrotico-inflammatoires a cellules
mononuclées ou a polynucléaires, une ballonisalies hépatocytes avec ou sans corps de

Mallory et une fibrose perisinusoidale (Lewis andHdnty 2010).

Initialement, le scor®lAFLD Activity ScordNAS), développé par IRASH Clinical
Research Networl été utilisé pour distingué la stéatose simpleadeéASH (Kleiner, Brunt
et al. 2005). Le score NAS comprend plusieurs fésibépatocytaires. La stéatose (0-3);
I'inflammation lobulaire (0-2); la ballonisation-g) et la fibrose (0-4) sont évalués de facon
semi quantitative. De plus d'autres caractérissiguistologiques sont enregistrées de facon
dichotomique (présence ou absence). Un score NASdéfinit la NASH, la fibrose étant

évaluée a part, depuis l'absence de fibrose (§)qusqu'au stade de cirrhose (score 4).

Plus récemment, le score SASGtdatosis Activity Fibrosisa été proposé pour une
évaluation plus simple et plus reproductible d&lfFLD. Le score SAF évalue les lésions
élémentaires hépatiques, la stéatose, l'activiténmmatoire (ballonisation et inflammation
lobullaire) et la fibrose, séparément de facon sgumaintitative (Bedossa, Poitou et al. 2012).
La présence d'une stéatose supérieure a 5% dewdypa caractérise la NAFLD X3). Les
patients ayant une NAFLD sans ballonisation ou awee ballonisation minime et sans
inflammation lobulaire (A<3) sont classés "stéategmple”. La présence d'une stéatose
hépatique (81) associée a une inflammation sévere3Asoit par une ballonisation ou une

inflammation lobulaire, définit la NASH.

La gravité des maladies du foie a été d'aborduéeapar PBH. Cette méthode est
géneralement considérée comme la référence powmluation des patients ayant une
suspicion de NAFLD. Cette méthode permet le diatinoe la maladie et la distinction entre

stéatose simple et NASH (Kleiner, Brunt et al. 20B&dossa, Poitou et al. 2012). De plus,



I'identification éventuelle d'une fibrose sévere dune cirrhose a par conséquence le
dépistage systématique des varices cesophagiennadu etarcinome hépatocellulaire
(Campbell and Reddy 2004). Cependant, la PBH a famabilité limitée, des effets
indésirables (McGill, Rakela et al. 1990). Elle lasibjet d’erreurs d'échantillonnage et d’'une
variabilité inter-observateur (Bedossa, Dargeral e2003; Colloredo, Guido et al. 2003). A
cause de ces limitations, plusieurs marqueurs neasifs ont été proposés pour remplacer la

biopsie hépatique.

I-4-2. Méthodes d'imagerie "classiques”

Les méthodes d'imagerie, I'échographie, le scamméomodensitométrie et I'imagerie
par résonance magnétique (IRM) ont été utilisé pleudiagnostic d'une NAFLD. En
échographie, le contraste de l'image hépato-réstlaitilisé pour définir la présence d'une
stéatose hépatique. En l'absence de stéatoserdechgme hépatique a une échostructure
similaire a celle du parenchyme rénal, mais celldevient " brillante " secondairement a
l'infiltration de graisse (Osawa and Mori 1996)uPLtidentification d'une stéatose, différentes
études ont conclu a une performance diagnostiqueptable de cette méthode (Mottin,
Moretto et al. 2004; Palmentieri, de Sio et al. 0Wu, You et al. 2012). Cependant,
I'échographie est peut précise pour le diagno&titedstéatose lorsque le conten en graisse du
foie est inférieure a 30% des hépatocytes. En pldehographie ne permet pas de faire la
distinction entre la stéatose simple et la NASHaf&d, Younossi et al. 2002). Le scanner a
également été utilisé pour évaluer la stéatoseoiy ivec une performance diagnostique
similaire a celle de I'échographie (Park, Kim et 2006; Lee, Park et al. 2007). L'IRM,
semble étre une méthode performante pour le disigraes stéatose hépatique. Cette méthode
évalue la présence de graisse dans le foie patu&ion des déplacements différentiels entre

la graisse et I'eau (Cassidy, Yokoo et al. 2009RM permet de détecter des niveaux



inférieurs de stéatose par rapport a I'échogragthéel scanner (Fishbein, Castro et al. 2005).
L'IRM couplée a la spectroscopie par protons perdeetnesurer le taux des triglycérides
intra-hépatique et ainsi de quantifier de facorigrerante la stéatose hépatique (Szczepaniak,
Nurenberg et al. 2005) Bien que I'lRM conventiote@u couplée a la spectroscopie par
protons puisses soit plus précise que I'échographie scanner pour détecter la stéatose, ces
méthodes ne sont disponibles que dans des cemgéesalssés. En outre, ces méthodes
d'imagerie ne sont pas performantes pour distinguec précision la stéatose simple de la

NASH.

[-4-3. Margueurs non-invasifs

Plusieurs panels de marqueurs non-invasifs ontlé&tés pour la quantification de la
stéatose et le diagnostic d'une NAFLD. En revanche,marqueurs ont été confrontés a des

méthodes différentes de référence pour la défmitio critere de jugement.

Le SteatoTest, un biomarqueur qui fait partie dardMax, calculé en utilisant 12
parametres, s'est montré performant pour le diagndsine NAFLD chez les patients ayant
une maladie chronique du foie (Poynard, RatziuleR@05) et chez les obeses morbides
(Poynard, Lassailly et al. 2012). La validation 8teatoTest a été réalisée en utilisant la
biopsie du foie comme référence. Le résultat duMase entre 0.00 et 1.00 et le SteatoTest >
0.69 définit la présence d'une stéatose seéveré/{>8% hepatocytes). Ce biomarqueur sera

discuté en détail dans le chapitre Il de cettsehé

Le Fatty Liver Index(FLI) est un biomarqueur qui prend en compte iGadle masse
corporelle (IMC), le tour de taille, les concenitvas sériques de tryglicerides et de gamma
glutamyl transférase (GGT) pour estimer la présetigre stéatose hépatique. Les résultats

varient de 0 a 100 et ce marqueur peut étre caparléa formule suivant:



FL| = (60.953*In(triglycerides, mg/dl)+0.139*IMC + 0.71846GT) + 0.053*In(tour de taille) - 15.7-,15X 100
1+ (é).953*ln(triglycerides, mg/dl)+0.139*IMC + 0.718¥6GT) + 0.053*In(tour de taille) - 15.7?5

L'échographie étant utilisée comme méthode déraéte, ce marqueur a été jugé
performant pour le diagnostic d'une NAFLD. Un scbBtd < 30 exclut et > 60 confirme la
présence d'une stéatose du foie avec une sersil#it87% et une spécificité de 86%
(Bedogni, Bellentani et al. 2006). Plus récemmentvaleur pronostique du FLI a été

également rapportée (Calori, Lattuada et al. 2011).

Le NAFLD Fat Liver Scoreutilise les paramétres métaboliques, les condiorsa
sériques d'insuline et de transaminases pour estemstéatose hépatique par la formule

suivante:

NAFLD Fat Liver Score= -2.89 + 1.18 * (syndrome métabolique - oui=1£@p+ 0.45 *
(diabéte du type 2 - oui=1/non=0) + 0.15 * (insali& jeun, mU/L) + 0.04 * (ASAT, U/L) -

0.94 * (ASAT/ALAT)

Ce biomarqueur a été validé dans une étude postan#70 patients en utilisant comme
réference I''lRM couplée a la spectroscopie paromstlLa performance pour le diagnostic
d'une NAFLD était caracterisée par ura@ea under the receiver operating characteristic
curve" (AUROC) de 0.87 et le seuil a - 0.640 permetaipdlire I'accumulation anormale de
graisse hépatique avec une sensibilité de 86%etpécificité de 71% (Kotronen, Peltonen

et al. 2009).

L'Hepatic Steatosis Indg¥SI) prend en compte I'lMC, les concentrationigses de

transaminases et la présence d'un diabete ponrezst stéatose hépatique par la formule:

HSI = 8 x ALAT/ASAT ratio + IMC + 2 (si diabéte) 2 (si femme)



Ce biomarqueur a une performance caracteriséengaAUROC de 0.81 (95% Intervalle de
Confiance 0.80-0.836)], un score HSI < 30 permedxdgure et un score > 36 de confirmer la

NAFLD avec une sensibilité de 93% (Lee, Kim et2a110).

Plus récemment, une nouvelle technique d'imageseciee a la mesure de I'élasticité
du foie a été déeveloppée: le Controlled Attenudathmeter (CAP). La mesure du CAP est
basée sur l'impact de I'accumulation de graissatlyge dans la propagation des signaux
d'échographie. Les résultats sont exprimés en eécar meétre (dB/m) et varie entre 100 et
400 dB/m (Sasso, Beaugrand et al. 2010). Ce nouveesiqueur s'est averé performant pour
le diagnostic d'une stéatose sévere (>32-66%) descAUROCs entre 0.76 a 0.95 (de
Ledinghen, Vergniol et al. 2012; Myers, Pollett &t 2012; Sasso, Miette et al. 2012;
Carvalhana, Leitao et al. 2013; Chon, Jung et@l32Kumar, Rastogi et al. 2013; Masaki,

Takaki et al. 2013). Le CAP sera discuté en détiilss la partie Il de cette these.



Chapitre Il - Le FibroScan (EchoSens, Paris, France

L'élastographie transitoire, évaluée par le FibeoS® (EchoSens, Paris, France), est
une méthode non-invasive de diagnostic de la féotospatique chez les patients ayant une
maladie hépatique chronique. L'examen est indoloapjde (moins de 5 minutes) et
facilement réalisé en consultation. Cette méthateperformante pour le diagnostic d'une
fiborose avancée ou d'une cirrhose et pour prédsecbmplications associees a la maladie
hépatique. Cependant ses limites sont I'appli¢épia reproductibilité et l'influence d'autres

facteurs que la fibrose sur I'élasticité du foie.

lI-1. Caractéristiques techniques

La sonde transmet des vibrations d'amplitude n&mdét a basse fréquence (50 Hz)
induisant des ondes de cisaillement élastique @prgpagent a travers le tissu hépatique. La
vitesse de propagation de ces ondes, mesurée paadhine, est directement corrélée a la
dureté du foie: plus rigide est le tissu, plusdapest la propagation des ondes de cisaillement

(de Ledinghen and Vergniol 2008).

L'examen est réalisé sur un patient a jeun deeméte, allongé en décubitus dorsal
avec le bras droit en abduction maximale. La soneleyuverte de gel, est placée de facon
perpendiculaire sur la peau dans un espace intatcas niveau du lobe droit du foie.
L'emplacement le plus frequent de la sonde est oalla ponction biopsie hépatique devrait
étre effectuée (a lintersection entre la lignehgipe et la ligne axillaire moyenne).
L'opérateur, assisté par une image échographiqtengrs-mouvement, localise une partie du
foie en dehors de grosses structures vasculairgseatl une mesure gfiot). Le logiciel
détermine la validité de chague mesure de l'élastidu foie. Quand une mesure est

considéréee comme invalide, elle est automatiquerdécdhbargée. Les valeurs d'élasticité du
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foie, exprimées en kilopascals (kPa), peuvent vatee2.5 a 75 kPa (Castera, Forns et al.

2008).

Actuellement, trois sondes sont disponibleéSmall' (S), "Mediar’ (M) et "Extra-
Large' (XL). La sonde S est utilisée pour la réalisatdmnl'élastographie transitoire chez les
patients pédiatriques et la sonde M chez les suietpoids normal. La sonde XL a été
développée pour mesurer I'élasticité hépatique ¢bezatients ayant un surpoids ou une
obésité, une population dans laquelle qui la sdvide une applicabilité relativement faible.
La mesure de |'élasticité du foie est mesuréegaoihde M dans le volume d'un cylindre d'un
centimétre de large par 4 cm de long et a 25mmisdante de la surface de la peau. La sonde
XL permet de mesurer I'élasticité dans le mémemelgue la sonde M (4 cm3). En revanche,
la mesure démarre plus profondément, a partir denB%le la surface de la peau jusqu'a 75
mm de profondeur dans le parenchyme hépatique.difsrences techniques spécifiques
entre les sondes M et XL comprennent leur fréquéB&epar rapport a 2.5 MHz), I'amplitude
de vibration (2 par rapport & 3 mm), le diametrdede extrémité (9 par rapport & 12 mm), et
la profondeur de mesure a partir de la surfaceageeau (25 - 65 contre 35-75 mm) (Figure

1).

sous-cutanée sous-cutanée

Fréquence 2.5 MHz
Diam. extrémité 12 mm
Mesure 35-75 mm

Fréquence 3.5 MHz
Diam. extrémité 9 mm
Mesure 25-65 mm

Figure 1. Les différences techniques entre les sondes M._ateX'élastographie transitoire
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[I-2. Limitations de I'élastographie transitoire

Les limites de cette méthode sont la proportidatikement élevée d'examens non
interprétables, la variabilité inter-obsevateufiefluence de plusieurs facteurs sur I'élasticité

du foie qui peuvent surestimer le stade de fibregmatique.

[I-2-1. Applicabilité

L'applicabilité de cette méthode est basée suallii@tion de 3 criteres: (i) le nombre
total de mesures valides; (ii) le rapport entrgdiivalle interquartile (hter-Quartil Rangeé -
IQR) et la valeur médiane de I'élasticité hépatiquéiii) le taux de réeussite (TdR), défini
comme nombre de mesures valides par rapport audesamesures réalisées. On considere
I'élastographie transitoire interpretable si toas critéres sont réunis: 10 mesures valides; le
rapport IQR/Médiane < 30% et le TAR>60% (Poynandiliz et al. 2008). Le résultat final du
test correspond a la médiane de toutes les mesatekes. L'examen est considéré non
applicable si les criteres décris ci-dessus ne gasirespectés (appelé non interprétable ou en
anglais unreliablé) ou s'il n'y a pas de mesure valide (appelé édueen anglaisfailure™)

apres 10 tentatives de mesurghts) (Castera, Goutte et al. 2012).

L'applicabilité est une des principales limitesl'd&astographie transitoire. Le taux de
non applicabilité est généralement aux alentourd0dé (16% des examens non interprétables
et 4% d'échec de mesures) avec la sonde M. Lemufaatnétaboliques, comme l'obésité et le
diabéte, sont les principaux facteurs associésanaapplicabilité de cette méthode (Foucher,
Castera et al. 2006; Castera, Foucher et al. 2Q))sonde XL a été développée pour
ameéliorer l'utilisation de ce marqueur non invasi€éz les patients ayant une NAFLD, souvent
associée a de nombreux facteurs métaboliqueseBtesttudes ont comparé la faisabilité des

mesures réalisées avec les sondes M et XL dares pepulation. La sonde XL a presque
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éliminé les échecs de mesure et a beaucoup am€Edppdicabilité de I'examen, méme chez
les obeses. L'élasticité mesurée par la sonde Kkigificativement inférieure par rapport a
celle de la sonde M, mais la performance est similgour le diagnostic de fibrose avancée
ou de cirrhose avec les deux sondes(de Ledinghengni6l et al. 2010; de Ledinghen, Wong

et al. 2012; Myers, Pomier-Layrargues et al. 20¥2ang, Vergniol et al. 2012).

Selon EchoSens, il n'est pas recommandé de né&isestographie transitoire chez les
femmes enceintes et les patients porteurs d'um@s. En outre, il n'est pas possible de
réaliser I'examen chez les patients qui ont unéteasan facteur qui peut limiter son

applicabilité chez les patients cirrhotiques.

[I-2-2. L'effet operateur

L'effet operateur a été initialement démontré dames étude de I'équipe qui a évalué la
concordance entre deux marqueurs non-invasifast@&jraphie transitoire et le FibroTest,
chez les patients atteints d'une maladie chrondjudoie (Poynard, Ingiliz et al. 2008).
L'opérateur non expérimenté avait un taux de nghcgbilité supérieur a celui d'opérateurs
expérimentés (36% versus 29%< 0.01). La concordance entre les deux marqudais €
également moins bonne lorsque l'elastographie itoames était réalisée par l'opérateur non
expérimenté que lorsque elle était réalisée pampdnateur expérimenté (AUROC 0.70 versus
0.80;p < 0.01). Cette conclusion a été confirmée dares étnde prospective au cours de
laquelle plus de 13,000 examens ont été évaldgetience de l'operateur était I'un des
facteurs indépendamment associés a la non appiti€abie I'élastographie transitoire

(Castera, Foucher et al. 2010).
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[I-2-3. Reproductibilité

Les premiéres publications ont rapporté une exwctdl reproductibilité intra et inter-
observateur de l'elastographie transitoire (FrdiguRigamonti et al. 2007; Boursier, Konate
et al. 2008). Cependant, d'autres publications p&eentes ont contradit ces résultats
(Neukam, Recio et al. 2010; Roca, Resino et al2p0des dérniéres études ont rapporté des
mesures de I'élasticité bien corrélées, mais enemwy, 20% de discordance d'au moins un
stade de fibrose entre des examens réalisés parogpeunateurs expérimentés. Il existe une
possibilité de variabilité intrinseque de I'exameui s'ajoute a d'autres facteurs confondants,
comme la position de la sonde ou la phase resp@gapendant l'acquisition des mesures
(Ingiliz, Chhay et al. 2009). La variabilité du Fiscan va étre discutée en détails dans le

chapitre IV de cette these.

[I-2-4. Facteurs associés aux tests "faux positifs"

L'augmentation de ['élasticité du foie non ass@la présence de fibrose peut
représenter une surestimation du stade de fibré&satigue et par conséquente un faux positif
de I'élastographie transitoire. En effet, tousféeseurs capables de changer la densité du foie
vont impactés dans [I'élastographie transitoire. pr&sence d'une activité nécrotico-
inflammatoire, d'une cholestase extra-hépatique tbie-cardiaque et l'ingestion d'aliments

sont les facteurs plus souvent associés a undisuasn de la fibrose du foie.

Plusieurs études ont démontré une corrélationtipesentre la concentration sérique
des transaminases et |'élasticité du foie chezpdgents ayant une hépatite chronique B
(Fung, Lai et al. 2010; Fung, Lai et al. 2011) o(Mspo, Barreiro et al. 2009). La cholestase
extra-hépatique et la congestion vasculaire autgnetiélasticité du foie indépendamment

de la fibrose. L'élasticité hépatique était bierr@ée a la concentration sérique de bilirubine
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totale chez les patients ayant une lithiase chaiédae. En outre, la mesure de I'élasticité du
foie diminuait significativement apres drainage @leges biliaires (Millonig, Reimann et al.
2008). En plus, un impact de linsuffisance candé&agiécompensée avec une congestion
vasculaire hépatique secondaire sur I'élastographigsitoire a été également démontré
(Lebray, Varnous et al. 2008; Colli, Pozzoni et24110). La prise d'aliments augmente aussi
I'élasticité du foie indépendamment du stade deodil Differentes études ont permis de
démonter un pic de I'élasticité hépatique entretl$5 minutes apres le repas avec retour au
niveau basal deux a trois heures plus tard (Melerat/ursthorn et al. 2009; Arena, Lupsor
Platon et al. 2013; Berzigotti, De Gottardi et2013). L'impact de la stéatose hépatique sur
les mesures d'élastographie transitoire est urt dejeontroverse qui sera discuté en détail

dans le chapitre IV de cette these.

lI-3. Performance diagnostique de I'élastographignsitoire

[I-3-1. Méthodologie dans I'evaluation de la penhance diagnostique

La performance diagnostique d'une méthode norsimeaest évaluée par I'estimation
de l'aire sous la courbe ROC, en anglais "arearutide receiver operating characteristic
curve" (AUROC), en utilisant la biopsie hépatiquemene réference. Cependant, il faut
prendre en compte la prévalence de la fibrose (@ppspectrum effect”) et le fait que la
biopsie du foie n'est pas dichotomique (oui versus) dans la méthodologie de I'évaluation

de la performance diagnostique d'un marqueur neasif(Lambert, Halfon et al. 2008).

L'ajustement des AUROCs par la mesure d'Obuschopstnd en compte le
"spectrum effect" et la classification ordinale deades de fibrose par la biopsie du foie
(Obuchowski 2006). Cette méthode est une versiolimaminale des coubes ROCs avec

plusieurs (N) catégories de la référence, par elemigns le cas de la biopsie du foie N=5
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catégories METAVIR (FO, F1, F2, F3 et F4). AinsAUROC ajusté par la mesure
d'Obuchowski, en anglais "weighted AUROC" (WAUROE€5t une moyenne pondérée de
N(N-1) / 2 des difféerents AUROCS correspondant el les comparaisons deux-par-deux

entre les N catégories.

Quelques études ont demontré I'importance dédation de la mesure d'Obuchowski
pour ajuster les AUROCSs au cours de la validatiom dharqueur non invasif. La définition
retenue de la fibrose avancée a un fort impact @apsrformance d'un marqueur non invasif.
Dans une étude de I'équipe, les AUROCSs pour laopaence du FibroTest ont varié de 0.67
a 0.98 en fonction de la définition de fibrose aémversus non avancée (Poynard, Halfon et
al. 2007). La valeur d’AUROC la plus faible (0.@7¢té observée lorsque que le stade F2 était
défini comme fibrose avancée et le stade F1 cononeamancée (F1 versus F2). En revanche,
la meilleure performance du test (AUROC de 0.9®tea observée lorsque les auteurs ont
compare les stades FO (défini comme fibrose nona@ae versus F4 (fibrose avanceée). La
conclusion de cette étude portant sur le Fibropest s'appliquer a n'importe quel marqueur

non invasif de fibrose hépatique.

Une autre étude de I'équipe a évaluée l'impadadeévalence de la fibrose sur la
performance diagnostique de I'élastrographie ttainsi(Poynard, de Ledinghen et al. 2011).
Dans cette étude les auteurs ont évalué la perfarende cette méthode dans une population
de patients inféctés par le virus de I'hépatiteVEIE) et des volontaires sains. L'AUROC
pour le diagnostic d'une fibrose avancée, définee p2F3F4 de METAVIR, était
significativement plus faible chez les patientst@ars du VHC que dans l'analyse de
I'ensemble de la cohorte incluant les patients atlontaires sains (0.761 versus 0.830,
p<0.001). Dans ce dernier cas, la proportion detsigans fibrose (F0) était augmenté par les

volontaires sains, ce qui a changé la prévalencdadfibrose. Les wAUROCs étaient
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similaires dans ces deux populations différente88® pour les patients VHC versus 0.894
pour la population de patients atteints du VHC pkss volontaires sains). Cela montre la
puissance de la mesure d'Obuchowski pour surmdaterais du "spectrum effect” dans

I'analyse d'un test diagnostic.

En conclusion, il est obligatoire d'ajuster les R@QICs pour la prévalence de la
fibrose, souvent en utilisant la mesure d'Obuchawslour évaluer la performance

diagnostique d'un marqueur non-invasif de fibraSeatique.

[I-3-2. Au cours des maladies chroniques du fobas stéatopathie non-

alcoolique

La valeur diagnostique de I'élastographie tramsitet ses seuils pour I'estimation de la
fibrose ont été établis en utilisant la biopsiedigmue comme référence. Cependant, dans la
plupart des études, la performance de ce marqueété svaluée sans l'ajustement des
AUROCs pour la mesure d'Obuschowski. Par conségleeperformance diagnostique de la
méthode a été influencée par la prévalence détasie dans chaque étude et le fait que la
biopsie du foie n'est pas dichotomique (Lambertfdriaet al. 2008). Différents seuils ont été

décris par les auteurs en fonction de la maladmatigue (Figure 2).
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VHC 7.1 87 9.5 12.5 14.5 kPa

VHC gréffé hépatique
72 1.9 145 kPa

VHC-VIH
6.3 79 85 1.9 14.5 kPa

VHB 72 8.l 105 110 182 kPa

Stéatose métabolique

5.8 7.0 8.7 103 kPa

Maladies cholestatiques
7.1 1.1 147 156 17.3 kPa

Figure 2. Les seuils proposés pour l'estimation de la fibrbépatique par élastographie

transitoire.

En général, la mesure de I'élasticité du foidasement corrélée aux stades de fibrose
estimés par la classification de METAVIR (1994) & Hiopsie hépatique. Les AUROCs
varient entre 0.79 et 0.92 pour le diagnostic dfilm®se significative (METAVIR B2) et
entre 0.89 et 0.98 pour le diagnostic d'une cieh@¥IETAVIR F=4), en fonction de

I'étiologie de la maladie hépatique (Tableau 1)
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Tableau 1. La performance diagnostique de I'élastographiesiia@ire pour le diagnostic

d'une fibrose significative et d'une cirrhose chexz patients ayant une maladie hépatique

chronique.
Auteurs n Maladie hépatique Fib{g;g)s’;%ngggtive (ani)rrngqeoc

(Ziol, Handra-Luca et al. 2005) 251 VHC 0.79 0.97
(Castera, Vergniol et al. 2005) 183 VHC 0.83 0.95
(de Ledinghen, Douvin et al. 2006) 72 VHC-VIH - 0.97
(Vergara, Macias et al. 2007) 169 VHC-VIH 0.83 0.94
(Carrion, Navasa et al. 2006) 124 VHC greffé hépatique 0.90 0.98
(Rigamonti, Donato et al. 2008) 90 VHC greffé hépatique 0.78 0.90
(Marcellin, Ziol et al. 2009) 173 VHB 0.81 0.93
(Fung, Lai et al. 2010) 129 VHB 0.87 0.89
(Miailhes, Pradat et al. 2011) 57 VHB-VIH 0.85 0.96
(Myers, Elkashab et al. 2010) 251 Hépatites virales 0.74 0.94
(Corpechot, EI Naggar et al. 2006) 95 Ch'(\)’:gggit?qsues 0.92 0.96
(Gomez-Dominguez, Mendoza et al. 201 94 CBP 0.89 0.94
(Corpechot, Carrat et al. 2012) 103 CBP 0.91 0.99
(Foucher, Chanteloup et al. 2006) 354 Toutes les maladies 0.80 0.96
(Gomez-Dominguez, Mendoza et al. 200 94  Toutes les maladies 0.74 0.94
(Fraquelli, Rigamonti et al. 2007) 200 Toutes les maladies 0.86 0.90
(Wong, Wong et al. 2008) 133 Toutes les maladies - 0.89

AUROC, area under de receiver operator curve; CBiRrhose biliaire primitive; VIH, virus de
l'immunodéficience humaine; VHB, virus de I'hémaft; VHC, virus de I'hépatite C.

Différentes méta-analyses ont validé la perforreadtagnostique d'elastographie
transitoire (Tableau 2). Dans deux méta-analysalsé&s par notre équipe (Poynard, de
Ledinghen et al. 2011; Poynard, Ngo et al. 201&jtecperformance a été évaluée par des

AUROCs ajustés par la méthode d'Obuchoswki (WAURO@)i prend en compte la
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prévalence de la fibrose et le fait que le résul&ata biopsie hépatique est une variable non-

dichotomique ordinale.

Tableau 2.La performance diagnostique de I'élastographiesiiaire évaluée par des méta-

analyses
Auteur Maladie Etudes Ntotal wWAUROC F>2 AUROC F=4 AUROC
0.83 0.95
(Shaheen, Wan et al. 2007) VHC 4 546 (0.03-1.00)  (0.87-0.99)
0.89
(Poynard, Ngo et al. 2011) VHB 5 618 (0.83-0.96) - -
. 0.88
(Poynard, de Ledinghen et al. 201 VHC 3 1289 (0.87-0.89) - -

0.85 0.93
(Bota, Herkner et al. 2013) Toutes 13 1163 (0.82-0.88)  (0.91-0.95)

AUROC, area under de receiver operator curve; Wilis de I'hnépatite B; VHC, virus de I'hnépatite C.

[1-3-3. Au cours de la stéatose stéatopathie nioodaique

Plusieurs études ont évalué I'élastographie t@rsipour I'estimation de la fibrose
hépatique chez les patients ayant une NAFLD ensait la biopsie hépatique comme
référence. Comme observé pour les autres maladiesiques hépatiques, cette méthode a
été trés performante pour le diagnostic d'une $ibrsignificative (F2), avec des AUROCs
entre 0.79 et 0.99 et pour le diagnostic d'undnoge (F=4) avec des AUROCs de 0.94 a 0.99
(Table 3). Cependant, comme pour la validation @aemiethode dans d'autres maladies
hépatiques chroniques, les auteurs n'ont pas primmpte le Spectrum effett En plus, les
études ont été porté sur des populations hétéregetn@habituelles (comme des asiatiques
sans obésité), tres peu des patients cirrhotignesté inclus, I'élastographie transitoire a été
comparée a la biopsie hépatique en utilisant dassifications histologiques différentes

(Kleiner, Brunt et al. 2005) et (Brunt, Janneyletl899) et plusieurs seuils ont été proposés.
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Tableau 3. La performance diagnostique de I'élastographiesii@ire pour le diagnostic

d'une fibrose significative ou d'une cirrhose cleszpatients ayant une NAFLD confirmé par

biopsie hépatique.

Etude
(Yoneda, Mawatari et al. 2008) 97
(Nobili, Vizzutti et al. 2008) 50
(Wong, Vergniol et al. 2010) 246
(Lupsor, Badea et al. 2010) 65
(Petta, Di Marco et al. 2011) 146
(Gaia, Carenzi et al. 2011) 72
(Myers, Pomier-Layrargues et al. 201 75
(Wong, Vergniol et al. 2012) 129

Classification
Histologique

Brunt
Brunt
Kleiner
Brunt
Kleiner
Brunt
Kleiner

Kleiner

Fibrose significative Cirrhose
(F>4)

(Slgg; AUROC i‘;ﬂ; AUROC
6.6 0.86 17.5 0.99
7.4 0.99 - -
7.0 0.84 10.3 0.95
6.8 0.79 - -
7.2 0.79 - -
7.0 0.80 10.5 0.94
7.8 0.86 22.3 0.88
7.0 0.83 10.3 0.89

Les effectifs (n) répresent les patients avec @maphie transitoire interpretable. AURO&ea
under the receiver operator curMePa; KiloPascals (Adapté de Castera 2013 - Naaviews)

La performance diagnostique des sondes M et Xit gitailaire dans les études qui

ont comparé les deux sondes (Myers, Pomier-Layesrg al. 2012; Wong, Vergniol et al.

2012). Cependant, la sonde XL était plus performaains "l'analyse d'intention de traiter" a

cause du taux plus élevé de non applicabilité d@exonde M chez les patients ayant une

maladie métabolique. Comme la mesure de I'élastéatiit inférieure avec la sonde XL par

comparaison avec la sonde M, des seuils différgmis les deux sondes ont été proposeés: 6.2

kPa (XL) et 7.0 kPa (M) pour un stade de fibrose Z 7.9kPa (XL) et 10.3 kPa (M) pour le

diagnostic d'une cirrhose (F=4) (Wong, Vergnichle2012).

lI-4. La valeur pronostique de I'élastographie traitoire

L'évaluation du stade de fibrose hépatique estntieie dans une prise en charge

optimale des patients ayant une maladie chronigu®id. L'hypertension portale, I'ascite ou
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le carcinome hépatocellulaire sont des complicatid@ la cirrhose qui peuvent en entrainer

une réduction de la survie globale (2010; 2012).

La mesure de l'élasticité du foie a été validéarpa prédiction des complications
hépatiques et de la mortalité globale et d'oridgigpatique. Plusieurs études ont rapporté la
valeur pronostique de I'élastographie hépatique poedire la décompensation de la cirrhose
et lincidence du carcinome hépatocellulaire cleszpatients ayant une hépatite chronique
virale (Masuzaki, Tateishi et al. 2009; Jung, Kitrak 2011; Chon, Jung et al. 2012). Cette
méthode non-invasive est performante pour la ptiédicles complications hépatiques graves
et de la mortalité globale et d'origine hépatigmg@h, Fujii et al. 2013). Une des ses limites
est l'applicabilité réduite surtout chez les pdateayant une ascite. Cette méthode permet
également de prédire la mortalité globale dangditite chronique B (Kim, Lee et al. 2012) et
C (Vergniol, Foucher et al. 2011). Cette valeurmnpiique a aussi été validée dans d'autres
maladies hépatiques chroniques comme la cirrhdserdiprimitive (Corpechot, Carrat et al.

2012) ou I'hnemochromatose (Adhoute, Foucher &0418).

La principale conséquence de la progression dibrdase au stade de cirrhose est le
développement de I'hypertension portale associesaomplications graves comme l'ascite
ou la rupture de varices cesophagiennes (Liou 2QkH.méthodes de référence pour le
diagnostic d'une hypertension portale ou des varimsophagiennes sont le gradient de
pression veineuse hépatique (GPVH) et I'endoscdigiestive, de fagon respective (Ripoll,
Groszmann et al. 2007; Thabut, D'Amico et al. 200@s méthodes étant invasives, plusieurs
auteurs ont évalué la performance de I'élastogeapépatique pour le diagnostic d'une
hypertension portale. Initialement, les seuils ZP%; 37.5 kPa; 49 kPa; 54 kPa et 63 kPa ont

été proposés pour la prédire de fagon respectivedieces cesophagiennes; un score de Child-
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Pugh B ou C; une ascite; un carcinome hépatoceBulkt une hémorragie digestive par

rupture de varices cesophagiennes (Foucher, Chaptetal. 2006). (Figure 3)

Hémorragie par des

varices @sophagiennes

63 kPa

Carcinome

Hepatocellulaire

54 kPa

Ascite

49 kPa

Child -Pugh B/ C
37.5 kPa

Varices aesophagiennes

27.5 kPa

Figure 3. Seuils proposés pour la prédiction des copmlioat@une cirrhose

Plus récemment, une étude de I'équipe a été vididétographie transitoire pour la
prédiction des complications chez les patients tayae cirrhose. Ce travail de I'équipe a
proposé différents seuils de I'élastographie pdentifier les patients cirrhotiques a haut

risque de complications séveres (Poynard, Vergatial. 2013).

Plusieurs publications ont rapporté différentsiseat différentes performances pour la
détection d'une hypertension portale cliniguemeghiicative (GPVH> 10 mmHg) par
I'élastographie transitoire chez les patients ayde® maladies chronique du foie. Les
différents seuils de I'élastographie transitoirevanié de 13.6 kPa a 34.9 kPa et les AUROCs
de 0.79 a 0.99 pour la prédiction de I'hypertengioriale (Tableau 4). Différents criteres de
jugement de I'hypertension portale ont été conégldans ces études et certaines d'entre elles

avaient de faibles effectifs. Une étude a rappletéseuils de 55 kPa et 53 kPa de I'élasticité
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de la rate pour la prédiction de varices cesophaggeert de GPVHE 10 mmHg(Colecchia,
Montrone et al. 2012). Cependant, ce résultat&togt validé par d'autres études, d'autant que
I'élastographie transitoire a une valeur maxima&e/8 kPa que I'élasticité de la rate est plus
élevée que celle du foie et que dans cette étudeondreux patients atteignent la valeur

maximale de la méthode.

Tableau 4.La performance de I'élastographie transitoire payrédiction de I'nypertension

portale.
Etude Maladie hépatique n Hypertension Portale Seuil (kPa) AUROC
(Kazemi, Kettaneh et al.
2006) Toutes 165 VO 13.9 0.83
AP, AT GEEL: VHC 61 GPVH>10mmHg  13.6 0.99
2007)
61 GPVH=> 12 mmHg 17.6 0.92
47 \{) 17.6 0.76
(Bureau, Metivier et al. Toutes 150 GPVH>10mmHg  21.0 0.94
2008)
89 VO 21.1 0.85
(LETEIE, SEUEEEn e VHC 44 GPVH> 10 mmHg 205 0.76
2008)
(Lemoine, Katsahian et a Maladie alcooli 4 34.9 0.94
2008) aladie alcooliqgue 48 GPVH=> 10 mmHg . .
(Castera, Le Bail et al.
2009) VHC 70 \{) 215 0.84
(Sanchez-Conde, Monte: i
Ramirez et al. 2010) VIH-VHC 38 GPVH> 10 mmHg 14.0 0.80
38 GPVH=> 12 mmHg 23.0 0.80
(Malik, Lai et al. 2010) Toutes 124 VO 20.0 0.85
(Pritchett, Cardenas et a
2011) Toutes 211 VO 19.5 0.74
(Robic, Procopet et al.
2011)
(Colecchia, Montrone et
al. 2012) VHC 100 VO 25.0 0.90
GPVH> 10 mmHg 24.2 0.92
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AUROC, area under the ROC curve; GPVH, gradienpréssion veineuse hépatique; VHC,
virus de I'hépatite C; VIH, virus de l'immunodééince humaine; VO, varices cesophagiennes.

En conclusion I'élastographie transitoire est mé¢hode simple, rapide, non-invasive,
validée pour l'estimation de la fibrose hépatigaasdles maladies chroniques du foie. Cette
méthode est performante pour le diagnostic d'umede avancée ou d'une cirrhose ainsi que
pour la prédiction de la mortalité globale et demplications associées a la maladie du foie.
Cependant, les examens doivent étre réalisés gaomiFateurs experimentés et les résultats
doivent étre interprétés par des médecins spdesl@menant en compte le contexte clinico-

biologique du patient et les limites de la méthode.

[I-5. La mesure du CAP ("Controlled Atenuatted Panaeter")

Le CAP est une nouvelle technique qui a été d@pele pour estimer la stéatose
hépatique avec l'élasticité du foie simultanémemtl@ FibroScan. Le principe de la méthode
est basé sur I'impact de I'accumulation de grdigpatique dans la propagation des signaux
d'échographie. Cette méthode mesure l'atténuatiasigihal échographique dans le foie a une
frequence de 3.5 MHz en utilisant les signaux acqar la sonde M de ['élastographie

transitoire (Sasso, Beaugrand et al. 2010).

Le CAP est estimé uniquement sur les mesuresegkd par les mémes ondes de
cisaillement qui permetent de mesurer de I'éladtohu foie. Par conséquent le CAP estime la
stéatose hépatique simultanément a I'élastograpdpatique et dans le méme volume de
parenchyme hépatique. Cette technique est disgoanibjuement avec la sonde M, le résultat
final est la médiane des mesures valides et I¢ésresi d'applicabilité de I'examen sont les
émes que pour |'élastographie transitoire (10 nessualides; IQR/médiane < 30% et TdR >
60%). La mesure du CAP est exprimée en décibelmptre (dB/m) et varie entre 100 et 400

dB/m (Sasso, Beaugrand et al. 2010).
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Plusieurs études ont validé la mesure du CAP pestimation de la stéatose
hépatique (table 5). Ces études ont montré queAleé €tait bien corrélé a la quantité de
stéatose et que sa mesure n'était pas influencée gimde de fibrose. Cependant, les auteurs
ont évalué des populations hétérogenes, asiatpuesdeux d'entre elles, la majorité avec un
IMC < 30 Kg/m? et un effectif faible de patientmétaboliques”. Les études ont utilisé des
classifications histologiques distinctes et n'cad pris en compte la prévalence de la stéatose,
appelé le $pectrum effett Par conséquent plusieurs seuils ont été progusés|'estimation
de la stéatose. Le CAP était reproductible sel@elde étude qui a évalué la variabilité inter-
observateur (Recio, Cifuentes et al. 2013). Ledraonies de la mesure du CAP en pratique
clinique sont I'applicabilité limitée de la sondedWlez les patients obéses et l'indisponibilité
de la sonde XL pour cette application. Les factassociés au non applicabilité du CAP sont
similaires a ceux de I'élastographie transitoire lea CAP et I'élasticité hépatique sont

mesureés.
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Tableau 5.La performance diagnostique du CAP pour I'estiomatie la stéatose hépatique.

Etude n  Maladie b
hépatique
(Sasso,
Beaugrand et 115  Toutes 15%
al. 2010)
France

(Myers, Pollett
et al. 2012)

Canada

153 Toutes 47%

(Sasso, Miette
et al. 2012)

France

615 VHC -

(de Ledinghen
Vergniol etal. 112  Toutes 25%
2012)

France
(Kumarr, ,
Rastogi etal. 63 m?'::g(t)cl)isie 100%
2013) 9
Inde

(Chon, Jung el
al. 2013)

Corée du sud

135 Toutes 42%

(Masaki,
Takaki et al.
2013)
Japon
(Carvalhana,
Leitao etal. 206
2013)

Portugal

155 Toutes 26%

Population

24%
general

IMC

(Kg/m2) applic

25

32

24.1

25.8

25.1

24.4

24.4

27.2

Non

31%

10%

8%

4%

6%

Réference Stéatose

PBH

PBH

PBH

PBH

PBH

PBH

PBH

Echo

>11%

>33%

>66%
>5%

>10%
>33%
>66%

>11%
>33%
>66%
>11%

>33%
>66%

>5%

>33%
>66%
>5%

>33%
>66%

>5%

Stéatose

Stéatose
sévere

Prevalence
de la
stéatose

58%
39%
8%
74%

35%
10%

31%
13%
1%
51%

31%
15%

59%
11%

69%

25%
7%

35%

38%

14%

260
282

289

283
288
283

222

233
290

263

311
400

258
283

250

299
327

233

243

303

0.91

0.95
0.89

0.79

0.81
0.76
0.70

0.80

0.86
0.88

0.84

0.86
0.93

0.79
0.76

0.89

0.89
0.80

0.88

0.94

0.95

AUROC, area under the ROC curve; IMC, indice de saasrporelle; NAFLD, non-alcoholic
fatty liver disease; PBH, ponction biopsie hépatiguHC, virus de I'hnépatite C

En résumé le CAP est une nouvelle technique pestirhation non-invasive de la

stéatose hépatique. C'est une méthode simpleieiereéalisé simultanément a l'estimation
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de I'élasticité du foie. Cependant, la contraintegipale est le taux élevé de non applicabilité
chez les patients obéses a cause de sa dispénsdittement dans la sonde M. En plus
d'autres études sont encore nécessaires pour egaluariabilité et facteurs associés a des

résultats faux positives et faux négative de laures
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Chapitre 1l - Le FibroMax (BioPredicitve, Paris, F rance)

Le FibroMax (Biopredicitve, Paris, France) esttanbinaison de cing biomarqueurs
non-invasifs: le FibroTest, I'ActiTest, le SteatsTde NashTest et 'AshTest. Le FibroMax
est un examen breveté qui appartient a I'Assistéhdadique-Hopitaux de Paris (AP-HP,
Paris, France) et qui est commercialisé par BiaBitect ® (Paris, France). Le FibroTest,
I'ActiTest et le SteatoTest estiment de facon retspela fibrose, I'activité inflammatoire et la
stéatose hépatique, respectivement. Le NashTéasbT est estiment I'éventualité possibilité
d'une stéatohépatite métabolique et alcooliqueeaisement. Le FibroMax est réalisable par
une simple prise de sang chez un patient a jeucaloell est scores sont réalisé a l'aide d'un
algorithme informatique sécurisé selon des proa@sipré-analytiques et analytiques définies
(Poynard, Muntenau et al. 2008). Les résultatshdegjue biomarquer est une valeur allant de

0 a 1.00, les scores les plus élevés étant attribue |€sions les plus séveéres.

Le FibroTest comprend l'apha-2-macroglobulinegdtioglobine, I'apolipoprotéine-Al,
la bilirubine totale et le gamma glutamyl transé&raGGT) ajusté par I'age et le sexe.
(Imbert-Bismut, Ratziu et al. 2001; Halfon, Muntaagt al. 2008). L'ActiTest comprend les
mémes parameétres que ceux du FibroTest combinglaiitie aminotransférase (ALAT)
(Halfon, Munteanu et al. 2008). Le SteatoTest (Rog, Ratziu et al. 2005), le NashTest
(Poynard, Ratziu et al. 2006) et I'AshTest (ThalNayeau et al. 2006) comprennent les
mémes parametres que ceux du FibroTest-ActiTesbic@ma l'aspartate aminotransférase
(ASAT), la glycémie a jeun, le cholestérol totalex triglycérides ajustés par l'age, le sexe et

I'IMC.
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[1I-1. Rationnel scientifique

Les premiers biomarqueurs rapportés du FibroMaxétn le FibroTest et I'ActiTest.
Ces biomarqueurs sont nés d'une experience clirequ2001 suivie par des centaines de
publications scientifiques les ont depuis valid@eelques années plus tard les biomarqueurs
des maladies hépatiques métabolique et alcooliguSieatoTest, le NashTest et I'AshTest,
ont été développé. Chaque composant du FibroMabusspsur un rationnel scientifique. Le
développement de la fibrose hépatique reflete usegldélibre dans les processus de
production et de dégradation de la matrice exthale@le (Riley, Taheri et al. 2009).
L'inflammation, les remaniementsinusoidaux et la cholestase sont autantfatgeurs
impliqués dans le développement et la progresseotadibrose hépatique (Friedman 1999).
L'accumulation anormale de graisse dans les héga®est due a la consommation d'alcool

ou a des facteurs métaboliques.

Les trois protéines prises en compte dans le Fésp alpha-2-macroglobuline
(A2M), I'haptoglobine et I'apolipoprotéine-Al (Apdt) sont synthétisées par les hépatocytes.
L'augmentation d'A2M est provoquée par l'inflammatet la diminuition des deux autres
protéines, I'haptoglobine et I'Apo-Al, par des ralfiens fonctionelles hépatocytaires.
Plusieurs travaux de I'équipe et d'auteurs indégeiscbnt rapporté la corrélation positive de
la concentration sériqgue d'A2M (Naveau, Poynar@letl994; Tiggelman, Linthorst et al.
1997) et la correlation négative des concentratggngues d'haptoglobine (Bacq, Schillio et
al. 1993; Louagie, Brouwer et al. 1996) et d'Apo{&®bynard, Abella et al. 1986; Bedossa,
Poynard et al. 1989; Poynard, Bedossa et al. 19BBhurin, Vidaud et al. 1996; Paradis,
Mathurin et al. 1996) a la fibrose hépatique. L'AZ¥ I'Apo-Al ont des concentrations
sériques également augmentées au cours de la NAELd2 la NASH (Ratziu, Massard et al.

2006).
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La GGT et la bilirubine totale sont respectivemassociées aux stades précoces et
tardifs de la choléstase. La GGT est une enzymiaéiysee par les hépatocytes et les céllules
epitheliaires biliaires tres sensible a la cholestat qui augmente en présence de fibrose
hépatique. La valeur predictive négative de catteyme est trés importante pour lI'exclusion
d'une fibrose avancée ou d'une cirrhose. La bileibkest le produit de dégradation de
I'hnémoglobine. Dans les hépatocytes la bilirubisiecenjugée avant étre excretée dans la bile
(Muraca, Fevery et al. 1988). La bilirubine augneeatix stades avancés de maladie du foie,

et notamment de fibrose.

Les transaminases, I'ALAT et I'ASAT, sont des eney synthétisées par les
hépatocytes qui augmentent en présence d'une aieagécrotico-inflammatoire du foie
(Pradat, Alberti et al. 2002). Finalement, les @riations sériques élevées des triglycérides,
du cholestérol, et de la glycémie sont associésnaatadies métaboliques, notamment a la
présence d'une stéatose hépatique (Bellentanip&aoaet al. 2000; Loguercio, De Simone et

al. 2004).

l1I-2. Procédures pré-analytique et analytique

[lI-2-1. La procédure pré-analytique

La mesure des parametres du FibroMax doit étte the préférence sur du sérum ou
plasma frais ou conservés entre +2°C et +8°C & tibla lumiére durant maximum 4 jours.
Il est fortement recommandé d'utiliser le tube psémum fluoré (bouchon gris), contenant
I'inhibiteur de I'hexokinase, pour mesurer la giyee a jeun. Cette procédure empéche le
métabolisme du glucose par les globules rouges.nesures rétrospectives doivent étre
réalisées sur du sérum ou plasma congelés a -800€ qviter les faux positifs ou faux

négatifs des biomarqueurs (Munteanu, Imbert-Bisetual. 2010). L'échantillon doit étre
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centrifugé a 15.000 g pendant 10 minutes apresng@tation pour la mesure des parametres

et calcul du FibroMax.

La mesure des parametres du FibroMax doit étlesééasur des automates calibrés en
utilisant des réactifs normalisés a partir d'unémel de référence. Les parametres ne doivent
pas étre exprimés en multiples de la limite supéeiele la valeur de référence (ou normale).
Les automates et les kits agréés par BioPrediciigent étre utilisés pour mesurer les
parametres biologiques individuels du FibroMax (bial Imbert-Bismut et al. 2002; Ferard,
Imbert-Bismut et al. 2005; Imbert-Bismut, Messousle 2005; Piton, Messous et al. 2005;

Ferard, Piton et al. 2006).

[lI-2-2. La procédure analytique

Le FibroMax doit étre calculé a partir des parasgtjui ont été mesures en respectant
la procédure pré-analytique. Le calcul des biomamgsl du FibroMax (FibroTest; ActiTest;
SteatoTest; NashTest et AshTest) sont réalisés wlarsdgorithme sécurisé qui est basé sur
I'influence des valeurs extrémes (lemitliers’) des paramétres sur l'estimation des Iésions
hépatiques. Les valeurs extrémes de chaque paesw#tt considérés comme ceux qui sont
au-dela du percentile 98% en tenant en compte destabution normale en bilatéral de ce
parametre (1% du percentile inférieur et 1% du gaile supérieur). Le test est considéré
comme non interprétable en présence d'une valew&neg d'un parametre entrainant une
variation d'au moins 0.30 unité au biomarqueuryvagation de 0.30 unité du biomarqueur
correspond a la variation d'un stade et demi (tales) selon la classification histologique
(Poynard, Munteanu et al. 2011). La présence danmetres ayant des valeurs extrémes qui
n'entrainent pas cette variation de 0.30 unitévalide pas le test. En revanche, il y a dans ce

cas un risque de faux positif ou faux négatif, encfion du paramétre ayant une valeur
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extréme. Ces risques sont affichés sur la formeetdiasements Warnings) dans le résultat

du test qui doivent étre interprétés par le clemci

Les valeurs de références des parametres du Fibxravit été définies a partir de la
distribution normale observée au laboratoire déregfce du Service de Biochimie du Groupe
Hospitalier Pitieé-Salpétriere pendant les premiétesies de I'équipe chez les patients ayant
une hépatite chronique C (Imbert-Bismut, Ratziuakt2001), une hépatite chronique B
(Myers, Tainturier et al. 2003), une maladie hé&pai alcoolique (Naveau, Raynard et al.

2005) ou une NAFLD (Ratziu, Massard et al. 2006).

I11-3. Applicabilité et Reproductibilité

Le FibroMax est considéré comme interpreable amsé€nce de valeur extréme d'un
parametre qui peut modifier artificiellement le ukéat. L'applicabilité du FibroMax, évalué
parmi plus de 350,000 tests réalisés mondialemsnsugpérieure a 95%, constituant un des
grands avantages de cette méthode (Poynard, Munétah. 2011). Les résultats comportant
la présence deWarning$ sont considérés comme interprétables. En revancke tests
doivent étre considérés en fonction du contextaqtlie en raison du risque de faux positif ou

faux négatif.

Le FibroMax a une bonne réproductibilité intraimterobservateur. La variabilité
inter-laboratoire des parametres utilisés dans ilmoMax est extrémement faible. Les
concentrations de protéines utilisées dans lentest pas montré de variabilité significative
entre 8 laboratoires et le laboratoire de référehc&roupe Hospitalier Pitié-Salpétriere dans
une étude de I'équipe comparative. En revanch&AllAa montré une variabilité inter-
laboratoire importante, ses concentrations séerigte® plus élevés dans les laboratoires qui

comme le laboratoire référence avaient utilisé Hegphate de pyridoxal, (Halfon, Imbert-
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Bismut et al. 2002). La variabilité intra-indivielle de cette méthode n'est pas significative.
L'étude au cours de laquelle la mesure des paresndtr FibroTest-ActiTest était répetée
dans le méme échantillon aprés quatre jours, ammaimie discrete variabilité des parameétres

sans impact sur le résultat du test (Imbert-Bisiigssous et al. 2004).

Le FibroTest et I'ActiTest, ainsi que leurs congras, ne sont pas significativement
influencés par la prise d'un repas (a jeun versois & jeun). Cependant, les autres
biomarqueurs du FibroMax, en particulier le SteagiTet le NashTest incluent des
parametres qui doivent étre impérativement dosgsira (la glycémie, le cholestérol et les
triglycérides) en raison de la variation significatde leurs concentrations sériques apres

I'alimentation (Munteanu, Messous et al. 2004; RognRatziu et al. 2005).

[lI-4. Facteurs associés aux faux positifs ou fawnégatifs

Le risque de faux résultats est associé a la pcésele valeurs extrémes des
parametres. La prévalence des valeurs extrémesbduTEst-ActiTest a été tres faible dans
une étude préliminaire qui a analysé plus de 32t868 (Tableau 6) (Munteanu, Ratziu et al.

2004)

Tableau 6. Prévalence des valeurs extrémes des parametrésbdulest-ActiTest chez

32,527 patients ayant une hépatite chronique C.

Valeur inférieure au Valeur supérieure au  Valeurs entre les

percentile 1% percentile 99% percentiles 1%-99%
Alpha-2 macroglobuline, g/L 1.1 675 (2.08%) 5.0 449 (1.38%) 31 403 (96.54%)
Haptoglobine, g/L 0.12 1589 (4.89%) 3.2 128 (0.39%) 30 810 (94.72%)
Apolipoproteine A1, g/L 0.73 613(1.88%) 2.5 165 (0.51 %) 31749 (97.61%)
Bilirubin Total, umol/L 3 772 (2.37%) 50 464 (1.43%) 31 291 (96.20%)
GGT, U/L 8 212 (0.65%) 1140 84 (0.26%) 32 231 (99.09%)
ALAT, U/L 14 1087 (3.34%) 622 114 (0.35%) 31 326 (96.31%)
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Le risque d'un FibroTest faux-positif ou faux nfgast tres faible selon une étude de
I'équipe qui a évalué plus de 350,000 tests réajisé BioPredictive. Ce risque varie entre
0.51% (95%IC 0.36-0.70) chez les volontaires satries donneurs de sang a 1.97% (95% IC
1.80-2.15) chez les patients suivis dans le Grddpepitalier Pitié-Salpétriere. Les patients
ayant une infection par le VIH [1.77% (95% IC 12335) et les patients d'origine sub-
saharienne [2.61% (95% IC 0.96-5.59) sont les majmis a haut risque des faux résultats

(Poynard, Munteanu et al. 2011).

Les causes les plus fréquentes d'un FibroTest-ridgatif sont les concentrations
d'haptoglobinexX 3.20 g/L) et d'Apo-AlX 2.50 g/L) a la limite supérieure de la normale ou
d'’A2M (< 0.80 g/L) a la limite inférieure de la normaleinflammation systémique (ou
sepsi$ est la cause le plus fréequent d'une augmentdti@aptoglobine. L'ascite volumineuse

et la dénutrition causent une réduction d'A2M awecisque de faux-négatif du Fibrotest.

Les causes de faux positif du FibroTest sont tescentrations d'haptoglobine trés
faibles, a la limite inférieure de la normate@.08 g/L), et de bilirubine totale trés élevées, a
la limite supérieure de la normate $0 umol/L). La présence d'une hémolyse est laeckus
plus fréquente d'une réduction d'haptoglobine, as motamment de prothese cardiaque
métallique, de traitement par la ribavirine ou deladies comme la drépanocytose ou
I'anémie hémolytique auto-immune. Le syndrome débed, une altération héréditaire
multifactorielle associée a une concentration sériglevée de bilirubine non conjuguée est
provoquée par une diminution d'origine génétiquel’detivité d’'une enzyme hépatique,
I'UDP glycuronyl transférase (Bosma, Chowdhurylefl895) et sa prévalence est de I'ordre
de 6% dans la population générale (Owens and EVY8RS). L'hémolyse et la maladie de

Gilbert sont une des causes les plus fréquentésudepositif du FibroTest.
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[1I-5. La performance diagnostique

[11-5-1. FibroTest

Le tableau 7 résume les seuils du FibroTest ebh@ersion entre le score et les stades

de fibrose selon I'histologie hépatique.

Tableau 7. Conversion entre les scores du FibroTest et ladest de fibrose selon les

classifications histologiques de METAVIR (1994 )sak (Ishak, Baptista et al. 1995).

Stade de fibrose estimé Stade de fibrose selon | Stade de fibrose selon

FibroTest par le FibroTest score de METAVIR le score de Ishak
0.7401-1.0000 F4 F4 F6
0.7201-0.7400 F3-F4 F3 F5
0.5801-0.7200 F3 F3 F4
0.4801-0.5800 F2 F2 F3
0.3101-0.4800 F1-F2 F1 F2
0.2701-0.3100 F1 F1 F2
0.2100-0.2700 FO-F1 FO F1
0.0000-0.2100 FO FO FO

Comme pour la plupart des marqueurs non-invagifsfilltkose, I'évaluation de la
performance diagnostique du FibroTest a été réakseutilisant la biopsie du foie comme
référence. Cette démarche a généré des probléntbsdulbgiques majeurs. D'abord, cette
méthode considere le résultat de la biopsie commeevariable binaire alors que les patients
sont classés selon une échelle ordinale (par exerRptF1-F2-F3-F4). La classification des
patients en deux classes, normale ou fibrose agaecdéraine donc des biais importants. De
plus, l'utilisation des courbes ROC ne prend pasoempte la prévalence de la fibrose dans les

populations étudiés, lespectrum effett{Lambert, Halfon et al. 2008).

La prévalence de la fibrose impacte sur lI'anatiesda performance diagnostique du

FibroTest pour l'estimation de la fibrose du fdRoynard, Halfon et al. 2007). Les courbes
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ROCs pour I'évaluation de la fibrose hépatiquelgdfibroTest ont varié entre 0.67 et 0.98
selon la définition de fibrose avancée. La perfarceadiagnostique était meilleure lorsque les
auteurs ont évalués les patients sans fibrosep@Oapport aux cirrhotiques (F4). Cependant,
en analysant I'échantillon des patients ayant ulm®se intermediaire (F1 versus F2), la
performance diagnostique du test était modeste @ORde 0.67). L'influence de la
prévalence de la fibrose a également été obsemeéntiksant I'elastographie transitoire
comme marqueur non invasif (Poynard, de Ledingheal. 2011). En conclusion, les études
au cours desquelles la prévalence des patient$ dgarstades FO et F4 est élevée, démontrent
nécessairement d'excellentes performances diagoestides tests non-invasifs. En revanche,
lorsque les pourcentages de patients ayant dessstattrmédiaires de fibrose (F2/F3) est

important, les performances diagnostiques sontipldestes.

La plupart des études de I'équipe portant suetbopnance diagnostique du FibroTest
ont utilisé la méthode statistique d'Obuchowski prgndre en compte la prévalence de la
fibrose et le fait que le résultat de la biopsesnpas binaire (Obuchowski 2006). Plusieurs
études ont validé la performance diagnostique thwofFest. Les AUROCSs non-ajustés pour
I'estimation de la présence d'une fibrgsE2 de METAVIR ont varié entre 0.71 et 0.87 en

fonction de la population étudiée et de la prévadente la fibrose. (Tableau 8)
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Tableau 8. Performance diagnostique du FibroTest chez legermiat ayant une maladie

hépatique chronique

Auteurs n Méthodologie Stage (Prevalence) AUROC
Hépatite C
(Imbert-Bismut, Ratziu et al. 200. 189 Prospective F2F3F4 (38%) 0.84
(Imbert-Bismut, Ratziu et al. 200. 134 Prospective F2F3F4 (45%) 0.87
(Poynard, McHutchison et al. 200 352 Retrospective F2F3F4 (39%) 0.73
(Rossi, Adams et al. 2003) 125 Prospective F2F3F4 (39%) 0.74
(Myers, Benhamou et al. 2003) 130 C()ant]fggtﬁ’oerf% F2F3F4 (45%) 0.86
(Castera, Vergniol et al. 2005) 183 Prospective F2F3F4 (38%) 0.85
(Cales, Oberti et al. 2005) 120 Prospective F2F3F4 (48%) 0.86
(Varaut, Fontaine et al. 2005) 60 ;ggg;egﬁg‘l’fs F2F3F4 (48%) 0.71
(Halfon, Bourliere et al. 2006) 504 Prospective F2F3F4 (45%) 0.79
(Sebastiani, Vario et al. 2006) 65 Prospective F2F3F4 (39%) 0.71
(Sebastiani, Vario et al. 2006) 125 Prospective F2F3F4 (71%) 0.81
(Wilson, Torbenson et al. 2006) 115 Retrospective F2F3F4 (38%) 0.74
(Sene, Limal et al. 2006) 258 Prospective F2F3F4 (47%) 0.83
(Poynard, de Ledinghen et al. 20. 1289 Retrospective F2F3F4 (61%) 0.75
Hépatite B

(Myers, Benhamou et al. 2003) 209 R:{%‘*S%‘zcctixlee(&::“fg] FOF3F4 (29%) 078
(Poynard, Zoulim et al. 2005) 214 Prospective F2F3F4 (45%) 0.77

Maladie alcoolique du foie
(Naveau, Raynard et al. 2005) 221 Prospective F2F3F4 (64%) 0.84

NAFLD

(Ratziu, Massard et al. 2006) 170 Prospective F2F3F4 (24%) 0.86
(Ratziu, Massard et al. 2006) 97 Prospective F2F3F4 (15%) 0.75
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La performance diagnostic du FibroTest a été égate validée dans une méta-

analyse avec des données individuelles des 3,28hts Les AUROCSs du FibroTest ajustés

par la mesure d'Obuchowski (WAUROC) ont été eni®8d @t 0.85 en fonction de la maladie

chronique du foie (Tableau 9).

Tableau 9. La performance diagnostique du FibroTest ajustér deuspectrum effect

(Poynard, Munteanu et al. 2011)

aladic ) FO F1 F2 F3 F4  AUROC _ WAUROC

%) ) (%) %) (%)  95%IC 95%IC

depatieC 2431 204 1128 531 208 275 0.77 0.83
(84) (46.2) (21.8) (12.3) (11.3) 0.75-079  0.81-0.85

vepattes 322 86 94 61 38 43 0.81 0.83
26.7) (29.2) (18.9) (11.8) (114) 076-086 0.78-0.88

Maladie 67 50 23 104 0.85 0.85
alcoolique 292 1869 x5 101) (88) (39.7) 080089  0.80-0.89

Stéatose ., 102 94 35 23 13 0.81 0.84
métabolique 382) (352) (13.1) (86) (49) 074086  0.77-0.89

Toutes les 3282 410 1378 677 382 435 0.79 0.84
maladies (125) (42.0) (20.6) (11.6) (13.3) 0.77-0.80  0.82-0.86

Plusieurs méta-analyses ajustées et non-ajusteeslag prévalence de la fibrose ont

été publiées pour I'évaluation diagnostique dudtést chez les patients ayant une maladie

chronique du foie (Tableau 10). Parmi les métayesesl, la valeur diagnostique du FibroTest

a été également validée dans la NAFLD chez lesmatobéses morbides (Poynard, Lassailly

et al. 2012).

39



Tableau 10.La performance diagnostique du FibroTest répaatédps méta-analyses.

Auteurs Maladie n études n patients WAUROC  F22 AUROC  F=4 AUROC

(95%IC) (95% IC) (95% IC)
(Shaheen, Wan e - 0.81 2
al. 2007) VHC 9 1679 078084 900
(Poynard, Morra e 0.84 i i
al. 2007) e e 6378 (0.83:0.86)
(Leroy, Halfon et - 0.80 0.89
al. 2008) VHC 4 825 (0.77-0.82)  (0.86-0.92)
(Halfon, Munteant 0.84 ) )
et al. 2008) Toutes e 7985 (083-0.86)
(Poynard, Ngo et 0.84 i i
al. 2011) VHB 8 1842 0.79-0.86)
(Poynard, de 0.86
Ledinghen et al. VHC 3 1289 : - -
2011) (0.85-0.87)
(Poynard, a
. Steatose 0.85
Lassz%l%)et el métabolique € w2k (0.83-0.87) i
(Chou and Wasso i i 0.79 0.86
2013) VHC 25 (0.70-0.89) (0.71-0.92)
[11-5-2. ActiTest

L'ActiTest est le biomarqueur utilisé pour estinfiactivité nécrotico-inflammatoire
hépatique. Il comprend les mémes paramétres que deu-ibroTest combiné a l'alanine
aminotransférase (ALAT) (Halfon, Munteanu et al02) Le tableau 11 résume les seuils du

biomarqueur et la conversion entre le score ggiades d'inflammation selon I'histologie.
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Tableau 11.Conversion entre les scores de I'ActiTest et lasles d'activité inflammatoire

selon les classifications histologiques de METAMUI®94) et Ishak (Ishak, Baptista et al.

1995)
Grade d'activité estimé p Stade de fibrose selon | Stade de fibrose selon
ActiTest I'ActiTest score de METAVIR le score de Ishak
0.6201-1.0000 A3 A3 A4
0.6001-0.6200 A2-A3 A2 A3
0.5201-0.6000 A2 A2 A2
0.3601-0.5200 Al-A2 Al Al
0.2901-0.3600 Al Al Al
0.1701-0.2900 AO0-Al A0 A0
0.0000-0.1700 A0 A0 A0

La performance diagnostique de ['‘ActiTest a étdialeiment évaluée dans 4
populations rapportées dans deux publications ALEROCs ont varié entre 0.75 et 0.86 pour
le diagnostic de l'activité nécrotico-inflammatoisggnificative, grades A2A3 du score
METAVIR (Imbert-Bismut, Ratziu et al. 2001; PoynarsicHutchison et al. 2003). Des
AUROC:s entre 0.64 et 0.83 ont été rapportés paadesirs indépendants (Halfon, Bourliere
et al. 2006; Morali, Maor et al. 2007; Fontangeasill et al. 2008; Anastasiou, Alisa et al.
2010). Cette performance a été validée par uneigatioln qui a évalué les données
individuelles de 1,250 patients ayant une hépatitenique C et une méta-analyse de 6
études (Poynard, Munteanu et al. 2010). L'analyse dbnnées individuelles a permis de
montrer 'AUROC de 0.74 (95% IC 0.70-0.75) poudiagnostic d'une activité inflammatoire
A2A3. Le WAUROC, ajusté par la mesure d'Obuschowétsit de 0.85 (95% IC 0.84-0.86) et
ce biomarqueur était plus performant que le mange&ndard de l'inflammation hépatique,

I'ALAT (WAUROC=0.83; p=0.008) chez les patients alyane hépatite chronique C.

Plus récemment, I'ActiTest a été validé pour Bgdostic de la présence d'une stéato-

hépatite chez 494 patients obéses morbides ayanNARFLD. Les auteurs ont rapporté une

41



AUROC standard de 0.74 (95% IC 0.68-0.79) et cgllsté par la mesure d'Obuschowski de

0.84 (95% IC 0.82-0.86) (Poynard, Lassailly etall2).

Tableau 12.La performance diagnostique de I'ActiTest darépkiite chronique C

Auteurs n Méthodologie Stage (Prevalence) AUROC (95%IC)
(Imbert-Bismut, Ratziu et al. 2001 189 Prospective A2A3 (33%) 0.79 (0.73-0.85)
(Imbert-Bismut, Ratziu et al. 2001 134 Cohzﬁfjgf/‘g:i‘aeaﬁor A2A3 (28%) 0.75 (0.69-0.81)
(Poynard, McHutchison et al. 200: 352 szr?: rlgstrr):i?g;eent A2A3 (83%) 0.75 (0.69-0.81)
(Poynard, McHutchison et al. 200; 352 Ap?g’strl‘;stﬁzictg‘rfem A2A3 (39%) 0.86 (0.80-0.92)

(Halfon, Bourliere et al. 2006) 504 Prospective A2A3 (39%) 0.73 (0.69-0.77)

(Morali, Maor et al. 2007) 81 Prospective - 0.79 (0.73-0.85)
(Fontanges, Balilly et al. 2008) 96 Prospective - 0.64 (0.58-0.70)
(Anastasiou, Alisa et al. 2010) 48 Prospective A1A2A3 (57%) 0.83 (0.75-0.91)
(Poynard, Munteanu et al. 2010) 1250 Prospective A2A3 (36%) 0.74 (0.70-0.75)
(Poynard, Munteanu et al. 2010) 2017 Méta-analyse 0.77 (0.72-0.81)

[11-5-3. SteatoTest, le NashTest et I'AshTest

Le SteatoTest (Poynard, Ratziu et al. 2005), IshNlast (Poynard, Ratziu et al. 2006)
et 'AshTest (Thabut, Naveau et al. 2006) estintenfacon respective la stéatose du foie, la
stéatohépatite métabolique ou stéatohépatite adgmol Ces biomarqueurs comprennent les
mémes parametres que ceux du FibroTest-ActiTesbic@® a l'aspartate aminotransférase
(ASAT), la glycémie a jeun, le cholestérol totales triglycérides ajustés pour I'age, le sexe
et I'MC. Les tableaux 13-15 résument les seuille®iconversions par rapport a I'histologie

de ces biomarqueurs
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Tableau 13.Conversion entre les scores du SteatoTest etgeé ke stéatose hépatocytaire

estimé par la biopsie

SteatoTest Dégré de stéatose estimé par I'SteatoTe % de stétose hépatocytaire
0.6901-1.0000 S3 >32%
0.6701-0.6900 S2-S3 6-32%
0.5701-0.6700 S2 6-32%
0.4801-0.5700 S1-S2 1-5%
0.3801-0.4800 S1 1-5%
0.3001-0.3800 S0-S1 < 1%
0.0000-0.3000 SO <1%

Tableau 14. Conversion entre les scores du NashTest et leégmaes de stéatohépatite

métabolique par le NAS score (Kleiner, Brunt e28I05)

NashTest Grade de stéatohépatite métabolique

0.75 Stéatohépatite métabolique
0.50 Possible stéatohépatite métabolique
0.25 Pas de stéatohépatite métabolique

Tableau 15 Conversion entre les scores de I'AshTest et #8gories de stéatohépatite

alcoolique chez les patients avec une maladie kdraodu foie.

AshTest Grade de stéatohépatite alcoolique
0.7801-1.0000 H3 (séveére)
0.5536-0.7800 H2 (importante)
0.1701-0.5535 H1 (modérée)
0.0000-0.1700 HO (absente)

La performance diagnostique du SteatoTest a édigeeachez 744 patients ayant une
maladie chronique du foie et 140 volontaires sabos donneurs de sang. Le groupe
d'évaluation initial était composé de 310 patienfisois groupes de validation eétaient

composeés de patients ayant une hépatite chronigumaifS de traitement (n=171), apres
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traitement antiviral (n=201) et des patients ayarg maladie alcoolique du foie (n=62). Le
test a été performant pour diagnostiquer la présehme stéatose (>5%), AUROC de 0.80
(standard erroe=0.02) dans toute la population. Les AUROC onté&ae 0.72 a 0.86 dans les
groupes évalués (Poynard, Ratziu et al. 2005). teatSTest a été également validé pour le
diagnostic d'une stéatohépatite chez 1909 patéentsjue d'une NAFLD (Ratziu, Giral et al.
2007). Plus récemment, la performance diagnostijueSteatoTest a été validé pour le
diagnostic d'une stéatose avancée chez les obesbiles avec une WAUROC de 0.80 (95%

IC 0.79-0.83) (Poynard, Lassalilly et al. 2012).

La performance diagnostic du NashTest a été walaéez 257 patients ayant une
NAFLD et un groupe contréle composé de 383 voloesaisains ou donneurs de sang
[AUROC=0.79 (95% IC 0.67-0.87) pour le diagnosticng NASH] (Poynard, Ratziu et al.
2006). L'AshTest a été validé pour le diagnostime'hépatite alcoolique chez 225 patients
ayant une maladie alcoolique du foie et 229 dormdarsang. L'AUROC variait entre 0.88 et
0.90 pour le diagnostic d'une hépatite alcooliqumd@né ou sévere (Thabut, Naveau et al.

2006).

[11-6. La valeur pronostique du FibroTest dans lemaladies chroniques du foie

La valeur pronostique du FibroTest pour prédire niertalité globale et les
complications associées a la maladie hépatique aaidée dans les hépatites chroniques

virales et dans la maladie alcoolique du foie.

La premiére étude de I'équipe ayant évalué lauvadeonostic du FibroTest chez 537
patients infectés par le VHC a demontré que ceudagaient une maladie du foie associée a
une fibrose sévére (FibroTest > 0.58) avaient wmeies globale a 5 ans ainsi qu'une survie

sans complications ou déces de cause hépatiquand thférieure a ceux qui avaient une
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fibrose minime (FibroTest < 0.32) ou modérée (x3broTest< 0.58) (Ngo, Munteanu et

al. 2006). Le taux de survie globale a été 90.5%49C 85.3-95.7) chez les patients avec
une fibrose sévere par rapport a 98.9% (97.3—Xxb6z ceux ayant une fibrose minime. La
survie globale chez les patients ayant une fibs¥sere était inférieure a une population
contrdle francaise appariée par I'age et le seQ&99 (85.3-95.7) versus 95.1% (92.3-96.0),
p < 0.001]. La survie sans déces d'origine hépatiéiait également inférieure chez les
patients ayant une fibrose sévere par rapport & gauavaient une fibrose minime [92.7%
(88.0-97.3) versus 100%; p < 0.001]. Des résutiatdaires ont été démontrés pour la survie
a 5 ans sans complication hépatique [78.5% (71.2)-®mur les patients ayant une fibrose

séveére versus 100% pour ceux qui avaient une gomasime, p < 0.001].

Une étude d'une équipe indépendante a permis daengue méme a l'intérieur de la
cirrhose (FibroTest > 0.75), ce biomarqueur étatetif de la mortalité globale a 5 ans chez
1457 patients inféctés par le VHC. La survie glekal5 ans par rapport a l'estimation de la
fibrose par le FibroTest était de 97% (95% IC 9%49@ur les non cirrhotiques (FibroTest
0.75), 87% (78-95) pour 0.75 < FibroTes0.80, 69% (54-84) pour 0.90 < FibroTes0.95

et 0% (0-22) pour FibroTest > 0.95 (Vergniol, Foercht al. 2011).

Le FibroTest est également prédictif de la md#dagilobale et de la survenue de
complications hépatiques a 5 ans dans I'hnépatitsmzjue B (Ngo, Benhamou et al. 2008). La
survie a 5 ans sans complications hépatiques spiérieure chez les patients ayant une
fibrose minime [99%(95% IC 98-100)] par rapporteux ayant une fibrose modérée [94%
(89% 71-99)] ou sévere [78% (71-84)] (p<0.001).HieroTest était également prédictif de la
mortalité hépatique et globale a 5 ans dans ceftalation. Le taux de survie globale a 5 ans
a été de 99.4% (98.4-100) chez les patients avedibrose minime versus 80.5% (73.8—
87.1) chez ceux qui avaient une fibrose sévere @@&1). La survie sans mortalité d'origine

hépatique était aussi supérieure chez ceux quelivaine fiborose minime par rapport aux
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patients ayant une fibrose sévere [99.4% (98.4—¥6(us 84.2% (77.9-90.5), p < 0.001].
Plus réecemment, une étude d'une équipe indépendantdidé la valeur pronostique du

FibroTest pour prédire la mortalité globale chezpatients infectés par le virus de I'hépatite
B (de Ledinghen, Vergniol et al. 2013). Dans cétiiede, I'estimation de la fibrose par le
FibroTest est restée significative pour la prédittde la mortalité globale dans une modele

multivarié ajusté pour les facteurs confondants.

Des résultats similaires pour la prédiction a b8 des évenements graves par le
FibroTest ont été rapportés chez les patients ayamtmaladie alcoolique du foie (Naveau,
Gaude et al. 2009). Le taux de survie globale @tiétieur chez les patients ayant une fibrose
sévere par rapport a ceux qui avaient une fibrosgma [42.4% (31.1-53.6) versus 71.4%
(60.7-82.2), p < 0.0001]. La survie sans décestippms était également inférieure chez les
patients avec une fibrose sévere par comparaisen lag patients ayant une fibrose minime
[62.6% (52.2-73.1) versus 92.0% (84.9-99.0), pB001]. La présence d'une fibrose sévéere
ou d'une cirrhose estimée par le FibroTest eséeesbmme un facteur prédictif de la

mortalité globale indépendamment des facteurs cofants.

Une méta-analyse, réalisée par I'équipe, a vadidéaleur pronostique du FibroTest
pour prédire les complications associées a la realid foie et la mortalité globale chez les
patients ayant une maladie chronique du foie. Lkfopeance pronostique du FibroTest était
meilleure que celle d'autres biomarqueurs et ansnaussi bonne que celle de la biopsie
hépatique pour prédire la mortalité globale (Poginélgo et al. 2011). Plus récemment, une
autre étude de I'équipe a démontré la valeur droTFést pour prédire l'incidence des varices
cesophagiennes et les complications séveres assadigenaladie du foie chez 3,927 patients

infectés par le VHC (Poynard, Vergniol et al. 2013)
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Chapitre 1V - Limites des marqueurs non-invasifs

La performance d'un marqueur non invasif devraié ®asée sur sa précision par
rapport a la méthode réference, son applicabitii@dgpendance par rapport aux de facteurs
confoundants. Le marqueur non invasif idéal sexglicable et réproductible, avec un risque

bas de faux positifs ou faux négatifs.

IV-1. Applicabilité

L'applicabilité est une limitation majeure dedstbgraphie transitoire. Cette méthode
est considérée non interpretablenfeliable’) en I'absence d'au moins un des trois criteres
suivantes: (i) 10 mesures valides, (i) le ratidRInedianne < 30% et (iii) le taux de réussite
> 60%. L'élastographie transitoire est considérémmnoe non applicable en cas d'échec
("failure™), I'absence totale de mesures valides (de Leémgmd Vergniol 2008). La mesure
de I'élasticité du foie par la sonde M considém@ame non-applicable chez environ 20% des
patients (15% d'examens non interpretables et ®helc de mesure), souvent atteints de
maladie métabolique (Foucher, Castera et al. 2086tera, Forns et al. 2008). L'inexpérience
de l'opérateur et le fait d'avoir une obésité (IMG0Kg/m?2), un diabéete, une hypertension
arterielle ou d'étre agé de plus de 52 ans onleétéacteurs indépendemment associés a la
non-interprétabilité de I'élastographie transitalelns une étude qui a évalué plus de 13,000
examens (Castera, Foucher et al. 2010). Des ré&sutienilaires sur l'applicabilité de
I'élastographie transitoire ont été rapportés cleasz patients diabétiques de type 2 (de
Ledinghen, Vergniol et al. 2012). L'associationren¢ non applicabilité de ce marqueur non
invasif et la présence de facteurs métaboliquesieaet un probleme majeur pour l'utilisation

de I'élastographie transitoire chez les patiengsayne NAFLD.

Le taux de non applicabilité de cette méthodeéadéhinué surtout chez les patients

obéses par le dévelopement de la sonde XL (de gkdm Vergniol et al. 2010; de
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Ledinghen, Wong et al. 2012; Myers, Pomier-Layrasgget al. 2012; Wong, Vergniol et al.
2012). La sonde XL a permis de résoudre 60% demexs non interpretables dans une étude
qui a évalué l'applicabilité de I'élastographie le@rdeux sondes chez les patients ayant une
obésité caracterisée par un IMC > 30 Kg/mz2 (de hgiuken, Vergniol et al. 2010) et chez 276
patients ayant une maladie chronique du foie a8sactun IMC > 28 Kg/mz2. Dans cette étude
la sonde XL a eu un taux plus bas d'echec (1.1%uset6%; p < 0.0001) et un taux plus
élevé d'examens interpretables (73% versus 50%;(Qp0€01) par rapport a la sonde M
(Myers, Pomier-Layrargues et al. 2012). Des réwukamilaires ont été rapportés dans une
étude qui a évalué les patients ayant une NAFLE2@Fch-Rust, Hadji-Hosseini et al. 2010).
Les mesures réalisées par les deux sondes étaentdirelées et I'élasticité du foie était, en
moyenne, de 1.0 kPa plus basse par la sonde XL dessétudes. L'applicabilité de
I'élastographie transitoire peut étre améliorée lpadilisation de la sonde XL. Pourtant,
I'estimation de la stéatose par la mesure du CARiraee d'étre fortement limitée par son
applicabilité car cette méthode est disponible uweient avec la sonde M du Fibroscan. Les
criteres d'applicabilité de la CAP sont les mémes ceux de I'élastographie transitoire. La
mesure du CAP peut étre non applicable chez 30%palsnts ayant une NAFLD (Myers,

Pollett et al. 2012).

Par comparaison, le panel des biomarqueurs duwMdx (FibroTest, ActiTest,
SteatoTest, NashTest et AshTest) a été interpeetdidz plus de 95% des patients dans une
étude de I'équipe qui a analysé plus de 350,000ens (Poynard, Munteanu et al. 2011). Le
biomarqueur est considéré comme non interprétablprésence d'une valeur extréme d'un
paramétre, en dehors du percentil entre 1% et @9@feentrainent une variation d'au moins
0.30 unité du biomarqueur, soit 1.5 stades. Lesesuares de non applicabilité de cette
méthode sont les hépatites aigues et les hémabystmut associés a la présence d'une valve

cardiaque métalique (Poynard, Munteanu et al. 2011)
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IV-2. Variabilité

La réproductibilité d'un examen est aussi impdetagque son applicabilité dans la
pratique clinique. Les premiéres études sur laodymtibilité de I'élastographie transitoire ont
rapporté des résultats encourageants. Le taux dabilée inter et intra observateur de
I'élastographie transitoire a été trés faible deszpatients ayant une maladie chronique du
foie (Fraquelli, Rigamonti et al. 2007). L'examesta réalisé deux fois par chacun des deux
operateurs experimentés chez les 200 patientssin€as auteurs ont décrit un excellent
coefficient de corrélation intra-classe de 0.98%9K 0.977- 0.987) dans les 800 examens
réalisés. L'obesité (IMC > 25 Kg/m?) et les stadesfibrose minime (score de METAVIR
F<2) ont été associés a un taux plus élevé derdisoe entre les opérateurs. D'autres auteurs
ont rapporté des résultats similaires pour I'évanade la variabilité inter observateur de
I'élastographie transitoire réalisée par 4 opératehez 46 patients (Boursier, Konate et al.
2008). En revanche, cette derniere étude a démon&éliscordance d'au moins un stade de
fibrose chez 25% des patients. Récemment, d'aétretes ont contredit ces résultats en
rapportant une reproductibilité de I'élastograpghémsitoire plus modeste (Neukam, Recio et
al. 2010; Roca, Resino et al. 2012). Ces étudeswlté I'élastographie chez les patients
infectés par le VIH, co-infectés ou pas par le VHE,ils ont rapporté entre 20-30% de
discordance d'au moins un stade de fibrose erdrexamens réalisés par les deux opérateurs.
L'une de ces études a démontré une discordancé dé’@ et de 10. kPa entre des examens
répétés par deux opérateurs experimentés chez 23% ées patients, respectivement (Roca,
Resino et al. 2012). Une étude de I'équipe a dédamte variabilité considérable associée a
la position de la sonde par rapport a I'espacecostal choisi pour la mesure (Ingiliz, Chhay

et al. 2009).

Concernant les biomarqueurs, l'utilisation d'umapeetre exprimé en multiple des

valeurs au lieu de la concentration sérique abs@eet entrainer un risque de non
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reproductibilité & cause d'une variabilité intdsdeatoire. Ce risque a été déja démontré par
les transaminases dans le dépistage d'une malkyoiidjue chez les donneurs de sang et dans
la définition d'une hépatite aigiie d'origine médieateuse (Piton, Poynard et al. 1998;
M'Kada, Munteanu et al. 2011). La méthodologie a@emour definir la valeur normale des
transaminases n'est souvent pas disponible pqlupart des laboratoires. Afin de réduire le
risque de variabilité inter-laboratoire, les biomagurs doivent utiliser la valeur absolute d'un
parametre, comme les U/L pour les transaminaseie@auwe I'augmentation en nombre de

fois par rapport a la limite supérieure de la ndenfaSN).

Les paramétres utilisés dans la formule du Fibroktant expremés en valeur absolue
et la variabilité inter-laboratoire a été faiblendaune étude qui a comparé le laboratoire de
réference a 8 autres laboratoires francais (Halfobert-Bismut et al. 2002). Les parametres
du FibroTest-ActiTest n'ont pas eu une variabilitéa-individuelle significative dans une

analyse répétée apres 4 jours sur le méme écbartithbert-Bismut, Messous et al. 2004).

IV-3. Facteurs influengant I'estimation de la fibree

Plusieurs facteurs confondants peuvent influefiestimation de la fibrose hépatique
par des méthodes non-invasives. La fibrose dugdeid étre surestimée par |'élastographie
transitoire en présence d'une activité nécrotifanmmatoire, répresentée par I'augmentation
des transaminases (Arena, Vizzutti et al. 2008;rS&ghardt et al. 2008). Une étude a
montré que la valeur médiane de |'élastographissitiGire était plus élevée chez les patients
infectés par le VHB en ayant des transaminased. 8N par rapport a ceux qui avaient des
transaminases normales (9.5 versus 4.7 kPa, p>0(B0hg, Lai et al. 2010). Les mémes
auteurs ont confirmé ces résultats en mesuraasia@raphie transitoire avant et trois mois
apres le début d'un traitement a cause d'une agiplicvirale chez des patients infectés par le

VHB (Fung, Lai et al. 2011). Dans cette étude, ksune de I'élasticité hépatique trois mois
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aprés le début du traitement, quand les transamsn&aient déja normalisées, a été
significativement inférieure a celle réalisée avdet traitement, au moment d'une

inflammation hépatique active (6.4 vs 7.9 kPa, alh respective; p<0.001), dans un délai
peu compatible avec une regression de la fibross.rBsultats similaires ont été décris dans
I'népatite chronique C. La mesure de I'élastogephansitoire était inférieure chez les

patients ayant une activité nécrotico-inflammataingortante (METAVIR A> 2) par rapport

a ceux qui avaient une inflammation minime (14.@& kRersus 6.2 kPa, p=0.04) chez les
patients qui avaient une fibrose sévére (METAWIR) (Vispo, Barreiro et al. 2009). Tous les

biomarqueurs qui utilisent les transaminases daumsformule pour estimer la fibrose du foie

sont susceptibles d'étre influencés par la présehoge activité nécrotico-inflammatoire

importante.

L'estimation de la fibrose par I'élastographi@sitire peut étre également surestimée
en présence d'une cholestase extra-hépatiquergt dangestion vasculaire hépatique. Deux
études ont démontré que les concentrations deultiilie étaient bien corrélées aux valeurs
d'élasticité hépatique en présence d'une lithiaséédocienne (coefficient de corrélation de
Spearman r=0.67 et 0.69, 9 0.05, de facon respective). Ces études ont déeamte
diminution significative de I'élasticité hépatiqaprés le drainage des voies biliaires. La
mesure de I'élasticité du foie est passée de 10.8 kPa et de 7.6 a 5.4 kPa dans ces études
(Millonig, Reimann et al. 2008; Trifan, Sfarti et 2011). La congestion hépatique a cause
d'une décompensation cardiaque droite est un fadtegurestimation de la fibrose hépatique
par I'élastographie transitoire. Initiallement,aas clinique a décrit une réduction dramatique
de I'élasticité du foie aprés transplantation @qde d'un patient qui avait une insuffisance
cardiague en phase terminale (44.3 vs 3.8 kPa;.@80Q) (Lebray, Varnous et al. 2008).

Dans une étude plus récente, I'élasticité du fominsinué pendant I'hospitalisation apres
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l'optimization du traitement de patients qui avaieme insuffisance cardiaque décompensée a

I'inclusion (Colli, Pozzoni et al. 2010).

Selon quelques études la stéatose pourrait irderetiestimation de la fibrose
hépatique par I'élastographie transitoire. Uneeasgiatique portant un faible effectif a mis en
évidence une influence de la stéatose sur la mesurélasticité du foie independemmant du
stade de fibrose (Kim, Choi et al. 2007). D'auteseurs ont décrit un taux de variabilité
inter-observateur plus élevé chez les patientsagaient une stéatose a I'histologie du foie
(Fraquelli, Rigamonti et al. 2007). Une étude dguipe a démontré que I'élasticité du foie
était plus élevée chez les patients qui avaientstéatose hépatique, d'apres le SteatoTest, par
rapport & ceux qui n‘avaient pas de stéatose. ésepce d'une NAFLD a été un facteur
indépendamment associé a la discordance entrebleTEst et I'élastographie transitoire
(Poynard, Ingiliz et al. 2008). Le rationel sciéntie de la surestimation de la fibrose par

I'élastographie serait I'augmentation de I'élastidu foie par l'infiltration graisseuse.

IV-4. Objectifs du travail

Plusieursmarqueurs non invasifs ont été développé pouiriesbn de la fibrose du
foie. Plusieurs facteurs doivent étre pris en cempbur une évaluation correcte de la
performance et lutilisation d'un marqueur non gilvade fibrose. D'abord la biopsie
hépatique, souvent utilisee comme réference danétigles, n'est pas une méthode parfaite.
En plus d'étre une méthode invasive et cOuteuseelir d'échantillonage et la variabilité
inter-observateur sont les principales limites albibpsie hépatique (Bedossa, Dargere et al.
2003; Colloredo, Guido et al. 2003). Les limitesrdéthodes doivent étre considérées dans
I'interpretation et I'utilisation d'un marqueur nionvasif dans la pratique clinique. Des études
sur la variabilité inter-observateur de I'élastphia transitoire ont rapporté des résultats

contradictoires sur la reproductibilité de cettehmée. L'activité nécrotico-inflammatoire, la
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cholestase extra-hépatique et la congestion vaseuldu foie peuvent influencer
I'élastographie transitoire en provoquant des fpositifs. L'hémolyse, I'nyperbilirubinemie
ou l'inflammation systémique sont les facteursuificant I'estimation de la fibrose du foie
par le FibroTest. Enfin, les biomarqueurs qui sgilit les transaminases dans ses formules

peuvent surestimer la fibrose a cause de l'actétEotico-inflammatoire hépatique.

L'objectif principal de cette partie du travail iétdévaluer les limites des marqueurs
non invasifs pour I'évaluation de la fibrose hépati Pour atteint a cet objectif, nous avons
utilisé I'népatite chronique virale C comme modaée maladie chronique du foie dans les
deux premiéres étude. Premiérement, nous avohséréae étude pour évaluer la variabilité
inter-observateur de I'élastographie transitoireeedeux opérateurs expérimentés, chez des
patients inféctés par le VHC. Nous avons égalem@ealué la variabilité de I'APRI et I'impact
de l'activité nécrotico-inflammatoire sur ce bioguur qui utilise l'aspartate transaminase
exprimée en multiple de la normale pour estimdiblase hépatique, chez des patients ayant
une hépatite chronique virale C. Deuxiemement, remes réalisé une étude pour évaluer
l'influence de la stéatose sur l'estimation deideo$e du foie par I'élastographie transitoire

chez les sujets a haut risque d'une NAFLD, ayartiainete de type 2.
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Abstract

Background: Transient elastography based on liver stiffnesssoregnent is a non-invasive
method to assess hepatic fibrosis. However, insaofer variability has led to controversy
over its use in fibrosis evaluation.

Aims: To evaluate the interobserver variation in trartsgtastography in chronic hepatitis C.
Methods: We performed a cross-sectional study, analyzingiriigs from 2 experienced
operators who each assessed 195 patients by tmaesistography on the same day. Liver
stiffness measurement used to define fibrosis stdggsed on METAVIR score, was: <7.1 as
FOF1, 7.1-9.4 as F2, 9.5-12.4, as F3 and >12.4kHa&daWe also assessed interobserver
variation in identification of potential esophageadrices screening based on transient
elastography.

Results: The interobserver intraclass correlation coefficas 0.940 (95%CI 0.863—-0.967)
and measurements made by operators correlatedrfBpeap=0.924P<0.001)]. However,
the median liver stiffness measurement assessdiasbyperators was higher (11.5 vs 9.8
kPaP<0.001). The discordance between operators wasf86&4 least 1 stage of fibrosis and
5% for 2 or more stages. Interobserver reliabiisyues werex=0.61 for fibrosis stages>R
and k=0.80 for cirrhosis. Among the 74 patients determit@ have cirrhosis by at least 1
operator, there was considerable discordance intifa@&tion of those with indication for
esophageal varices screenirgs@lues from 0.13 to 0.61) according to severaiafig.
Conclusion: Although a high correlation of liver stiffness masmment between operators,
interobserver variability of transient elastograptgs not negligible. This method should not
be used as the only screening tool for esophageigles in chronic hepatitis C.

Keywords: HCV; ultrasound; diagnostic; FibroScan
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Introduction

Chronic hepatitis C, one of the main causes obmbr liver disease worldwide,
presents a natural history extremely variable, fnmmimal changes to extensive fibrosis,
cirrhosis and occasional development of hepatdeellicarcinoma (1). The correct
determination of liver fibrosis stage has importamplications for prognostic, therapeutic and
monitoring purposes (2). Liver biopsy has beenohistlly used to stage hepatic fibrosis.
However, this method has been challenged by limieasibility, potential complications,

sampling error and interobserver variability (3).

Several noninvasive markers to stage liver fitwdsive been proposed to replace liver
biopsy (4, 5). Transient elastography by FibroS@ErhoSens, Paris, France) measures liver
stiffness and is one of the most validated nonirveaarkers of liver fibrosis (6). In addition
this method has demonstrated a prognostic valupréatiction of overall mortality and liver-
related outcomes (7, 8). Briefly, a transducer prishnsmits vibrations of mild amplitude and
low frequency (50 Hz) inducing elastic shear wathed propagate through the liver tissue.
Propagation of shear waves is followed using aeatho ultrasound acquisition and its
velocity is measured, that is directly correlatediver stiffness: the stiffer is the tissue, faste
the shear wave propagates. The examination isgsainfast (less than 5 minutes) and can be
easily performed at bedside. The result of the tepresents the median of all valid
acquisitions and ranges from 2.5 to 75.0, expressed kilopascals (kPa) (6).
Feasibility/reliability and interobserver variabjliseems to be major issues of transient
elastography. Few studies evaluated interobsevebiiy of transient elastography, most of

them presenting conflicting results (9-12).

The primary aim of our study was to evaluate thierobserver variability of transient
elastography in patients with chronic hepatitis dhtained in the same day, by two

experimented operators. The secondary aim was #@uae the discordance rate for
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indication of oesophageal varices screening basddaasient elastography using several cut-

offs points for portal hypertension prediction pospd in the literature.

Material and Methods

Study design

This cross-sectional study was conducted on therLnit of the University of the
State of Rio de Janeiro, Brazil. The inclusionesréd were: age older than 18 years and
chronic infection by hepatitis C, characterizedtlwy presence of HCV-RNA in blood serum.
The exclusion criteria were the presence of ascpiasemaker or pregnancy. Two-hundred
and thirty consecutive patients with chronic hdEa€ were invited to participate. A positive
response was obtained in 85% of patients. Therdf@bepairs of exams were realized by two
operators at the same day. Both operators haveedamore than 500 exams previously,
being classified as experienced operators (13)otadbry blood analysis was realized in a
maximal delay of 6 months before or after transedastography. Fatty Liver Index (FLI) was
used to estimate liver steatosis. This biomarkesBMI, waist circumference, GGT and
triglycerides and FIX60 was considered as presence of steatosis (14).

The study protocol was conducted in accordance thighHelsinki Declaration, and
was approved by the local Ethics Committee. Alligyas signed an informed consent upon

enrollment in the study.

Transient Elastography

Transient elastography was performed with FibroS@achoSens, Paris, France),
using the M probe, following a validated proced(6e15). Briefly, the patient was placed in
dorsal decubitus with right arm in maximal abductidhe tip of the probe was placed

perpendicularly on the skin in an intercostal spaicéhe level of the right lobe of the liver,
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usually where liver biopsy would be performed (iiatersection between the xyphoid line
and the median axillary line). The operator, asdidby a time-motion ultrasound image,
located a liver portion free of large vascular snwes where measures would not be
influenced by respiratory phases and acquired asumement. Transient elastography was
considered reliable when the following criteria Hekn met: (i) 10 successful measurements;
(ii) an interquartile range lower than 30% of thedian value; and (iii) a success rate of more
than 60%.(16) Liver stiffness was considered asmkdian of all valid measurements. Non-
applicable liver stiffness measurement was defireed either the presence of valid
measurements that did not meet the above-descobetia (an unreliable test) or total
absence of valid measurements (a failure test).

For each patient, examinations were performetheasame day (one test just after the
other), by two operators who were blinded to chhiand histological data. Examinations
were systematically performed by observer one Wl by observer two. Operators were
blinded to liver stiffness measurement performedhisycolleague and they were instructed to
not give any result to patients during the protocol

Liver fibrosis staging and indication for oesophalyearices screening

Liver fibrosis, estimated by transient elastogsgplias converted to the METAVIR
scoring system (17) as proposed by Caster (15): <7.1 as FOF1; 7.1-9.4 as F2; 9.5-12.4 as
F3 and >12.4 kPa as F4. These cut-offs were preljaalidated (16). Several cut-offs for
prediction of portal hypertension based on the gares of oesophageal varices, published in
the last years ranging from 13.9 to 25.0 kPa, wamnalyzed (18-23). Liver stiffness
measurement higher than the proposed cut-off defitlee potential indication for

oesophageal varices screening.

Statistical Analysis
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Statistical analyses were performed using STAT&igtical packagdor Windows
(2012; StataCorp LP, College Station, TX, USA). @mmous variables were reported as
median (range). Discrete variables were reportedbg®lute and relative frequency. Non-
parametric tests, Mann-Whitney test for quanti&tand Fisher's exact test for qualitative
comparisons, were used. Applicable examinationaibtl by both operators were compared
and assessed by Wilcoxon signed-rank for pairediraoous variables, McNemar for paired
discrete variables and Spearman's rank correlatiderobserver agreement was assessed
using the intraclass correlation coefficient (IGE)d Kappak) index. In addition, the Bland-
Altman graphic was plotted.(24) Significance lewas determined wheR <0.05 assuming

two-tailed tests.

Results

Transient elastography was performed by both éopesran 195 patients [34% male
gender, median age 58 (21-77) years, BMI 26.3 (48.8) Kg/m? and waist circumference
94 (68-127) cm)]. Among the 195 pairs of testsaftatf 390 examinations) there was no
statistical difference in the feasibility betwede ttwo operators. Applicability rate was the
same for both operators: 88.2%. Unreliable test olm®rved in 5.1% vs 4.1% and failure in
6.7% vs 7.7% of our sample ( first vs second operaP = 0.75). Transient elastography was
considered as reliable by both operators in 16568% patients. The median delay between
examinations was 30 (3-219) minutes. Table 1 sunzempatient's characteristics.

The overall interobserver agreement ICC was 0(9820Cl 0.863-0.967). In addition,
the correlation between first and second operats excellent (Spearman's vaje).924, P
< 0.001). Figure 1 graphically displays the relasioip between the results of both tests.

However, we observed an important difference of thedian values of liver stiffness
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measurements between examinations performed byrshand second operator in the paired
patients (11.5 vs 9.8 kPa for th¥ Bperator < 0.001) (Table 2).

Moreover, a not negligible discordance of fibrostaging between operators was
observed by this method. Discordance of at least siage and for two or more stages of
fibrosis was 35% and 5%, respectively (Table 3p@ementary Table S1 summarizes the
factors associated with discordance on fibrosigestaased on liver stiffness measurement.
Interobserver reliability values were=0.51, k=0.61, k=0.72 andk=0.80 for any grade of
fibrosis, for fibrosis stages>R, for fibrosis stages*3 and for cirrhosis, respectively. Bland-
Altman plot showed an acceptable agreement, pliegeohly 7 patients scoring outside the
tramlines (95 per cent limits of agreement of #&hdard deviation) (Figure 2). However, this
graphic highlighted a trend of difference acrossiean rates with a greater disagreement in
higher liver stiffness.

Analyzing 74 patients classified as cirrhosiseast by one operator [median age 61
(30-77) years, ALT 81 (18-307) U/L, platelets cautit3 (57-345) x1¥L], data showed an
important discordance between operators regardiegindication of esophageal varices
screening based on transient elastography.KT'kialues for agreement on the indication of
oesophageal varices screening was poor to modeaaiging from 0.13 to 0.61 according to
the evaluated cut-off (Table 4).

Discussion

In the last years, few papers were published niefgrthe variability of transient
elastography, most of them presenting conflictieguits (9-12). Although this study has
shown an excellent correlation between the two atpes, we should highlight a considerable
interobserver variability of transient elasthognaph

The excellent correlation between operators [IC#2 §95%CI 0.863-0.967p <0.001

and Sperman'p=0.924;P < 0.001] described in our study confirmed the Itssof previous
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publications (9, 10, 12). Furthermore, th@alues for diagnosis of fibrosis stages?K0.61)
and cirrhosis (0.80) showed in our results, wergy \&@milar to those described by others
authors (11).

Fraquelli et al (9), the first authors that evaluated the reprdality of transient
elastography, reported exciting results of an deoelinterobserver ICC of 0.98 (0.977-
0.987) in 200 patients with chronic liver diseasggst of them with chronic hepatitis C
infection. Although description of similar resulB8pursieret al (10) also showed 25% of
discordance of at least one stage of fibrosis. Téletive high discrepancy of fibrosis stage
was also reported by Roed al (12) in a more recent publication (23%). We foumgher
rates of discordance than those described by thesé@ous authors (10, 12). Transient
elastography might be influenced by the etiologyiwer disease (25) and the prevalence of
fibrosis, known as spectrum effect (26). These tmaor factors may explain this difference
among these studies. Our study included exclusivetno-infected chronic hepatitis C
patients most of them with significant fibrosis.r@ersely, Fraquellet al (9) and Boursieet
al (10) included patients with chronic liver diseadaroxed etiologies and Rocat al (12)
enrolled HIV patients, most of them (61%) with higm C co-infection and mild liver
fibrosis.

It is very difficult, even using liver biopsy, teell discriminate adjacent stages of
fibrosis, especially intermediate stages (27). €heigh rates of discrepancy of at least one
stage of fibrosis are not negligible and might uefice the management of patients with
chronic hepatitis C. Distinction between mild angtdsis B2 indicates antiviral treatment in
many countries such as Brazil. In this presentys®id (16.4%) patients were classified as
mild fibrosis by one operator an@F by the other. Furthermore the diagnosis of csi$o
defines the start of hepatocellular carcinoma senge We reported discordance in 16 (9.7%)

patients on the cirrhosis diagnosis between operatmpacting in the hepatocellular
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screening. Thus, at least 25% of our patients whake had impact in their management by
this discordance when using exclusively transiéagtegraphy.

Liver stiffness measurement by transient elasfugrais an accurate non-invasive
marker for cirrhosis diagnosis (28). Several puigd papers have been describing its role on
diagnosis of portal hypertension based on measuneofidiepatic venous pressure gradient or
presence of esophageal varices (18-23). Howevee theno consensus about the best cut-off
point for prediction of oesophageal varices. Furtte no study evaluated the interobserver
variability for indication of varices screening kdson liver stiffness measurements in paired
patients. Thus, the secondary aim of this studytewassess the impact of observer variability
on a potential screening of oesophageal varicegydstrointestinal endoscopy based on
previously published cut-offs. Among six cut-offeoposed in the last decade, we showed
high rates of discrepancy for indication of scregnof oesophageal varices based on liver
stiffness measurement (18-23). Furthermore, oulysteported that th& values for this
purpose were poor to moderate according to thefyteint.

As we showed in our Bland-Altman plot, there wasemd of greater disagreement
across the increasing mean rates of liver stifiné@b® heterogeneous distribution of liver
fibrosis in chronic hepatitis C might explain tipeenomenon. Thus in cirrhotic patients,
especially those of one single test, liver stiffh@seasured by transient elastography must
always be interpreted very carefully by specialsinds. Nowadays, the indication of
oesophageal varices screening should be basedvenakdactors and not only on liver
stiffness measurement by transient elastography.

The variability of the transient elastography t@ghe itself may impacts on the
variability of results. The type of probe, choiddlte intercostal space, patient's fasting status,
angle of probe position and the respiratory phabenvmeasure was acquired may also

influence on liver stiffness measurement. Ingdizal reported a considerable variability on
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liver stiffness according to probe position (29).addition, liver stiffness measurement with
the XL probe has been reported as lower than memmnts using the M probe particularly in
obese patients (30). The interobserver variabilging XL probe has also to be assessed. In
our study the examinations were performed excligiwéh the M probe in a median delay
of 30 minutes and in the same patient's fastingqustaThe probe should be placed
perpendicularly on the reference point (i.e., isgetion between the xyphoid line and the
median axillary line). However, measurement spotsewchosen by the respective operator
during examination and the respiratory phase df @aeasure was not recorded.

One limitation of our study was the absence drliiopsy, or validated blood tests to
assess the impact of observer variability on théopmance of transient elastography for the
diagnosis of advanced fibrosis or cirrhosis. Otimaitations were the absence of assessment
of the impact of hepatic necro-inflammatory activior steatosis on liver stiffness
measurement and the absence of evaluation of theeabserver variability of this method.

A potential criticism would be the recruitmentpatients that responded to a previous
invitation, thus leading to a potential selectioasb Generally patients that respond to a
hospital convocation might be those more attendéibeut their health care. However, our
high response rate (85%) has probably reducegttential bias. Effectively, our prevalence
of advanced fibrosis and cirrhosis was higher thidwers series. It may be a reflex of the real
population of our Liver Unit, in a country in deepment, where patients do not have an
easily access to the health system. In the othmsa,laur high prevalence of advanced fibrosis
and cirrhosis might improve transient elastograpégformance, because low staging grades
of fibrosis were significantly associated with heglrates of disagreement between operators
in previous analyses (9).

Our major strength was the fact that our sample eeanposed exclusively by patients

with chronic hepatitis C infection. Previous stugdibat have evaluated transient elastography
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interobserver variability analyzed patients withrastic liver disease of mixed etiologies.
Liver stiffness measurement accuracy and proposedfts were different according to the
liver disorder (6). Probably, also there is a vi#@iain the interobserver agreement of this
method in different hepatic diseases. Thus thistivagirst study that evaluated this issue in a
homogeneous chronic hepatitis C population. Funtloee, the evaluation of the interobserver
variability for indication of oesophageal varicegeening based on transient elastography
was valorized by the high prevalence of advanoest lilisease in our sample.

The interobserver variability might be due to rptetation of artificial transient
elastography cut-offs. In our study, liver stiffegaeasurements were well correlated between
operators. Among 74 patients diagnosed as cirri{&gis by at least one operator only four
were misclassified as significant fibrosis (F2) amahe as mild fibrosis (FOF1). The major
discrepancy was observed on FO to F2 fibrosis stagleere published cut-offs are extremely
variables. We used the classification system pregdsy Casteraet al (15) for chronic
hepatitis C. However, we observed similar resufisrderobserver variability repeating the
analysis using cut-offs proposed by Zgail al (31) and Fraquellet al (9) (Supplementary
Tables S2-S4). Thus, clinicians should be awarett®interobserver variability of transient
elastography might exist and could impact on mamege of patients with chronic hepatitis
C.

Non-invasive biomarkers can also accurately sliage fibrosis in chronic hepatitis C
(32). The low reliability rate and the interobservariability are major weakness of transient
elastography compared to blood tests. FibroTebr¢SURE LabCorp Burlington, NC, USA)
is the most validated biomarker for the non-invasagsessment of fibrosis stages in patients
with chronic hepatitis C. The combination of Fibest and transient elastography (Elasto-
FibroTest) has significantly higher performances dorhosis diagnosis than FibroTest or

transient elastography alone (33). The associaifdnomarkers with transient elastography
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would minimize the limitations of transient elastaghy and could be useful in clinical
practice.

The high variability of liver stiffness measurerteem cirrhotic patients reinforce that
transient elastography is not ready to replacergaststinal endoscopy for esophageal
varices diagnosis. The indication of varices sdregrshould not be based only on this
method. Therefore, transient elastography resultauld be carefully analyzed by expert
hands, especially in patients with a singlealuation due to the possibility of interobserver
variability.

In conclusion, although liver stiffness measureir@as had an excellent correlation
between the two operators, transient elastograpbyepted an interobserver variability that
may not be negligible. This method should not beduas the only tool to stage fibrosis or

screen of esophageal varices.

Figure legends:

Figure 1. Graphic representing the correlation between tleelitver stiffness measurements
Figure 2. Bland and Altman plot. The solid line represahts mean of the difference of liver
stiffness measurement (LSM) performed by both dpesaThe dashed lines define the limit

of agreement (mean of LSM+2SD)
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Table 1. Baseline characteristics of the patients accordmgapplicability of transient

elastography
. Non-applicable LSM
All Apg)llcable LSl by Fa)lt)least one
_ oth operators P value
(n=195) (n=165) operator
(n=30)

Male gender 66 (34) 58 (35) 8 (27) 0.37
Age, years 58 (21-77) 57 (21-77) 61 (22-72) 0.12
Liver function tests
ALT, U/L 62 (10-426) 66 (13-426) 32 (10-325) 0.001
AST, U/L 49 (19-577) 53 (19-577) 34 (21-405) 0.002

Transaminases > 2 x ULN 53 (36) 50 (39) 3(15) 0.05
Alkaline Phosphatases, U/L 84 (25-523) 82 (25-523) 96 (45-285) 0.55
GGT, U/L 68 (10-999) 74 (12-999) 52 (10-280) 0.07
Metabolic factors
BMI, kg/m?2 26.4 (17.3-46.6) 26.3 (17.3-46.6) 29.5 (18.7-41.1) 0.003

BMI > 30 kg/m? 48 (25) 34 (21) 14 (47) 0.005
Waist circumference, cm 94 (68-127) 93 (68-127) Mx124) <0.001
Hip, cm 100 (77-138) 99 (77-138) 106 (87-124) <00.0
Central obesity 101 (52) 77 (47) 24 (80) 0.001
Fatty Liver Index (FLI) 59 (3-100) 58 (4-100) 64-93) 0.44

Presence of liver steatosis,FLI > 60 69 (49) 58 (47) 11 (61) 0.26
Systolic blood pressure, mmHg 120 (80-150) 120180} 120 (100-120) 0.41
Diastolic blood pressure, mmHg 95 (60-115) 96 (86)1 95 (60-103) 0.86
Fasting glucose, mg/dL 96 (64-289) 95 (64-289) BIF167) 0.79
Triglycerides, mg/dL 95 (22-407) 94 (22-407) 116-@03) 0.13
Total cholesterol, mg/dL 168 (101-282) 167 (1013268 183 (121-282) 0.13
HDL-cholesterol, mg/dL 47 (21-11) 46 (23-103) 48-(P11) 0.80

Data expressed as median (range) or absolute (Bfp@risons were assessed by Mann-Whitney test
for quantitative and Fisher's exact test for gaalie variables. ALT, alanine transaminase; AST,
aspartate transaminase; BMI, body mass index; HE#tty Liver Index; GGT, gamma-
glutamyltransferase; HDL, high density lipoproteMissing data (n): ALT (46); AST (46); AP (47);
GGT (47); FLI (53);blood pressure (128); fastingagise (48); triglycerides (52); total cholestefil )¢

HDL-cholesterol (57)
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Table 2 Characteristics of liver stiffness measuremenfiopemed by both operators

First operator Second operator P value
Liver stiffness , kPa 11.5(4.6 - 75) 9.8 (3.5-66.4) <0.001
Ratio IQR/LSM , % 17.1 (2.9 - 29.2) 16.7 (1.7 - 28.8) 0.35
100% sucess rate 86 (52.1) 81 (49.1) 0.87
Duration, seconds 100 (60 - 274) 91 (58 - 748) 0.91

Data expressed as median (range) or absolute (&hp&risons were assessed by Mann-
Whitney test for quantitative and Fisher's exast ter qualitative variables. IQR, interquartil

range; kPa, kilopascals; LSM, liver stiffness measent.

Table 3 Patient (n) staged for liver fibrosis by transietastography performed by both

operators based on the score system proposed bgr&etsal *>

Second operator

First operator FO-F1 F2 F3 F4 Total, n
FO-F1 34 6 0 0 40
F2 17 5 2 1 25
F3 4 13 10 2 29
F4 0 3 10 58 71
Total, n 55 27 22 61 165
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Table 4. Indication of oesophageal varices screening incifdhotic patients based on

transient elastography according to several puidistut-offs

Study Cut-off (kPa) First operator ~ Second operator P value K values
Kazemiet al'%(2006) 13.9 68 (91.8) 55 (74.3) 0.005 0.13
Vizzutti et af® (2007) 17.6 58 (78.3) 37 (50.0) <0.001 0.43
Casteraet al °(2009) 21.5 43 (58.1) 30 (40.5) <0.001 0.61
Mailk et al*(2010) 20.0 47 (63.5) 31 (41.9) <0.001 0.53
Pritchettet al%(2011) 19.5 49 (66.2) 32 (43.2) <0.001 0.51
Colecchiaet al* (2012) 25.0 33 (44.6) 25 (33.8) 0.06 0.61

Data expressed as absolute (%). Comparisons weessesl by the McNemar test for paired

discrete variables. Castera et*8lcut-offs were used for fibrosis staging based iger|

stiffnessk,
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IV-5-1. Tableaux supplementaires de l'article 1

Supplementary Tables

Supplement to:Interobserver Variability in Transient Elastography Analysis of Patients

with Chronic Hepatitis C

Hugo Perazzo, Flavia F Fernandes, Amanda GomeksCeerra, Renata M Perez, Fatima A
F Figueiredo

Supplementary Table S1Risk factors associated with concordance/discomrlandfibrosis
staging based on liver stiffness measurement betieetwo operators.

Supplementary Table S2.Classification systems proposed by Castétra (15), Ziolet al
(31) and Fraquellet al (9) to assess liver fibrosis by transient elagiphy

Supplementary Table S3.Fibrosis staging by transient elastograghy perfarimeboth
operators using cut-offs proposed by &okl (31) and Fraquelkt al (9)

Supplementary Table S4interobsever agreement between two operators gmgthver
fibrosis using cut-offs proposed by Zigt al (31) and Fraquellet al (9)
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Supplementary Table S1Risk factors associated with concordance/discomrlandibrosis
staging based on liver stiffness measurement batéeetwo operators.

Discordance of
Concordance of

fibrosis stage f.at 'e?‘St ON€ b yalue
(n=107) |brosls stage
(n=58)

Male gender 37 (35) 21 (36) 0.04
Age, years 57 (25-77) 57 (21-73) 0.71
Liver function tests
ALT, U/L 71 (13-426) 61 (16-164) 0.29
AST, U/L 57 (19-577) 46 (20-131) 0.03
Alkaline Phosphatases, U/L 87 (25-523) 76 (28-157) 0.07
GGT, U/L 87 (12-999) 46 (15-213) < 0.001
Metabolic factors
BMI, kg/m2 26.3 (19.6-46.6) 25.8 (17.3-35.2) 0.23

BMI > 30 kg/m?2 24 (22) 10 (17) 0.43
Waist circunference, cm 94 (70-125) 91 (68-127) 70.1
Hip, cm 99 (77-138) 99 (80-115) 0.26
Central obesity 51 (48) 26 (45) 0.73
Presence of liver steatosis,FLI > 60 41 (50) 17 (41) 0.31
Systolic blood pressure, mmHg 120 (100-150) 1201(80) 0.15
Diastolic blood pressure, mmHg 95 (60-115) 97 (69)1 0.58
Fasting glucose, mg/dL 93 (64-289) 97 (67-208) 0.28
Triglycerides, mg/dL 94 (47-407) 91 (22-160) 0.55
Total cholesterol, mg/dL 165 (101-268) 171 (104221 0.87
HDL-cholesterol, mg/dL 49 (21-95) 45 (23-103) 0.45

Data expressed as median (range) or absolute @jefa et al® cut-offs were used for fibrosis staging
based on liver stiffness. Comparisons were assdgst&thnn-Whitney test for quantitative and Fisher's
exact test for qualitative variables. ALT, alantrensaminase; AST, aspartate transaminase; BMy bod
mass index; FLI, Fatty Liver Index; GGT, gamma-tghayltransferase; HDL, high density lipoprotein.
Missing data (n): ALT (46); AST (46); AP (47); GG#7); FLI (53); blood pressure (128); fasting
glucose (48); trglycerides (52); total cholestébdl); HDL-cholesterol (57)
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Supplementary Table S2.Classification systems proposed by Castétra (15), Ziolet al
(31) and Fraquellet al (9) to assess liver fibrosis by transient elagtphy

Transient elastography cut-offs, kPa

Castera et a(15) Zioletal(31) Fraquelli et al(9)

Fibrosis stages, METAVIR score*’

FO-F1 <71 <85 <7.9
F2 7.1-94 85-94 7.9-10.3
F3 95-124 95-144 10.4-11.9
F4 >12.4 >14.4 >11.9

Supplementary Table S3.Fibrosis staging by transient elastograghy perfarimeboth
operators using cut-offs proposed by &ohl (31) and Fraquelkt al (9)

Second operator

First operator FO-F1 F2 F3 F4 Total
Cut-offs proposed byZiol et al (31)
FO-F1 54 4 3 0 61
F2 4 0 0 0 4
F3 12 8 13 1 34
F4 0 0 20 46 66
Total 70 12 36 47 165
Cut-offs proposed byFraquelli et al (9)
FO-F1 45 5 0 1 51
F2 15 8 1 0 24
F3 0 9 2 1 12
F4 1 8 9 60 78
Total 61 30 12 62 165
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Supplementary Table S4:interobsever agreement between two operators gmgthver
fibrosis using cut-offs proposed by Zietl al (31) and Fraquellet al (9)

Cut-offs proposed by  Cut-offs proposed by

Ziol et al (31) Fraquelli et al (9)
Discrepance between operators
Discordance of at least one stage, n (%) 52 (32) (36D
Discordance of two or more stages, n (%) 15 (9) (6)0
Patients classified as F4 by one operator 0 (0) 10 (6)
and K2 by the other, n (%)
Agreement between operatorsk values for
Diagnosis of fibrosis stagesE 0.71 0.70
Diagnosis of fibrosis stages & 0.72 0.76
Diagnosis of cirrhosis (F=4) 0.72 0.76

Data expressed as absolute (%). Interobservebildljavas asses
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IV-5-2. Discussion de l'article 1

L'élastographie transitoire est une des méthodesimvasives les plus utilisées au
monde. Cette méthode a une bonne performance ditague et peut étre utilisée pour prédire
la mortalité globale et d'origine hépatigles études sur la variabilité inter-observateur de
I'élastographie transitoire sont discordantes. lLa@mpére étude a décrit une bonne
reproductibilité avec un coefficient de corrélatiatra-classe de 0.98 (95% IC 0.977- 0.987)
chez 200 patients qui avaient une maladie chronifyutie, la plupart inféctés par le VHC
(Fraquelli, Rigamonti et al. 2007). Malgré une distance d'au moins un stade de fibrose
entre les examens réalisés par deux operateursireepées chez 25% des patients, d'autres
auteurs ont rapporté un coefficient de corrélatitra classe similaire (Boursier, Konate et al.
2008). Un taux de discordance similaire entre f@rateurs pour la classification des patients
a été rapporté dans une autre étude qui a évasugadients inféctés par le VIH (Roca, Resino

et al. 2012).

Notre étude a démontré une concordance génertake les operateurs similaire aux
publications précédentes avec un coefficient deetairon intra-classe de 0.94 (95%CI 0.863-
0.967) et une valeur de kappa (k) de 0.61 et d& @o8r le diagnostic d'une fibroseZet de
cirrhose, respectivement. Cependant, nous avom®mgpun taux de discordance d'au moins
un stade de fibrose plus élevé que ceux rapporégggemment. Le diagnostic d'une fibrose
significative (2 de METAVIR) est prise en compte pour lindicatidiun traitement
antiviral, tandis que le diagnostic de cirrhoserane le dépistage systématique de varices
oesophagiennes et de carcinome hépatocellulaire tadépatite chronique virale (EASL
2010). Dans notre étude, 16% de patients ont @ss€lcomme FOF1 par un operateur et

comme B2 par l'autre opérateur. De plus, 10% de nos patient été considérés comme

cirrhotique par un seul des deux operateurs. Sedgnrésultats, au moins 25% des patients
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auraient une prise en charge clinique difféerentdomction de I'opérateur si I'élastographie

était utilisée comme seul estimateur de fibroséokl

Les résultats contradictoires pourraient étrdigups par I'impact sur I'élastographie
transitoire de la prévalence de la fibrose et dedase de la maladie du foie des patients
inclus dans les differentes études. Notre étudeaué des patients infectés par le VHC, ayant
la plupart une fibrose hépatique significative.Bmanche, les études de Fraquellal et de
Boursieret al ont inclus des patients qui avaient une maladiéotude diverses causes. En
plus I'étude de Roca et al a inclus des patieriéstés par le VIH, 60% co-infectés par le

VHC, mais la plupart ayant une fibrose minime.

La mesure de I'élasticité du foie par I'élastofgmpransitoire est trés performante
pour le diagnostic d'une cirrhose (Gara, Zhao .€2@l3). Plusieurs auteurs ont décrit le rble
de cette méthode non-invasive pour le diagnostithgipertension portale basé sur le gradient
de pression veineuse hépatique ou la présencerdes/aesophagiennes (Kazemi, Kettaneh
et al. 2006; Vizzutti, Arena et al. 2007; Castdm,Bail et al. 2009; Malik, Lai et al. 2010;
Pritchett, Cardenas et al. 2011; Colecchia, Momtreh al. 2012). Cependant, il n'y a pas
encore de seuil bien défini pour prédire I'hnypesten portale par cette méthode. Notre
objectif secondaire a été de comparer la variabiliter observateur pour l'indication d'un
dépistage de varices oesophagiennes basé sutolggshie transitoire en utilisant plusieurs
seuils préalablement publiés. Notre étude a démalas taux élevés de discordance entre les
opérateurs pour l'indication d'un dépistage decearioesophagiennes en utilisant six seuils
différents. Nous avons également rapporté des rabieiconcordance k faibles qui ont varié

de 0.13 & 0.61 pour cette proposition.

La variabilité de I'élastographie transitoire péue due a la réalisation technique de la

méthode. Le type de sonde utilisé, la phase rdepiaet la position de la sonde pendant
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I'acquisition des mesures ainsi que le statut alfeee du patient influencent I'élastographie
transitoire et joue donc un réle important dansef@oductibilité de la méthode. La mesure de
I'élasticité du foie par la sonde XL est significatnent plus baisse que celui mesurée par la
sonde M (de Ledinghen, Wong et al. 2012). Une étledEéquipe a démontré une variabilité
significative de la mesure de I'élasticité du femefonction de la position de la sonde chez 442
patients (Ingiliz, Chhay et al. 2009). La prisar@ntaire peut entrainer une augmentation de
I'élasticité du foie non associée a la fibrose Ligpa (Mederacke, Wursthorn et al. 2009;
Arena, Lupsor Platon et al. 2013). Dans notre étiedeexamens réalisés par les examinateurs
différents ont été réalisés avec la sonde M avecmeédiane, 30 minutes d'écart entre la
premiere et la seconde observation. Les patieotd pas consommeé d'aliments entre les deux
examens. La sonde devrait étre positionnée de faeopendiculaire a la peu sur I'espace
intercostal situé a l'intersection de la xiphoitlele la ligne axillaire médiane. Cependant, la
localisation exacte choisie par I'opérateur poteotfier la mesure de I'élasticité du foie et la

phase respiratoire pendant acquisition des mestosspas été collectées.

Dans notre étude, les mesures entre les opérattamsnt bien corrélées et la
discordance d'au moins deux stades de fibrose fiété. Parmi les 74 patients considérés
comme cirrhotiques par au moins un opérateur, sarle quatre patients étaient classés
comme fibrose significative (F=2) et aucun commierdse minime (FOF1) par l'autre
operateur. En prenant en compte ces données kbildé de I'élastographie transitoire peut
étre associée a l'interprétation artificielle desils pour cette méthode. Dans notre étude, la
fibrose a été estimée en fonction de la classifingproposée par Casteea al, validé pour
I'népatite chronique par le VHC (Castera, Vergmiohl. 2005). Nous avons répété l'analyse
en utilisant d'autres classifications proposéesdiutres auteurs [(Ziol, Handra-Luca et al.
2005) (Fraquelli, Rigamonti et al. 2007)] et laighrlité inter-observateur de la méthode était

similaire (Tableaux supplementaires de l'article).
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L'une des limites de notre étude a été l'absenaoee dbiospie hépatique ou d'un
biomarqueur validé pour évaluer la performance rbatic de I'élastographie transitoire.
Nous n'avons pas évalué non plus lI'impact de &Eaé et de I'inflammation sur la variabilité
interobservateur de la mesure de I'élasticité de. floe point fort de notre étude est le fait
d'avoir inclus uniguement des patients mono-infeptdr le VHC. Les études précédentes ont
évalué la reproductibilité de cette méthode cheg patients qui avaient une maladie
chronique du foie de causes diverses. Comme lampeahce diagnostique et les seuils
proposés pour l'élastographie transitoire ont vamé fonction de la maladie hépatique
évaluée, la reproductibilité de cette méthode peabablement varier aussi en fonction de
I'étiologie de la maldie chronique du foie. Notted® est la premiéere étude qui a-t-il évalué la
variabilité inter-observateur de I'élastographansitoire chez une population homogene des

patients infecté par le VHC.
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Abstract

Background & Aims: The aspartate-to-platelet ratio index (APRI) is aidated, non-

patented blood test for diagnosing fibrosis orhagis in patients with chronic hepatitis C. We
assess the impact of two limitations, the varigpif the upper limit of normal for aspartate
aminotransferase (AST-ULN) and the risk of overeating fibrosis stage due to

necroinflammatory activity.

Methods: The variability of AST-ULN was assessed by an wview of the literature and an
assessment of AST-ULN in 2 control populations 752&lthy volunteers and 393 blood
donors. We assessed the impact of AST-ULN varigioin APRI performance for estimating
fibrosis prevalence and on the Obuchowski meassigundividual data of 1651 patients

with APRI, FibroTest and biopsy.

Results: The overview and the analysis of the control papohs found that ULN-AST
ranged from 26 to 49 IU/L according to gender, bodgss index and serum cholesterol.
When this AST-ULN variability was applied to therchic hepatitis group, the prevalence of
advanced fibrosis and cirrhosis as presumed by AMaRéd (P<0.001) from 34.7% to 68.5%,
and from 11.4% to 32.3%, respectively. This specteffect induced variability in APRI
performance, which could be similar 0.862 (if ASTNE26 IU/L) or lower 0.820 (AST-
ULN>=30IU/L) than the stable FibroTest performan¢@867; P=.35 and P<0.0001
respectively). When applied to 18 acute hepatitipailents, the rate of false positives of

APRI varied from 0% to 61% due to AST-ULN.

Conclusion: The AST-ULN variability is high due to the variéityi of metabolic risk factors
between the different control groups. This varifpihduces a spectrum effect, which could
cause misleading interpretations of APRI perforneafioc the staging of fibrosis, comparisons

of APRI with other non-invasive tests, and estirmatefalse positive rate.
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Keywords: hepatitis C virus; fibrosis; diagnosis
Introduction

The aspartate-to-platelet ratio index (APRIs a validated, non-patented blood test
for diagnosing fibrosis or cirrhosis in patientgtwehronic hepatitis C (CHG)Its advantages

are its low cost, availability, and significant greostic performance for fibrosis staging.

APRI has some well-documented limitations, inahgdiower fibrosis staging and
prognostic performances compared with proprietémpdtests such as FibroTé&tand with

liver stiffness measurement by elastography, ssdnaasient elastography using Fibros&an.

8

Two other limitations have never been re-examt@tie first of these limitations,
which was acknowledged by the inventors of APRl&@rs ago, is uncertainty regarding the
appropriate definition of the upper limit of normir aspartate aminotransferase (AST-
ULN), as serum AST results are expressed as ratitee ULN and not as international units
(IV). This risk of greater interlaboratory variatyl of ULN versus IU has been already
demonstrated in blood donor screening using alaaimi@otransferas€, and in the definition

of drug-induced liver disease (DILY.

The second limitation is uncertainty regarding thiee to include a transaminase in a
fibrosis biomarker panel, which can increase thk of fibrosis staging false positives in case
of necroinflammatory activity flar& This risk has been extensively identified for sient
elastography but not for APRY. ** Furthermore, the non-invasive assessment of
necroinflammatory activity (grade), independent firosis staging, is still important in
patients with CHC, since treatment indication iscdssed in patients without advanced
fibrosis but with moderate or severe necroinflanonagctivity>> Contrary to fibrosis stage,

a high activity grade is associated with a betieslogical response to treatment compared
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with patients with low or no activit§ Lastly, there is a risk of over-interpretationfibirosis
improvement after antiviral treatment, if the impan necroinflammatory activity is not

taken into accourtt.

We aimed to assess the impact of these two liloitst AST-ULN variability and
necroinflammatory activity as a confounding facton APRI diagnostic performance for

fibrosis staging in patients with chronic hepatis
Methods

The Chart flow of populations used to assess Hrability of AST-ULN definition

and its impact on APRI diagnostic performanceseisited in Figure 1.
Variability of ULN definition

We first aimed to estimate the variability of ASIN observed in control
populations. We used two methods: an overview efliferature that recommended AST-
ULN, and an original assessment of AST-ULN in 2tocoinpopulations from our institution

with individual data, which enabled the recommeiustast of Duttaet al.2® to be applied.

Secondly, we assessed the impact of AST-ULN vaitialon APRI performance for
estimating fibrosis stage prevalence accordinghteet definitions of AST-ULN from the

literature: the two extreme range values, and tadiam value.

Thirdly, we assessed the impact of AST-ULN vatigbion APRI performance for
fibrosis staging. The predetermined hypothesis thas ULN variability induced a risk of
spectrum effect that could not be detected by th&lunon-weighted area under the receiver
operating curves (AUROC). Therefore if the spectraffect is not taken into account,

comparisons with other non-invasive methods aréemitng*® %
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Literature review

We searched the references of related ALT overvfetw 22 and PubMed using the
keywords "AST, upper limit normal”, up to Octobe®, 12013. Inclusion criteria for the
studies were as follows: a minimum of 1000 healtbjunteers, with exclusion of chronic
hepatitis C and B, and with a description of themuwharacteristics possibly associated with
AST values: age, gender, daily alcohol consumptamal metabolic factors (body mass index

(BMI), cholesterol, triglycerides and type 2 diadmt

Control populations with individual data (Table hdsupplementary file Tables S1, S2, S3

and S4)

We used two populations of apparently healthy ntdars, in whom risk factors were
prospectively included: blood donors and a studgemeral population. These populations
were part of the FibroFrance project (NCT0192713@hjch included an assessment of

applicability and performance of non-invasive biokeas: 22

The population of blood donors included 393 counsee subjects with AST
measurements. The general population included 7&@isecutive, apparently healthy
volunteers, over 40 years of age. They were reptatee of the French general population
seen for a free screening program in two FrenchaB&ecurity health examination centers,

with 45% declaring prescription drug or over -tlmsat drug use (Table 1).

We pooled these controls and assessed the véyiatsk factors, creating two groups,
one using and the other not using the followingor@mended criteria of Duttat al. for
reference control groupd: normal body weight (lower than 27 kgimno underlying acute
or chronic illnesses (negative for HBsAg, anti-H@Ntibodies, and anti-HIV-antibodies), no

significant alcohol consumption (less than 20 gatdohol per day), and no intake of
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prescription or nonprescription medicines, herlmhpounds, or dietary supplements. These

two groups were named "non-selected controls" artétted controls .
Spectrum effect induced by variability impact oTAS.N variability in CHC patients

When the definition of AST-ULN changes, the APR&lue changes linearly.
Therefore for the same recommended cutoffs, theapeace of fibrosis stage as estimated by
APRI changes, even if the ranking of patients rem#ie same. To demonstrate this spectrum
effect, we calculated the presumed stage distobufMETAVIR scoring system) according
to APRI cutoffs identified by a recent overviéw0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 for F1, F2, F3 and
F4, respectively. In this overview, the definitioh AST-ULN was not discussed. We then
used the Obuchowski measure to take into accoimspiectrum effect? 22 This measure is a
multinomial version of the AUROC. With N categoriet the gold standard outcome (i.e.
histological fibrosis stage) and AUROCSst (the eatenof the AUROC of diagnostic tests for
differentiating between categories s and t) thedbbwski measure is a weighted average of
the N(N-1)/2 different AUROCSt corresponding tothk pairwise comparisons between 2 of
the N categories. Each pairwise comparison betwtsmges was weighted (WAUROC) to take
into account the distance between stages. Finadipg classical non-weighted AUROCSs for
advanced fibrosis and cirrhosis and the Obuchowskasure, we compared the APRI
performance according to the 3 values of AST-ULNoffg, and to those of FibroTest, a
validated biomarker (5-component panel) with predained cutoffs that are not dependent
on the normal values of one component? We used individual patients from previously
published studies on biomarker validation: the EBt@ly? and the Bordeaux cohdtt The

characteristics of these cohorts are summariz&lipplementary File Table S5.

Impact of necrotico-inflammatory grade on fibroasestimated by APRI
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When assessing stiffness measurements with éranglastography in acute viral
hepatitis, we used the individual data publishedArgna et al. to assess the impact of
necrosis and ULN definition on the false positiagerof APRI for the diagnosis of fibrosis.
In order to specifically analyze the impact of A$fie mean platelet count value given by the
authors was used for the APRI assessment at th@n8spof 240, 248 and 256 x0nn,

respectively*
Statistical methods

Comparisons used the Student’s t-test for uniter@alysis, and logistic regression
analysis for multivariate analysis. The non-weightBUROCs were estimated by the
empirical (nonparametric) method of Deloeigal., which is equivalent to the Mann-Whitney
test statistic, and compared using the paired ndéthdo estimate the spectrum bias
potentially induced by the variability in AST-ULNefinition, the weighted AUROCs and the
Obuchowski measures were estimated as previoushyided:® 22 NCSS statistical software

(NCSS, Kaysville, UT, USA) and R software (httpfRE&N.R-project.org) were used.
Results
Literature overview

Out of 181 articles, only two studies were ideetlf that had more than 1000

apparently healthy volunteefs?

One of these studi€s, which included 2340 healthy volunteers, was edetl) as it
only stated: "Subjects were considered to have rabaidiver tests if they were found to have
ALT or AST values above normal range (standardibgdthe Johns Hopkins hospital
laboratory) on their initial laboratory evaluatiofransaminases > 60 IU/L was considered as

2 times normal." Therefore there were no detailsceming the assessment of ULN, which
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was considered to be 30 IU/L. Analyses found maleder, triglycerides200 mg/dl, BMI
>30 and age < 60 years to be factors independesslycaated with transaminase values, but

without differentiating AST from ALT.

Another frequently cited reference was excluddee AST-ULN of the US NHANES
[l laboratory was<37 U/L (37° C) for males and31 U/L (37° C) for females. These cutoffs
were those furnished by manufacturers of the Hitg&7 automated analyzer (Boehringer
Mannheim Diagnostics). Therefore in a virtual p@pn with a gender ratio of one, the
median would be 34 IU/L. There were no details loa $tatistical methods or the control

subjects’ characteristiés.

Only one study satisfied the inclusion critedad was includeé This large
population of Korean blood donors (n= 411,240) medi the AST-ULN as the 95th percentile
in the subpopulations stratified by the four indegent factors (gender, cholesterol and BMI).
The extreme of these AST-ULN ranged from 26 IU/Lwnmen with BMI <23 kg/ri and
total cholesterol <200 mg/dL to 49 IU/L in men wiMI >30 kg/nf and total cholesterol

>240 mg/dL.

According to this overview, three cutoffs (26, &4d 49 IU/L) were used for assessing
the impact of ULN variability for estimating fibrissprevalence, regardless of gender: a low

ULN (ULN-26), a median cutoff (ULN-34) and a highartoff (ULN-49).
Risk factors and AST-ULN in control populationsk{Eal and Figure 1)

Of the 393 non-selected blood donors, 123 (3184¢) &t least one risk factor, and 270

(69%) were selected controls.
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Of the 7521 non-selected controls of the genespufation, which had, as expected,
many more subjects than in the blood donors, 48860) had at least one risk factor and

2585 (34%) were selected controls.

In the non-selected controls, the predetermingkl factors of male gender, BMI and
cholesterol were validated and were all signifibargssociated with AST (P<0.0001 in
multivariate analysis) (Supplementary Table Sl)ingghe same statistical method (95%
percentile), the extreme of the AST-ULN ranged fr8t IU/L in women with BMI <23
kg/m? and total cholesterol <200 mg/dL to 48 IU/L in meith BMI >30 kg/nf and total

cholesterob240 mg/dL (Supplementary Table S2).

In the selected controls (Supplementary Table 8®),following factors were still
associated with elevated AST: male gender (P<0)000gdh triglycerides (P<0.0001), high
cholesterol (P=0.003), high creatinine (P<0.000@) aarbohydrate deficient transferrin

(CDT) (P=0.01).

The extreme of the AST-ULN ranged from 30 1U/Lvimmen with BMI <23 kg/rh
and total cholesterol <200 mg/dL to 37 IU/L in meith BMI >23 kg/nf and total cholesterol

>240 mg/dL (Supplementary Table S2).

Prevalence of Fibrosis stages (METAVIR) as presunyeflPRI according to the definition of

AST-ULN

The chronic hepatitis group included 1651 patigifigure 1). The prevalence of
advanced fibrosis (Stages F2F3F4) and cirrhosig és4presumed by APRI varied from
34.7% to 68.5%, and from 11.4% to 32.3% accordingthie AST-ULN definition,

respectively (Table 2).

Performance of APRI for the staging of fibrosis@cding to the AST-ULN definition
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When applied to the chronic hepatitis group, teefggmance (Obuchowski measure)
of APRI for the staging of fibrosis using biopsy asgold standard varied significantly,
according to the definition of AST-ULN, from 0.820 0.862 (Table 3 and details of

AUROC:s in Supplementary Table S6).

When non-selected controls were used, FibroTasbnpeance was higher than APRI
performance for all AST-ULN cutoffs, except for thawest (ULN-26) (P=0.35). When
selected controls were used, FibroTest performamas higher than APRI performance

(0.867 vs. 0.850; P=0.001), assessed with the bA&3-ULN (30 IU/L) (Table3).
Impact of necroinflammatory grade on fibrosis asneated by APRI

When applied to acute hepatitis C patients, th&®IARte of false positives was the
same for alanine transferase (ALT) measure at fiwadl ULN and APRI cutoffs, and varied
from 61% to 100% at the second sample (50% ALT etes®) and from 0% to 61% at the

third sample, the end of follow-up (Table 4).
Discussion

The APRI is a non-patented biomarker blood teat th widely used for assessing
fibrosis stage in chronic liver disease and is memended in patients with CHC.
Surprisingly, APRI variability has never been assédsdespite the existence of two rational
limitations: 1) the inclusion of AST expressed inNJ which is a recognized source of
artificial interlaboratory discordance for AL and 2) the risk of assessing both fibrosis
and necroinflammatory activity, as this confoundfegture is highly associated with AST

serum activity:’

Variability in AST-ULN definition
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Our results confirmed the wide range of AST-ULNimi#ons in the few articles
identified, from 26 to 49 IU/L. Studies estimatitige prevalence of cirrhosis varied from

11% to 32%, and from 35% to 70% for advanced filstos

Our results were in accordance with the Duattal. recommendations, as the AST-
ULN range was narrowed, reaching 30-37 IU/L in siegé controls versus 31-48 IU/L in non-

selected controls.
Impact on APRI performance

Despite these recommendations of reduced vatighitiey did not prevent the impact
of the remaining ULN variability. Even AST-ULN chges less than five IU/L (30 to 34, or
34 to 37 IU/L) dramatically changed the APRI Obuekki measures, and therefore its
comparison with FibroTest, a blood test that fiygddetermined cutoffs, regardless of the
liver disease (Table 3). As with the ALT and DILéfihitions 28, it is therefore highly
recommended that IU/L and not ULN be used whenrjpmating AST in blood test panéls.

2 |f not re-examined, the conclusions of numerousRAPerformance assessments would be

misleading and unable to be exported to other Ebaes and populations.

As recommended for ALR® 8 it may also be possible to minimize AST-ULN
variability by 1) asking each lab to follow the nudacturers’ recommendations; and 2)
assuring that manufacturers of different analyzstablish the reference interval based on
rigorous criteria and a strictly defined referepogulation. One advantage of some patented
blood tests on APRI is the publication of pre-atiefl and analytical procedures, the

description of control populations and the speatfins of authorized analyzers and kit$%

28

Impact of necrotico-inflammatory grade on fibroasestimated by APRI
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Pathologists succeeded in separating the assessihébrosis stage from activity
grade in a validated scoring system 40 years #frinvention of liver biops$ It seems
hazardous to propose a panel of biomarkers sudhP&d that mixes fibrosis and activity
biomarkers, without an explanation of its limitaiso The results of repeated APRI values
based on the spontaneous cure of acute viral tispatiabled the risk of false positives for
fibrosis staging to be estimated. As expected,ribiswas high at the third sample, despite an
ALT lower than 2 ULN (not defined in this study),itiv 44% to 61% of APRI still not
normalized and >0.5, which could be interpretech asinimal fibrosis stage. Even 37% of
APRI results calculated with an AST-ULN-26 were >which is presumed septal fibrosis.
This is a clinically important limitation in CHC fcstaging FO F1 and F2 in patients with
significant activity. This limitation is not preseim blood tests such as FibroTest, for which a

specific test for grading (ActiTest) was validatesus ALT 12
Limitations

We acknowledge several limitations of our studyjioh is a retrospective study
analyzing 5 prospective groups of subjects. Intawldi data were extracted for the acute viral
group from the publication that gave details onivitial AST values. The strength of the
design however was that it covered a wide spectwifirfibrosis prevalence, from healthy

volunteers without any risk factors to patients wiere previous non-responders.

We focused on the variability of AST in the diéet groups but did not assess the
possible APRI variability attributable to platelebunts, such as acute inflammation or
treatment. Patients in the acute hepatitis grodb fldrosis risk factors were not included, but
no biopsies were performed at the end of follow-apd one hepatitis B patient had an

elevated liver stiffness measurement (10 kPa) tesprmalization of ALE?
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In conclusion, our study observed that the AST-UlaMiability cutoff is high and is
associated with the heterogeneity of metabolic fadtors between the different control
groups. This variability induces a spectrum effeethich could cause misleading
interpretations of APRI performance for the stagaidibrosis, and unfair comparisons of

APRI with other non-invasive tests.
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Figures Legends

Figure 1. Chart flow of populations used to assess the baitiaof AST-ULN definition and

its impact on APRI diagnostic performances
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Table 1. Characteristics of subjects in the healthyolunteers groups

Subjects Blood donors General population All
Non-selected controls (n) 393 7521 7914
AST variability risk factors n (%)
Drug 84 (21.1) 3385 (45.0) 3469 (43.8)
BMI >=28 kg/nf 45 (11.5) 1897 (25.3) 1942 (24.6)
Alcohol >=20g/day 5 (1.3) 1312 (17.5) 1317 (36.7
HBV or HCV 0 (0) 41 (0.6) 41 (0.5)
At least one missing data 0 (0) 31 (0.4) 31)(0.4
Excluded (at least one risk factor) 123 4936 5@D9%)
Selected controls (n) 270 2585 2855 (36.1%)
Characteristics (no risk factor) n (%) or mean (968
Gender male 160 (59.3) 1454 (56.3) 1614 (56.5)
Caucasian NA 2300 (89.0) 2300 (89.0)
Alcohol consumption
None 62 (23.0) 639 (24.7) 701 (24.6)
>0-<20g/day 208 (77.0) 1946 (75.3) 2154 (75.4)
Age, years 33.2 (31.8-34.7) 55.2 (54.9-55.6) 5327-53.6)

Body Mass Index, Kg/m?
AST, IU/L

ALT, IU/L

GGT, IU/L

Total bilirubin, pmol/L
Glucose, mmol/L
Triglycerides, mmol/L
Cholesterol, mmol/L

Creatinine,umol/L

22.8 (22.5-23.1)

25.4 (24.1-26.7)

23.1(21.5-24.7)
19.8 (17.8-21.8)
10.4 (9.7-11.2)
5.5 (5.2-5.9)
1.0 (0.9-1.1)
4.8 (4.7-4.9)

NA

Carbohydrate deficient transferrin (COT) NA

%

CDT Greater than 1.6%

NA

23.7 (23%8)
23.8 (23.5-24.1)
25.1 (24.6-25.6)
30.5 (29.2-31.8)

12.1 (1119-3)
5.4 (5.3-5.4)
1.2 (1.1-1.2)

5.7 (5.7-5.8)

91.0 (90.5-91.5)

1.5 (1.4-1.5)

105 (25.3)

23.6 (23.5-23.7)
23.3@24.2)
24.91(2-25.4)
29.3.(219.5)

11.9 (11.8-12.1)
5.8(5.4)

211.1-1.2)
B76-5.7)
91.0 (90.59)1

1.5 (1.4-1.5)

105 (25.3)
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! Assessed in 415 subjects, ALT, alanine transfe#sS&, aspartate transaminase; BMI, body
mass index; CDT, carbohydrate deficient transfer@&@&T, gamma-glutamyl transferase ;

HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus

Table 2. Prevalence of Fibrosis stages (METAVIR) presumedABRRI according to the

definition of AST Upper limit of the normal (ULNhithe Chronic Hepatitis C group

Stage ULN 26 IU/L ULN 34 1U/L ULN 49 1U/L

APRI Cutoff n % n % n %
<=0.5 FO 135 8.2% 259 15.7% 551 33.4%
0.5< <=1.0 F1 466 28.3% 580 35.1% 550 33.3%
1<<=1.5 F2 344 20.8% 288 17.4% 244 14.8%
1.5<<=2.0 F3 194 11.8% 182 11.0% 116 7.0%
>2.0 F4 512 31.0% 342 20.7% 190 11.5%
Total 1651 100% 1651 100% 1651 100%

APRI, aspartate-to-platelet ratio index; AST, atgtaraminotransferase; ULN, upper limit of

normal.

Differences between stages' prevalences were dlifisant between ULN-26 vs ULN-34

(P<0.0001), ULN-34 vs ULN-49 (P<0.0001), and ULBIA& ULN-49 (P<0.0001).
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Table 3.Performance (Obuchowski measure) of APRI for thgisg of fibrosis according to
the definition of AST ULN compared to FibroTestjngsbiopsy as a Gold Standard in the

Chronic Hepatitis C group (n=1651)

Comparison APRI versus

APRI (n=1651) FibroTest (n=1651)
FibroTest

AST-ULN Measure 95% Cl Measure 95% ClI Z value Rigal
ULN 26 IU/L 0.862 0.858-0.870 0.867 0.859-0.875 0.99 0.35
ULN 30 IU/L 0.85@ 0.842-0.858 0.867 0.859-0.875 3.27 0.001
ULN 34 IU/L 0.839 0.831-0.847 0.867 0.859-0.875 5.48 <0.0001
ULN 37 IU/L 0.833 0.825-0.841 0.867 0.859-0.875 6.74 <0.0001
ULN 49 |U/L 0.820 0.814-0.826 0.867 0.859-0.875 9.39 <0.0001

APRI, aspartate-to-platelet ratio index; AST, atgtaraminotransferase; ULN, upper limit of

normal.

The cutoffs ULN-26, ULN-34 and ULN 49 derived froliterature review; ULN-30 and

ULN-37 derived from selected controls

1 Cutoffs of FibroTest were predetermined and rroiable

2 P<0.0001 for ULN-30 vs ULN-26, and P<0.0001 farNJ30 vs ULN-34

3 P=0.003 between ULN-37 ULN-34, and P<0.0001 foNtB7 vs ULN-49
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Table 4.False positive rate of APRI according to definitmmAST Upper limit of the normal

(ULN) and to necrotico-inflammatory activity in tiheute Hepatitis group

Peak ALT (n=18)

50% decrease ALT (n=18)

<= 2xULNTA(n=18)

APRI ULN-26 ULN-34 ULN-49 ULN-26 ULN-34 ULN-49 ULN-26 UN-34 ULN-49
Cutoff
>0.5 100% (18) 100% (18) 100% (18) 100%  94% 94% 61% 61% 44%
(18) (17) (17) (13) (11) (8)
>1.0 100% (18) 100% 100% 94% 83% 78% 37% 0% 0%
(18) (18) (17) (15) (14) (7) ©) (0)
>1.5 100% (18) 100% 100% 83% 61% 67% 0% 0% 0%
(18) (18) (15) (13) (12) ©) ©) 0)
>2.0 100% (18) 100% 100% 61% 67% 61% 0% 0% 0%
(18) (18) (13) (12) (11) ©) ©) )
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Figure 1.

Control population X
Variability of the definition of Disease population Population at Risk
AST Upper Limit of the Normal Chronic hepatitis C of false positive
AST-ULN
Blood donors General Hepatitis C Hepatitis C EPIC3 Acute Viral Hepatitis
n=393 m::;::" Bordeaux cohort n=663 cohort n=1584 n=18
w 4 Y Y
Healthy volunteers Chronic hepatitis C
non-selected controls n=7914 n=2247
5059 with risk factors Elclud:: R.l' mi;_sli’ng.rbio'pay
BMI<27 No D or or FibroTes
=3 Alcohol <20g/d —> 236/663
123/393 169/1584
4936/7521
Y ¢ v
Selected controls Clironlo "";‘“' ¢ Acute Viral Hepatitis
Group Grou
For AST-ULN choice o e L s For false positive
2005 n= 1651 n=18
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IV-6-1. Tableaux supplementaires de l'article 2

Supplementary Tables: Variability of ULN according to the heterogeneity of control
groups and statistical methods

The change in methods successively used at thep@rblospitalier Pitié-Salpétriere
hospital in Paris, France is an example of howratooies generate the ULN. Between 1993
and 1996, there was a common threshold of 45 IO/LAIST-ULN, which was used both for
males and females. This threshold corresponddtetanean + 2 standard deviations (SD) of a
control population given by the manufacturer anera¢xclusion of the 5% extreme values.
There was no scientific publication describing tbostrol population. In January 1996, the
AST-ULN was based on a study of 2200 apparentijtime&lood donors who were negative
for human immunodeficiency virus, hepatitis B virend hepatitis C virus markers. It
included 1171 men and 880 women. The AST-ULN wad$lZ in women and 32 IU/L in

men. These were determined by the mean +1 SDeftdusion of the 5% extreme values.

Supplementary Table S1.Factors associated with AST and ALT in non-selectedtrols

(n=7914)

Subjects AST ALT
Univariate Multivariate Univariate Multivariate

Drug <0.0001 P=0.21 0.048 0.25
Yes 3469 22 (22-23) 0.0037° 23 (22-23) -0.0049
No 4445 23 (23-23) 23 (23-24)
Gender <0.0001 P <0.0001 <0.0001 <0.0001
Female 3543 21 (21-21) 0.0511 19 (19-20) 0.123
Male 4371 24 (24-24) 27 (26-27)
Alcohol <0.0001 0.01 <0.0001 0.39
>=20g/day 1317 24 (23-24) 0.0096 25 (25-26) 08.0
<20g/day 6569 22 (22-23) 23 (22-23)
Age, years 0.0%(<0.0001}  0.0007 (<0.0001)  0.006 (<0.0001) -0.001 (<0.0001)
Body Mass Index, Kg/m? 0.11 (<0.0001) 0.0021 (<0D0 0.30 (<0.0001) 0.0110 (<0.0001)
Glucose, mmol/L 0.06 (<0.0001) -0.0032 (0.03) ((49.0001) 0.0126 (<0.0001)
Triglycerides, mmol/L 0.12 (<0.0001) 0.0016 (<0.@p0 0.20 (<0.0001) 0.0143 (<0.0001)
Cholesterol, mmol/L 0.05 (<0.0001) 0.0015 (0.002) .050(<0.0001) 0.0127 (<0.0001)
Creatinine, pmol/L 0.18 (<0.0001) 0.0004 (0.003)  200(<0.0001) -0.0001 (0.44)
Carbohydrate deficient 0.19 (<0.0001) 0.0390 (<0.0001) 0.13(0.0001) 020@B0008)

transferrinl , %, n=1104

! P-value “Median (95% CI) ° Regression coefficient * Spearman coefficient In this multivariate model
alcohol consumption is not included
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Supplementary Table S2: value of AST (IU/L) in lowjntermediate or high-risk group

Lowest risk* Intermediate risk? Highest Risk*
95% mean (95%Cl) 95% mean (95% CI) 95% mean (95% CI) n
percentile n percentile n percentile
Non-selected controls 31 21.2 (20.7-21.8) 37 24.6 (24.4-24.9) 48 28.8 (26.3-31.2)
n=7914 n=451 n=7293 n=170
Selected controls 30 21.5(20.6-22.3) 36 23.8 (23.5-24.1) 37 26.4 (25.1-27.6)
n=2855 n=217 n=2303 n=335

! Lowest risk: female, total cholesterol < 200 mgd@&MI < 23 Kg/nf
2 Intermediate risk: not in the extreme groups
3Highest risk: male, >= 240 mg/L and BMI >= 30 Kg/for non-selected

“*Highest risk: male, >= 240 mg/L and BMI >= 23 Kd/for selected
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Supplementary Table S3: Factors still associated i AST in selected controls (declared

less than 20g alcohol per day, BMI <27 kg/frand no drug intake; n=2855)

Characteristics Univariate analysis Multivariate analysis
AST mean (95% CIl) P value Regression coefficient valbe
Gender <0.0001 P<0.0001
Female 21 (21-2%) 0.0364
Male 24 (23-24)
Alcohol 0.20 0.0089 P=0.09
0 22 (22-23)
0< <20g/day 23 (22-23)
Spearman R P value Regression coefficient P value
Age 0.08 <0.0001  0.0009 <0.0001
Body Mass Indek 0.08 0.003 -0.0004 0.69
Glucose 0.06 0.004 -0.0057 0.04
Triglycerides 0.13 <0.0001 0.0143 <0.0001
Cholesterol 0.06 0.002 0.0075 0.003
Creatinine 0.21 <0.0001 0.0010 <0.0001
Carbohydrate deficient 0.09 0.08 0.0273 0.01

transferrif n= 407

> In this multivariate model alcohol consumptiomét included as patients selected declared less2bg/day

® patients selected had BMI <27
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Supplementary Table S4Characteristics of subjects in the healthy volurstggoups

Subjects Blood donors  General All
population
Non-selected controls (n) 393 7521 7914

AST variability risk factors
Drug

n (%) or mean (95% CI)

84 (21.1%) 3385 (45.0%) 3469 (43.8%)

BMI >=28 kg/nf 45 (11.5% 1897 (25.3%) 1942 (24.6%)
Alcohol >=20g/day 5 (1.3%) 1312 (17.5%) 1317.726)
HBV or HCV 0 (0%) 41 (0.6%) 41 (0.5%)

At least one missing data 0 (0%) 31 (0.4%) 3199
Excluded (at least one risk 123 (31%) 4936 5059 (63.9%)
factor)

Selected controls 270 2585 2855 (36.1%)

characteristics (no risk factor)

Gender male (%)
Caucasian
Alcohol consumption
None
>0-<20g/day
Age mean yr (95%Cl)
Body Mass Index
AST
ALT
GGT
Total bilirubin
Glucose
Triglycerides
Cholesterol
Creatinine
Carbohydrate deficient
transferrirl
Greater than 1.6%

160 (59.3%) 1454 (56.3%)
NA 2300 (89.0%)

1614 (5.5
2300 (89.0%)

62 (23.0%)
208 (77.0%)
33.2 (31.8-34.7)
22.8 (22.5-23.1)
25.4 (24.1-26.7)
23.1 (21.5-24.7)
19.8 (17.8-21.8)
10.4 (9.7-11.2)

639 (24.7%) 701 (24.6%)
1946 (75.3%) 2154 (75.4%
55.2 (54.9655. 53.2 (52.7-53.6)
23.7 (23.6-23.8)3.6423.5-23.7)

23.8(23.5-24.1) 23.9 (23.6224

25.1 (24.6-25.6) 24.9 (24.445
30.5(29.2-31.8) 29.5 (23.(6)L9
12.1(11.9-12.3) .a711.8-12.1)

5.5 (5.2-5.9) 5.4 (5.3-5.4) 5.4 (5.3-5.4)
1.0 (0.9-1.1) 1.2 (1.1-1.2) 1.2 (1.2)

4.8 (4.7-4.9) 5.7 (5.7-5.8) 5.7 (5.8)5.

NA 91.0 (90.5-91.5) 91.0 (90.5-91.5)
NA 1.5 (1.4-1.5) 1.5 (1.4-1.5)
NA 105 (25.3%) 105 (25.3%)

! Assessed in 415 subjects
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Supplementary Table S5Characteristics of patients in the chronic hema@tigroups

EPIC3 Bordeaux All

n=1415 n=236 n=1651
Gender male n (%) 986 (70%) 236 (55%) 1115 (68%)
Age mean year (95%Cl) 51 (50-51) 51 (50-53) 51%%)-
Body Mass Index kg/fm 28 (27-28) 25 (24-26) 27 (27-27)
Stage METAVIR biopsy
FO 0 (0%) 4 (2%) 4 (0.2%)
F1 0 (0%) 50 (21%) 50 (3%)
F2 390 (28%) 75 (32%) 465 (28%)
F3 417 (30%) 50 (21%) 467 (28%)
F4 608 (43%) 57 (24%) 665 (40%)
APRI-26 ULN 2.0 (1.9-2.1) 1.9 (1.5-2.3) 1.9 (1.®9.
APRI-49 ULN 1.0 (1.0-1.1) 1.0 (0.8-1.2) 1.0 (1.a:1.
AST 10 /mm® 78 (75-80) 72 (64-80) 77 (74-80)
Platelets 183 (180-186) 211 (201-221) 187 (184-190)
FibroTest 0.66 (0.64-0.67) 0.53 (0.49-0.57) 0.663.65)
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Supplementary Table S6.Paired comparison of weighted AUROC vs adjacengesta

according to definition of AST ULN

APRI FibroTest
Weighted AUROCSs; mean (SE) ULN 26 1U/L ULN 34 IU/L ULN 49 IU/L
F1vs FO 0.612 (0.142) 0.535 (0.139) 0.565 (0.127) 0.580 (0.158)
F2 vs F1 0.530 (0.033) 0.580 (0.034) 0.566 (0.025) 0.513 (0.028)
F3vsF2 0.525 (0.016) 0.513 (0.014) 0.522 (0.012) 0.533 (0.017)
F4 vs F3 0.601 (0.015) 0.547 (0.015) 0.523 (0.013) 0.587 (0.016)

All paired comparisons: Obuchowski ~ 0.862 (0.004)  0.839 (0.004) 0.587 (0.0%6) 0.867 (0.004)
measure

Obuchowski measure included all pairwise compagsacluding the comparisons between
non-adjacent stages.

Significance between Obuchowski measures:

! P<0.0001 for ULN-26 vs ULN-49 and ULN-26 vs ULN-49

? P<0.0001 between ULN-34 and ULN-49

% P<0.0001 between FibroTest and ULN-34 and ULN-R90.35 between FibroTest and

ULN-24;
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IV-6-2. Discussion de l'article 2

L'APRI (Wai, Greenson et al. 2003) est un biomaquwelidé pour le diagnostic d'une
fiborose avancée ou une cirrhose chez les patidattés par le VHC (Chou and Wasson
2013). Les principaux avantages de cette méthodessoperformance diagnostique et son
faible codt, la formule étant sasie sur la conains sérique de I'ASAT et des plaguettes.
Cependant, I'APRI utilise le résultat de I'ASAT Brp en multiple de la limite de la
normale, ce qui peut entrainer une variabilitéridboratoire (Piton, Poynard et al. 1998). De
plus, l'estimation de la fibrose peut étre surestinpar l'activité nécrotico-inflamatoire
hépatique et |'utilisation d'une enzyme de cytolyaes sa formule (Poynard, Munteanu et al.

2010).

Nos résultats ont confirmé le large spectre diniliéh de la limite supérieure de la
normale (LSN) de I'ASAT qui a varié de 26 UI/L aW9L dans les articles publiés identifiés
par une revue systématique de la litterature. Daoise étude le diagnostic d'une cirrhose
(APRI >2.0) ou d'une fibrose avancée (APRI > 1.Beaucoup varié en fonction de la LSN
de 'ASAT. La prévalence de la cirrhose passa@d a 12%, respectivement en utilisant 26
UI/L et 49 UI/L comme LSN de 'ASAT. La prévalendene fibrose avancée a varié de 43%
a 19% en fonction de la LSN de I'ASAT utilisé. Tdas patients qui avaient une hépatite
aigle seraient considérés comme cirrhotiques disami ce biomarqueur pour estimer la
fibrose du foie. La performance diagnostique dudHilest, qui n'utilise pas des transaminases
pour estimer la fibrose, était significativemenpérteure a celle de I'APRI pour tous les seuils

de I'ASAT a I'exception d'une LSN de 26 UI/L.

La limite principale de I'étude était la collectgrospective des données des patients.
L'étude a évalué la variabilité de 'APRI due &daiabilité de I'ASAT par la présence d'une
inflammation. Cependant, notre étude n'a pas pluéva variablité du biomarqueur a cause
de la variabilité des plaquettes comme dans leecddine thrombopénie sous traitement par
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interferon. Le point fort est que I'étude a couvertlarge spectre de prévalence de fibrose
hépatique en allant des volontaires sains auxrgatiaféctés par le VHC non répondeurs aux

traitement antiviraux.
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Abstract
Background: Transient elastography based on liver stiffness somegnent (LSM) and

FibroTest are validated non-invasive methods tesssBver fibrosis.

Aims: To evaluate the impact of hepatic steatosis ar ktiffness in type-2 diabetic patients.

Methods: 142 type-2 diabetic patients, without liver disedsstory and who had been
screened for fibrosis with FibroTest were reinvgsiied using FibroTest and transient
elastography after a 7-year median period. Patieits minor fibrosis(FibroTest<0.48;FOF1
METAVIR) at baseline and without progression durfiejow-up were included. Exclusion
criteria were the presence of advanced fibrosisbr¢Hiest0.48;F2F3F4) or necro-
inflammatory activity (ActiTest0.17;A1A2A3) at the reinvestigation. Patients withinor
fibrosis on FibroTest but with advanced fibrosis toansient elastography{.1kPa) were
considered as LSM overestimation. Severe stea(ed2% hepatocytes) was defined as
SteatoTest0.69, Fatty Liver Index(FLH60, Hepatic Steatosis Index(HS36 or Controlled

Attenuated Parameter(CAR83dB/m.

Results: 102 patients were pre-included [55% male, 62 ydai¥H, 27.6 Kg/m?2; ALT 23U/L,
35% insulin and 53% statin treated]. After exclasai non-applicable LSM by both M and
XL probes(7%), 95 patients were analyzed. Patiewith supposed liver stiffness
overestimation(26%) versus those without had highedian BMI[32.0 vs. 26.6Kg/mZ]; waist
circumference [109 vs. 100cm]; thoracic fold [24g1 18.8mm]; SteatoTest [0.64 vs. 0.48];
FLI [92 vs. 60]; and HSI [46 vs. 38]; aP<0.001. In multivariate analysis|OR(95%CI)],
severe steatosis as per SteatoTest [5.2(1.5-22-®)01], FLI [5.8(1.2-23.6)P=0.03], HSI
[6.4(1.2-35.0)P=0.03] or CAP [7.9(1.4-45.09=0.02] were associated with supposed LSM

overestimation.
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Conclusion: The presence of hepatic steatosis might impaciven stiffness leading to an

overestimation of liver fibrosis by transient etagiaphy.

Key words: transient elastography; type 2 diabetes; diagnosis

120



Introduction

Transient elastography based on liver stiffnesassuement (LSM) is a validated non-
invasive method to assess hepatic fibrosis (1)thisrmethod, a probe is used to transmit a
shear wave, and pulse-echo ultrasound acquisisodone to follow its propagation and
measure its velocity, which is directly correlatedliver stiffness: the stiffer is the tissue,
faster the shear wave propagates (2). It has bedinestablished that necro-inflammatory
activity (3, 4), extra-hepatic cholestasis (5) &edrt failure (6)may influence liver stiffness

measurement, leading to an overestimation of peosis.

FibroTest, ActiTest and SteatoTest are validaiedtharkers to estimate liver fibrosis,
necro-inflammatory activity and steatosis in pasewith non-alcoholic fatty liver disease,
respectively (7). In addition, Fatty Liver IndexL(l (8), Hepatic Steatosis Index (HSI) (9)
and Controlled Attenuated Parameter measureme®P)(CLO) are validated non-invasive

markers to assess liver steatosis

Few studies have been showing increased livefnei$ with higher levels of
steatosis(11-13). Using concordance analysis methag previously observed that non-
alcoholic fatty liver disease and steatosis weso@ated with an increase in liver stiffness
measurement, even after hepatic necro-inflammatctiyity and age were taken into account.
In addition, the effect of steatosis on LSM wasikimwhether steatosis had been assessed by

biopsy, SteatoTest or ActiTest.(14).

To confirm these observations we analyzed the ainpésteatosis in a longitudinal
study of type-2 diabetic patients with repeatedrdilest and SteatoTest. The primary aim
was to evaluate the influence of liver steatossstimated by non-invasive markers, on liver

stiffness measurement.

Material and Methods
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Study design

A cross-sectional study was conducted at the tinstiof Cardiometabolism and
Nutrition (ICAN), Pitié-Salpétriere Hospital, Parisrance. Patients with type 2 diabetes and
repeated liver disease evaluations as per noniuevavarkers (n=142) were eligible to
participate. The inclusion criteria were the pregenf minimal fibrosis (FibroTest <0.48;
METAVIR FOF1) at the beginning of the follow-up, twout progression to advanced fibrosis
(FibroTest0.48; F2F3F4), as estimated by repeated FibroTesu&ions. The exclusion
criteria were: any cause of liver disease othen than-alcoholic fatty liver disease; the
presence of necro-inflammatory activity (ActiTe$t17; A1A2A3) as estimated by ActiTest;
and missing data. The study protocol was conduatecéccordance with the Helsinki
Declaration, and was approved by the local Ethicsn@ittee. All patients signed the
informed consent upon enroliment in the study.

Metabolic factors

Clinical records included the measurements of bodyss index (BMI), waist
circumference, blood pressure, and information watment, alcohol consumption and
smoking. Central obesity was defined as a BMI >3k, or waist circumference 88 cm
in women or> 102 cm in men. The metabolic syndrome was basethernternational
Diabetes Federation criteria (15). Thoracic foldasweements were done using a convex
ultrasound probe and were defined as the distaetveelen the probe and the hepatic capsule
at the intercostal space where liver stiffness maasured.

Liver fibrosis

Liver fibrosis was evaluated by FibroTest (BioPotigdie Paris, France; FibroSURE
LabCorp Burlington, NC, USA) and transient elastqdry based on liver stiffness
measurement by Fibroscan (EchoSens, Paris, FranEdroTest includes serum

concentrations ofu2-macroglobulin, apolipoprotein-Al, haptoglobin,tato bilirubin, and
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gamma-glutamyl transferase (GGT), adjusted foraagkgender. FibroTest was the reference
for fibrosis estimation, and advanced fibrosis (824 according to METAVIR histological
score) (16) was defined as FibroTe6t48 (17). Necro-inflammatory activity was estintate
by ActiTest, a biomarker that includes the same fiemponents of FibroTest plus alanine
transaminase (ALT). The presence of necro-inflanonyatctivity was defined as ActiTest
>0.17. Liver stiffness measurement, which was peréal in fasting patients as previously
described (2), was considered reliable when theviahg criteria had been met: (i) 10
successful measurements; (ii) an interquartile edoger than 30% of the median value; and
(i) a success rate of more than 60% (14, 18)etstiffness was considered the median of all
valid measurements. Non-applicable liver stiffnessasurement was defined as either the
presence of valid measurements that did not meeablove-described criteria, an unreliable
test or total absence of valid measurements, aréatest. The M probe was considered the
standard for liver stiffness measurement analygisvever, in case of non-applicability of the
M probe, liver stiffness measured by the XL prolsswsed for analysis. Advanced fibrosis
(F2F3F4) as per transient elastography was coresidenether LSM>7.1 kPa (19).

Liver Steatosis

Liver steatosis was estimated by SteatoTest (BidiPtive Paris, France; NASH-
FibroSURE, LabCorp, Burlington, NC, USA) (20), F(8), HSI (9) and CAP (EchoSens,
Paris, France) (10).

SteatoTest includes the components of FibroTéss, gerum concentrations of ALT,
fasting glucose, triglycerides and cholesterol, chhare adjusted for age, gender and BMI.
This biomarker was calculated in a secure inforosagilgorithm, and the recommended pre-
analytical and analytical procedures were used. [2l)) includes BMI, waist circumference,
triglycerides and GGT,; HSI used transaminases, BN the presence of type 2 diabetes

adjusted for gender. Both markers were calculatedrding the following formulas:
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FL| = (60.953*In(triglycerides, mg/dl)+0.139*BMI + 0.71846GT) + 0.053*In(waist circumference) - 15.'64% 100
1+ (é).953*ln(triglycerides, mg/dl)+0.139*BMI + 0.718%6GT) + 0.053*In(walist circumference) - 15.345

HSI = 8 x ALT/AST ratio + BMI + 2 (if diabetes) + & female).

CAP measurements, performed as described preyi(2®), were assessed using the
M probe simultaneously and in the same volume \@rlparenchyma as the liver stiffness
measurement. The final CAP was the median of thd waeasurements, and the applicability
criteria for the test were the same as with traris&astography.

The presence of steatosis (>32% hepatocytes) efased as SteatoTes0.69 (20),
FLI >60 (8), HSI=36 (9) or CAP>283 dB/m (10).

Follow-up and overestimation of liver stiffness

Type-2 diabetic patients (n=142) who had beenipusly screened for liver fibrosis
with FibroTest were prospectively followed for adien time of 7 (6-8) years. Patients were
re-evaluated with non-invasive markers of liver réiis (FibroTest and transient
elastography) and steatosis (SteatoTest, FLI, H8I@AP) at the end-of-follow-up. In order
to analyze only those patients who did not havegm@ssion of minor fibrosis
(FibroTest<0.48; FOF1) during the 7-year follow-uplividuals that presented with advanced
fibrosis at baseline and those that had progrefseed minor fibrosis to advanced fibrosis as
per repeated FibroTest during follow-up were exetld=urthermore, patients with ActiTest
>0.17 (A1A2A3) at the end-of-follow-up were also kided in order to eliminate the
influence of hepatic necro-inflammatory activity lorer stiffness (Figure 1).

Patients with minor fibrosis (FibroTest <0.48; BEQen repeated FibroTest over a 7-
year period (ordinary follow-up) but with advanci#orosis on transient elastography (liver
stiffness measuremen7.1 kPa; F2F3F4) were considered to have overestimaf liver
stiffness.

Statistical analysis
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Continuous variables were reported as median @angnd discrete variables as
absolute and relative frequency. Non-parametritstaacluding the Fisher's exact test for
qualitative and the Mann-Whitney test for quanit&atcomparisons, were used. The odds
ratio (OR), together with its 95% confidence in&@r{®5% CI) and the corresponding p value
was calculated for assessment of relative riskaguagistic regression. The multivariate
models were adjusted for confounding factors suesh age, gender, hepatic necro-
inflammatory activity and metabolic factors. In thmeultivariate analysis, steatosis was
estimated by SteatoTest in model 1, FLI in modéi] in model 3 and CAP in model 4. The
Spearman’s test was used to correlate non-invagivearkers of steatosis. The significance
level was determined whdhwas< 0.05, assuming two-tailed tests. Analysis wasqoeréd
using Number Cruncher Statistical Systems 2008 @lG&ysville, UT, USA) and STATA
(2012; StataCorp LP, College Station, TX, USA).

Results

Of the 142 eligible type-2 diabetic patients, @tof 102 patients without progressive
minor fibrosis as estimated by FibroTest in the Tagears were included (55% male, median
age 62 years and BMI 27.6 Kg/m?; 35% insulin-trdaaad 53% using statins). Thirty-eight
patients had a non-applicable liver stiffness mesment using the M probe (23 patients with
failure, and 15 patients with unreliable test).dfiyy a total of 95 patients had an applicable
liver stiffness measurement using the M or XL poffégure 1).

In univariate analysis, the presence of steatasipresumed by the non-invasive
biomarkers, and the presence of metabolic fact@® associated with non-applicability of
liver stiffness measurement using the M probe (@dbhl Central obesity and thoracic fold >
20 mm remained independent factors associated vaithapplicability of the M probe in a
multivariate model adjusted for age, gender, mdialbactors and the presence of steatosis

and necro-inflammatory activity (Table 2). In pate with applicable liver stiffness
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measurement using both probes (n=62), the M protsédged higher median results than the
XL probe [5.9 (3.2-13.6) vs. 5.3 (3.1-19.6) kA®x0.02]. Sixty-one (60%) patients had an
applicable CAP measurement, and factors determi@iaB applicability were the same for
liver stiffness measurement (Supplementary Tableardl S2).

In patients with an applicable LSM using the M Xt probe (n=95), those with
supposed liver stiffness overestimation (n=25) carag with those without were younger (57
vS. 66 years; p<0.01), had higher transaminase (BLVs. 23P=0.01; AST 26 vs. 22 U/L,
P=0.04) and GGT levels (42 vs. 28 UR=0.01), and had higher BMI (32.0 vs. 26.6 Kg/m?;
P<0.001), waist circumference (109 vs. 100 d¢Ps0.001) and thoracic fold measurements
(24.4 vs. 18.8 mm;P<0.001). Furthermore, patients with supposed listiffness
overestimation presented higher rates of severatosie per SteatoTest (44% vs. 11%;
P<0.001), FLI (80% vs. 50942<0.01), HSI (88% vs. 61%2=0.02) and CAP (40% vs. 15%;
P=0.04) (Table 3). SteatoTest, FLI and HSI were agmificantly higher in patients with
supposed overestimation of liver stiffness measargr{Figure 2). Non-invasive markers of
steatosis were highly correlated (SupplementaryleT&). The presence of severe steatosis
as estimated by non-invasive markers was indepdiydessociated with an overestimation of
liver stiffness in multivariate models adjusted faye, gender, necro-inflammatory activity
and metabolic factors (Table 4).

Discussion

This study showed that the presence of steatesstanated by different non-invasive
markers in type 2 diabetic patients leads to amrastenation of hepatic fibrosis based on
liver stiffness measurements, independent of carding factors.

The presence of hepatic necrosis/inflammationnis of the main factors associated
with supposed overestimation (or false-positive)lieér stiffness measurement in chronic

liver diseases. Funegt al. reported a high correlation between transamineseld and liver
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stiffness in patients with chronic viral hepatiq3, 4). Similar results were also observed by
Vispo et al. in patients with chronic hepatitis C virus (23herefore in order to reduce this
confounding activity factor, we excluded patientghwhepatic necrosis/inflammation as
estimated by ActiTest(0.17; A1A2A3). Patients had normal median levelabT, AST and
GGT, and only a few had transaminase levels > tigper limit of normal (ULN). Even in
this highly selected population, patients with spgmgdl overestimation of liver stiffness
measurement presented higher ALT (30 vs. 23 BAQ.01), AST (26 vs. 22 U/LP=0.04)
and GGT levels (42 vs. 28 U/P=0.01). This suggested that steatosis is likelgedhe main
factor of this transaminase elevation. However,multivariate models were also adjusted for
the presence of minimal hepatic activity, as exggddy ALT and GGT levels, to eliminate a
possible influence of hepatic inflammatory activity liver stiffness measurement.

Extra-hepatic cholestasis and vascular hepatiggesiion increase liver stiffness
independent of fibrosis status. In extra-hepatiolestasis, some authors have reported that
liver stiffness measurement significantly corresateith bilirubin levels and decreases after
successful biliary drainage (5). Furthermore, presi studies reported the impact of
decompensated heatrt failure in LSM (6). In our giymhtients had presented normal bilirubin
levels and no clinical signals of cholestasis arh&ilure.

It could be argued that FibroTest underestimate@r lifibrosis rather than an
overestimation as per transient elastography. Hggitan and apolipoprotein-Al levels in the
upper limit and alpha-2 macroglobulin in the lowerit of normal (LLN) are rare but are still
the main factors related to a false-negative ofdHibst (24). Haptoglobin (1.56 vs. 1.49 g/L;
P=0.87), apolipoprotein-Al (1.45 vs. 1.50 g/B=0.20) and alpha-2 macroglobulin levels
(2.72 vs. 1.75 ¢/L;P=0.93) were similar in supposed liver stiffness sueament
overestimation compared to those without. Only fqdeo) patients presented with

haptoglobin in the ULNX3.20 g/L), and no patients had apoliprotein-Alha ULN ¢&2.50
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g/L) or alpha-2 macroglobulin in the LLN@.80 g/L). Analysis results were similar after the
exclusion of patients with extreme haptoglobin ealuNone of our patients were on antibiotic
treatment for systemic infections, which is a ptitdrcause of high haptoglobin levels. None
of them presented with ascites or starvation, whghcauses of low alpha-2 macroglobulin
levels [20]. In addition, the recommended pre-analytical andlydical procedures and
security algorithms were applied (21). All FibroTesvere applicable without warnings, i.e.
an indication of an outlier parameter that mighil¢o a false positive or negative result.

The demonstration that steatosis as estimatedunydifferent validated non-invasive
markers could influence liver stiffness reinforcedr primary hypothesis. Our results
confirmed the recently data by Boursedr al that showed the impact of steatosis on LSM
using liver biopsy as reference (13hese authors reported up to 30% of misclassiGoabi
patients with minor fibrosis as>E by transient elastography in presence of hegéd@tosis.
We are aware that the biomarkers SteatoTest, FiLIHf8l present common parameters and
were highly correlated. However, these biomarkeesgnt distinct calculation formulas and
cut-offs. In addition, steatosis as estimated hyaker based on shear wave propagation,
such as CAP, was also related to an increase en $trffness. The CAP measurement was
non-applicable in 40% of patients, because thissoreanent is not present in the XL probe.
Despite this limitation and the resulting loss t@itistical power, steatosis as estimated by this
marker remained associated with liver fibrosis esémation by transient elastography after
adjusting for confounding factors. Clinicians shibbe aware of the risk of overestimation of
fibrosis by LSM in presence of hepatic steatosisclinical practice, non-invasive markers,
such as SteatoTest, FLI, HSI or CAP should be usegresume steatosis and avoid
misclassification of patients by LSM.

In the present study, we confirmed the factorateel to non-applicability of liver

stiffness measurement by the M probe as previowegigrted (14, 25). De Lédinghexn al.
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reported 18% non-applicability using the M probéhvwB% of failure examinations, in 338
diabetic patients, the majority male, half with ¢éyp diabetes and 10% with BMI >30Kg/m?2
(26). We described higher rates of non-applicab({87%) of the M probe, especially for test
failures (22%). However, our sample was composeaiusiely of type-2 diabetic patients,
mostly female and with one-third presenting with BAM80Kg/m2. In our study, the presence
of steatosis as estimated by biomarkers was natciased with non-applicability of the M
probe in a multivariate model. In addition, simil&ctors related to non-applicable liver
stiffness measurement were described for the CA&sarement. As previously described, the
XL probe was able to “rescue” most patients witim-applicable M probe test and provided
lower liver stiffness measurements than the M pi@ae 28).

The limitations of our study are the absence\arlbiopsy as a gold standard for the
estimation of hepatic lesions and the small patmpulation. However, our sample was
composed of type-2 diabetic patients with normarlifunction tests, in whom performing
liver biopsy might be considered unethical. FibreiTes a validated biomarker for staging
liver fibrosis in patients at high risk of non-alagic fatty liver disease (7) and has low rates
of false-positive/negative results (24). This biokea was calculated in a secured algorithm
(21), and no tests presented warnings for falsaltsesFor liver steatosis, we used four
different validated markers that were replacedchm multivariate model, which was adjusted
for the same confounding factors to evaluate thliance of steatosis on liver stiffness
measurement overestimation. In addition, we aineedvialuate patients with proven minor
fibrosis to improve transient elastography perfanog As a result we included only patients
with no progressive fibrosis in the long-term fellap, thus restricting our sample.

The main strengths of the study are the experiaricthe transient elastography
operator and the inclusion of patients with longrteminor fibrosis (FOF1) and without

hepatic necro-inflammatory activity. Transient ébgsaphy was performed in fasting patients
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by the same experienced operator (>1000 exams3, riaimizing the influence of food
intake (29) and operator effect (25) on liver sgffs. We only included patients that had no
progression of liver fibrosis over a median 7-yeariod in order to have a sample with stable
minor fibrosis. As expected, none of the patiertgetbped liver-related complications during
follow-up, such as ascites, esophageal varicesdinigeor hepatic encephalopathy. In
addition, patients with necro-inflammatory activiag per ActiTest (30) were excluded, and
the multivariate model was adjusted for the presaidransaminases or GGT >1.5x ULN in
order to minimize the influence of hepatic inflantraa on LSM.

In conclusion, this study suggests that the presen hepatic steatosis might have an
impact on liver stiffness, leading to an overestiora of liver fibrosis on transient
elastography. Furthers studies with a represestatample of patients with liver biopsy-

proven non-alcoholic fatty liver disease are nemgst validate this hypothesis.
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Figures Legends

Figure 1. Study flowchart

Figure 2. Hepatic steatosis estimated as non-invasive mari&eatoTest (A), Fatty Liver Index
(B), Hepatic Steatosis Index (C) and ControlleceAttated Parameter (D), according to presence of

supposed overestimation of liver stiffness measergrg 7.1 kPa) by transient elastography.
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Table 1. Patients' characteristics according to liver séffs measurement applicability by the M

probe
All Applicable LSM  Non-applicable LSM
(n=102) (n=64) (n=38) P value
Male gender 56 (55) 37 (58) 19 (50) 0.44
Age, years 62 (42-84) 63 (43-84) 62 (42-79) 0.44
Alcohol consomption, g/day 0 (0-40) 0 (0-40) 0 M2 0.28
Liver function tests
ALT, U/L 23 (10-59) 23 (12-45) 23 (10-59) 0.87
AST, U/L 23 (14-53) 23 (16-48) 23 (12-53) 0.59
Transaminases > 1.5XULN 8 (7.8) 4 (6.3) 4 (10.5) 0.47
GGT, U/L 32 (12-135) 29 (12-122) 34 (5-135) 0.58
GGT > 1.5xULN 8 (7.9) 5(7.8) 3(7.9) 0.99
Total bilirubin, mmol/L 7 (3-30) 7 (3-30) 6 (3-14) 0.40
Markers of steatosis
SteatoTest 0.52 (0.09-0.90)  0.48 (0.07-0.90) 0051/9¢0.90) 0.03
SteatoTest 0.69 20 (19.6) 9(14.1) 11 (29.0) 0.07
Fatty Liver Index 65.3 (0.4-99.9) 53.9 (0.4-98.8) 0.8(3.0-99.9) <0.001
Fatty Liver Index> 60 58 (57) 29 (45) 29 (76) 0.002
Hepatic Steatosis Index 38.8 (29.8-62.4) 37.6 (35.9) 445 (31.2-62.4) <0.001
Hepatic Steatosis Index36 70 (69) 37 (58) 33 (87) 0.002
Metabolic factors
Systolic blood pressure, mmHg 133 (90-183) 130188} 137 (107-176) 0.59
Diastolic blood pressure, mmHg 75 (52-101) 76 (53-101) 74 (52-92) 0.08
Fasting glucose, mmol/L 7.5 (3.4-16.4) 7.5 (3.4-16.4) 8.2 (3.2-14.1) 0.37
Triglycerides, mmol/L 1.3 (0.4-9.8) 1.2 (0.4-9.8) 1.3 (0.6-3.8) 0.42
Total cholesterol, mmol/L 4.2 (2.8-7.4) 4.3 (2.7-7.4) 4.2 (2.8-6.5) 0.91
Insulin treatment 36 (35) 20 (31) 16 (42) 0.27
Statin treatment 54 (53) 33 (52) 21 (55) 0.72
Antiplatelet treatment 30 (29) 15 (23) 15 (39) 0.08
BMI, kg/m? 27.6 (20.5-52.8)  26.1 (19.6-45.3) 334.(-52.8) <0.001
BMI > 30 kg/m2 38 (37) 25 (66) 13 (20) <0.001
Waist circunference, cm 101 (62-150) 100 (78-132) 12 (62-150) <0.001
Waist circunference88 cm
in women or>102cm in men 62 (64) 30 (51) 32 (84) <0.001
Thoracic fold, mm 20.3 (1.4-51.4) 18.5 (1.4-30) 23..4-51.4) <0.01
Thoracic fold > 20mm 51 (52) 24 (38) 27 (77) <0.001
Hypertension 67 (66) 42 (66) 25 (65) 0.98
Dyslipidemia 71 (70) 43 (67) 28 (74) 0.49
Current smoking 15 (14) 13 (20) 2 (5) 0.04

Data expressed as median (range) or absolute @f)p@risons were assessed by Mann-Whitney test
for quantitative and Fisher's exact test for qatilie variables. LSM, liver stiffness measurem@iT,
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alanine transaminase; AST, aspartate transamibkdé; upper limit of normal; GGT, gamma-
glutamyltransferase; BMI, body mass index

Table 2. Risk factors associated with non-applicabilityieér stiffness measurement (LSM) by the M
probe in a logistic regression multivariate model

Non-invasive marker Model 1 Model 2 Model 3
of steatosis SteatoTest> 0.69 FLI > 60 HSI > 36

OR 95%IC P value OR 95%IC P value OR 95%IC P value
Male gender 1.10 0.36-3.36 0.87 1.13 0.37-3.43 0.84 1.31 0.42-4.09 0.64
Age>60 years 1.52 0.50-4.62 0.74 1.47 0.49-4.41 0.49 166 0.55-4.99 0.37

Transaminases

>1.5xULN 0.83 0.14-4.77 0.83 0.87 0.15-4.89 0.87 0.95 0.17-5.23 0.95

GGT > 1.5xULN 1.64 0.24-11.36 0.62 1.68 0.25-11.29 0.60 1.75 0.25-12.23 0.57

Steatosis as per the

) . 1.19 0.32-4.49 0.80 0.99 0.26-3.82 099 284 0.67-12.03 0.16
non-inavsive marker

Thoracic fold > 20mm 3.48 1.20-10.13 0.02 3.57 1.14-11.20 0.03 3.22 1.11-9.34 0.03

Central obesity 464 1.27-16.94 0.02 486 1.13-21.00 0.03 3.37 0.89-12.70 0.07
Hypertension 1.00 0.33-3.05 0.99 0.98 0.32-2.98 0.97 0.83 0.26-2.61 0.75
Dyslipidemia 1.57 0.47-5.22 0.47 1.63 0.51-5.25 041 1.70 0.52-5.55 0.38

N=102. FLI, Fatty Liver Index; HSI, Hepatic Steasokmdex; OR, odds ratio; Cl, confidence interval;
GGT, gamma-glutamyl transferase; ULN, upper linfihormal
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Table 3. Patients' characteristics according to presehsapposed liver stiffness measurement

overestimation

No supposed LSM

Supposed LSM overestimation

overestimation (<7.1 kPa) (27.1 kPa)
(n=70) (n=25) P value
Male gender 36 (51) 15 (60) 0.49
Age, years 66 (43-84) 57 (46-78) 0.002
Alcohol consomption, g/day 0 (0-40) 3 (0-20) 0.49
Liver function tests
ALT, U/L 23 (10-43) 30 (10-59) 0.01
AST, U/L 22 (14-48) 26 (12-53) 0.04
Transaminases > 1.5XULN 4 (5.7) 3(12.0) 0.38
GGT, U/L 28 (12-117) 42 (5-135) 0.01
GGT > 1.5xULN 3(4.3) 5 (20.0) 0.03
Total bilirubin, mmol/L 7 (3-30) 6 (3-21) 0.04
Biomarkers of steatosis
SteatoTest 0.48 (0.07-0.90) 0.64 (0.28-0.90) <0.001
SteatoTest 0.69 8 (11.4) 11 (44.0) <0.001
Fatty Liver Index 59.6 (0.5-96.6) 92.1 (0.4-99.9) 0.601
Fatty Liver Index> 60 35 (50.0) 20 (80.0) <0.01
Hepatic Steatosis Index 38.2 (28.5-53.6) 45.9 (6Q2.2) <0.001
Hepatic Steatosis Index36 43 (61.4) 22 (88.0) 0.02
Metabolic factors
Systolic blood pressure, mmHg 133 (90-183) 131 {160) 0.95
Diastolic blood pressure, mmHg 75 (52-101) 78 (62-93) 0.17
Fasting glucose, mmol/L 7.5 (3.2-14.4) 8.2 (4.1-16.4) 0.36
Triglycerides, mmol/L 1.1 (0.4-9.8) 1.4 (0.6-4.5) 0.01
Total cholesterol, mmol/L 4.3 (2.7-7.4) 4.1 (2.8-6.0) 0.38
BMI, kg/m? 26.6 (19.6-39.9) 32.0 (21.3-49.5) <0.001
BMI > 30 kg/m2 19 (27) 17 (68) <0.001
Waist circunference, cm 100 (78-127) 109 (79-150) 0.081
Waist circunference88 cm
in women or>102cm in men 40 (60) 19 (83) <0.05
Thoracic fold, mm 18.8 (1.4-30.3) 24.4 (1.4-51.4) 0.601
Thoracic fold > 20mm 30 (43) 17 (68) 0.03
Hypertension 47 (67) 15 (60) 0.52
Dyslipidemia 52 (74) 16 (64) 0.33
Current smoking 12 (17) 3(12) 0.75

Data expressed as median (range) or absolute @f)p@risons were assessed by Mann-Whitney test
for quantitative and Fisher's exact test for qatiie variables. LSM, liver stiffness measurem&Rg,
kilopascals; ALT, alanine transaminase; AST, aspartransaminase; ULN, upper limit of normal,

GGT, gamma-glutamyltransferase; BMI, body massxnde



Table 4. Risk factors associated with supposed overestmati liver stiffness measurement

in a logistic regression multivariate model

Non-invasive Model 1

steatosis marker

SteatoTest> 0.69 (a)

OR  95%CI
Male gender 3.79 0.93-15.48
Age>60 years 0.32 0.92-1.13
Transaminases
> 1 5xULN 2.42 0.28-20.95
GGT
> 1.5xULN 3.10 0.46-20.83

Steatosis as per
the non-invasive 5.75
marker

1.46-22.64

Central obesity 2.86 0.71-11.57

Hypertension 1.53 0.44-5.26

Dyslipidemia 0.24 0.06-0.93

P

value

0.06

0.08

0.42

0.25

0.01

0.14

0.50

0.04

Model 2 Model 3
FLI >60 (a) HSI > 36 (a)
OR 95%ClI P OR 95%ClI P OR
value value
462 1.13-18.840.03 6.01 1.52-23.840.01 7.83
0.24 0.07-0.86 0.03 0.30 0.09-1.030600.10
6.10 0.67-56.780.11 4.40 0.58-33.380.15 8.55
3.94 0.60-25.930.15 450 0.71-28.530.11 1.11
524 1.16-23.590.03 6.42 1.18-35.010.03 7.90
1.75 0.37-8.28 0.48 2.39 0.56-10.2@4 2.55
1.45 0.41-5.18 056 1.05 0.31-3.61930 1.05
0.31 0.08-1.20 0.09 0.43 0.12-1.521900.22

Model 4
CAP >283 (b)
95%ClI P
value
0.89-69.14 0.06
0.02-0.62 0.01

0.37-195.65 0.18

0.93-13.39

1.39-45.04

0.35-18.36

0.18-6.29

0.04-1.37

0.93

0.02

0.35

0.96

0.11

(@) n=95; (b) n=61. FLI, Fatty Liver Index; HSI, phic Steatosis Index; CAP, Controlled
Attenuated Parameter; OR, odds ratio; CI, confideimterval; GGT, gamma-glutamyl
transferase; ULN, upper limit of normal
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Figure 1.

Figure 1.

142

with type 2 diabetes and without known liver disease

eligible patients

40 (28%) excluded
9 Advanced fibrosis (FibroTest>=0.48) at baseline
16 Progression to advanced fibrosis during follow-up

>
5 Presence of hepatic necro-inflammatory activity
(ActiTest>=0.17)
10 Missing data
Y

102 patients with minor liver fibrosis (FibroTest < 0.48; FOF1)
after a median period of 7 years

Y

Y Y

M probe
64 (63%) applicable LSM
61 (60%) applicable CAP

95 (93%) applicable LSM 94 (92%) applicable LSM

M or XL probe XL probe

Y

Y

70 (69%) patients with LSM < 7.1 kPa 25 (31%) patients with LSM >=7.1 kPa
no supposed overestimation of liver stiffness supposed overestimation of liver stiffness

139



Figure 2.
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Supplementary Table S1Patients' characteristics according to contraditteenuated parameter (CAP)

applicability
Applicable CAP  Non-applicable CAP
(n=61) (n=41) P value
Male gender 36 (59) 20 (49) 0.31
Age, years 64 (43-84) 62 (42-74) 0.45
Alcohol consomption, g/day 0 (0-40) 0 (0-30) 0.46
Liver function tests
ALT, U/L 24 (12-45) 22 (10-59) 0.45
AST, U/L 24 (17-48) 22 (12-53) 0.33
Transaminases > 1.5xULN 4 (6.6) 4 (9.8) 0.56
GGT, U/L 29 (12-122) 33 (5-135) 0.88
GGT > 1.5xULN 5(8.2) 3(7.3) 0.87
Total bilirubin, mmol/L 7 (3-30) 6 (3-21) 0.16
Markers of steatosis
SteatoTest 0.47 (0.07-0.90) 0.55 (0.12-0.90) 0.05
SteatoTest 0.69 9 (14.8) 11 (26.8) 0.13
Fatty Liver Index 53.9 (0.4-98.8) 80.5 (6.9-99.9) 0.601
Fatty Liver Index> 60 27 (44.3) 31 (75.6) <0.01
Hepatic Steatosis Index 37.5 (28.5-55.7) 44.0 (8Q.1) <0.001
Hepatic Steatosis Index36 35 (57.4) 35 (85.4) <0.01
Metabolic factors
Systolic blood pressure, mmHg 131 (90-183) 136 {1106) 0.76
Diastolic blood pressure, mmHg 76 (57-101) 73 (52-92) 0.11
Fasting glucose, mmol/L 7.5 (3.4-16.4) 7.8 (3.2-14.1) 0.54
Triglycerides, mmol/L 1.2 (0.4-9.8) 1.3 (0.4-3.8) 0.60
Total cholesterol, mmol/L 4.2 (2.7-7.4) 4.2 (2.8-6.5) 0.89
Insulin treatment 20 (33) 16 (39) 0.52
Statin treatment 32 (53) 22 (54) 0.91
Antiplatelet treatment 15 (25) 15 (37) 0.19
BMI, kg/m? 26.0 (19.6-45.3) 33.1(20.8-52.8) <0.001
BMI > 30 kg/m2 11 (18) 27 (66) <0.001
Waist circunference, cm 100 (62-132) 110 (82-150) 0.0e1
Waist circunference88 cm
in women or>102cm in men 28 (46) 34 (83) 0.001
Thoracic fold, mm 18.5 (1.4-30.0) 22.9 (1.4-51.4) 0.4
Thoracic fold > 20mm 24 (41) 27 (69) <0.01
Hypertension 38 (62) 29 (71) 0.38
Dyslipidemia 39 (64) 32 (78) 0.13
Current smoking 13 (21) 2 (5) 0.03

Data expressed as median (range) or absolute @a)p@risons were assessed by Mann-Whitney test for
guantitative and Fisher's exact test for qualitatiariables. CAP, controlled attenuated param@ler, alanine
transaminase; AST, aspartate transaminase; ULp&rdpnit of normal; GGT, gamma-glutamyltransferase
BMI, body mass index
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Supplementary Table S2Risk factors associated with non-applicabilitycohtrolled attenuated parameter

(CAP) in a logistic regression multivariate model

Non-invasive marker
of steatosis

Male gender

Age>60 years

Transaminases

>1.5xULN

GGT > 1.5xULN
Presence of steatosis
Thoracic fold > 20mm
Central obesity
Hypertension

Dyslipidemia

Model 1 Model 2 Model 3

SteatoTest 0.69 FLI > 60 HSI > 36
OR 95%IC P value OR 95%IC P value OR 95%IC P value
1.05 0.36-3.06 0.93 1.04 0.36-3.02 0.94 1.17 0.40-3.46 0.77
1.39 0.49-3.97 0.53 1.40 0.50-3.96 052 146 0.52-4.13 0.48
0.75 0.14-4.10 0.74 0.81 0.15-4.38 0.80 0.81 0.15-4.31 0.80
1.33 0.20-8.75 0.77 1.36 0.21-8.74 0.75 135 0.21-8.77 0.76
1.12 0.30-4.20 0.87 1.23 0.35-4.33 0.75 1.85 0.50-6.85 0.36
2.21 0.80-6.08 0.13 2.09 0.71-6.17 0.18 2.06 0.75-5.66 0.16
4.02 1.22-13.25 0.02 3.69 0.97-14.07 0.06 3.25 0.93-11.30 0.06
1.54 0.53-4.50 0.43 151 0.52-4.37 0.45 138 0.47-4.10 0.56
1.94 0.62-6.12 0.26 1.96 0.64-5.99 0.24 2.03 0.67-6.18 0.21

FLI, Fatty Liver Index; HSI, Hepatic Steatosis IRg®R, odds ratio; Cl, confidence interval; GGTigaa-glutamyl
transferase; ULN, upper limit of normal
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Supplementary Table S3Spearman's correlatiop)(between non-invasive markers of steatosis

SteatoTest P value FLI P value HSI Pvalue CAP Pvalue

SteatoTest %/////{////////////////{//{//{/ //}///}/}///////}//}} 00868 :)00.201 00.39 O<((;.01
HSI 0.68 <0.001 0.81 OOO%///////////////////{/{//f%.BS <0.01

CAP 0.39 <0.01 0.47 <0.001 0.33

FLI, Fatty Liver Index; HSI, Hepatic Steatosis IREAP, controlled attenuated parameter
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IV-7-2. Discussion de l'article 3

La mesure de I'élasciticité du foie par élastogiapransitoire peut étre influencée par
l'activité nécrotico-inflammatoire (Fung, Lai et @010; Fung, Lai et al. 2011), la cholestase extra
hépatique (Millonig, Reimann et al. 2008) et lagestion vasculaire hépatique (Colli, Pozzoni et al.
2010) qui entraine une surestimation de la fibrdeefoie. Cependant, limpact de la stéatose
hépatique sur I'élastographie transitoire est engmonnue. Une étude de I'équipe a démontré une
augmentation de I'élasticité du foie par la stéathsfoie, estimée par le SteatoTest (Poynardlizngi
et al. 2008). Plus récemment, une étude a démdimfl@ence de la stéatose sur I'élastographie
hépatique en utilisant la biopsie comme réfereBori(sSier, de Ledinghen et al. 2013). Cette étude a
rapporté un taux de 30% de surestimation de ladibhépatique par I'élastographie transitoire en
présence d'une stéatose a la biopsie du foie. Nattrde a également démontré que la stéatose
hépatique, estimée par plusieurs marqueurs norsifsyatait independamment associée au faux

positif de I'élastographie transitoire pour I'estifan de la fibrose du foie.

Notre étude a inclus des patients qui avaientiabete de type 2 car la stéatose hépatique est
tres prévalente dans cette population. Afin dectélener les patients avec une fibrose minime et
sans progression, nous avons sélectioné les tmtipm avaient un FibroTest < 0.48 (FOF1 de
METAVIR) déterminé par des examens répetés au coess7 dernieres années. Les patients qui
avaient une activité nécrotico-inflammatoire esenpar I'ActiTest ¥0.17; A1A2A3) ont également
eteé exclus et les modeles multivariés ont été @upbur les concentrations sériques des enzymes
hépatiques pour eliminer l'impact de linflammatisar I'élasticité du foie. Les patients inclus
n‘avaient pas d'ictere ni de signes d'insuffisacemeliaque droite pour exclure l'influence de la
cholestase extra-hépatique et de la congestiombaasesur I'élastographie transitoire.

Au lieu d'une surestimation de la fibrose du fpa I'élastographie transitoire, on avait pu
concevoir une sous-estimation de la fibrose p&ibdeoTest. Les concentrations sériques tres élevées
d'haptoglobine et d'’Apo-Al ou trés faibles d'al@haracroglobuline sont les facteurs associés aux

faux-négatifs du FibroTest (Poynard, Munteanu et 28111). Les concentrations sériques des
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protéines étaient similaires chez les patientsagigient une surestimation présumée de la fibrose pa
I'élastographie transitoire. Seuls 4 patients antales concentrations sériques d'haptoglobine a la
limite supérieure de la normale3.20 g/L) et les résultats étaient similaires loesges patients
étaient exclus. Aucun patient n'avait un traitemgour une infection systémique, la cause la plus
fréequence de concentrations sériques faibles abhgtitine. De plus, aucun patient n'avait une ascite
volumineuse ou une dénutrition, causes d'une coratem sérique faible d'alpha-2-macroglobuline
(Poynard, Ratziu et al. 2005). Les procédures patytiques et analytiques ont été respectées pour |
réalisation du FibroTest (Poynard, Muntenau et2@D8). Tous les examens étaient interprétables
sans présence d&Varning$ avertissant du risque de faux résultats. Ces auatgnsont en faveur
d'une surestimation de la fibrose par I'élastogeaphcontre une par rapport la sous-estimatiorigar
FibroTest.

Le fait que la stéatose hépatique, estimée paarjueurs différents, soit associée au risque
de faux-positif de I'élastographie transitoire feine également notre premiere hypothése. Les 3
biomarqueurs comportaient de parameétres similateiss étaient bien corrélés dans notre étude.
Cependant, la formule de calcul est propre a chagqmearqueur. De plus, I'estimation de la fibrose
par la mesure du CAP, une méthode d'imagérie totale différente des autres biomarqueurs, était
€galement associée a la surestimation de la mdsutélasticité du foie. Comme la mesure du CAP
n'est disponible qu'avec la sonde M, cette métimiéetait pas applicable que chez 40% des patients.
Malgré la perte de puissance statistique due élliston de ces patients, la stéatose estimée far ce
meéthode est restait un facteur indépendant assaciéisque de faux positif de I'élastographie
transitoire.

Les facteurs associés a la non applicabilitéal@stographie transitoire par la sonde M étaient
similaire a ceux rapportés dans d'autres de I'égaipindépendantes (Poynard, Ingiliz et al. 2008;
Castera, Foucher et al. 2010). Les facteurs assadi& non-applicabilité de la mesure du CAP sont
similaires a ceux décrits pour I'élastographieditaire car la stéatose est estimée simultanement a
I'élasticité du foie. Dans notre étude a décrisulex de non applicabilité était plus élevé que dares

étude bordelaise partant sur des patients diale&i(gv% versus 18%) (de Ledinghen, Vergniol et al.
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2012). L'échantillon de I'étude bordelaise étaihposé en majorité par des hommes, diabétiques de
type 1 ayant un IMC < 30 Kg/m2. Dans notre étuamjsnavons inclus des diabétiques de type 2, en
majorité des femmes obéses (IMC > 30 Kg/m?). Emrtavec les résultats précedents, la sonde XL
a permis de résoudre la plupart des examens nolicapps avec la sonde M (de Ledinghen,
Vergniol et al. 2010; de Ledinghen, Wong et al.201

Les limites de I'étude sont lI'absence de biopspatique et I'effectif limité a une centaine de
patients. Notre population était composée de patidiabétiques de type 2 qui avaient pour la plupar
les enzymes hépatiques normales. Il est trés ibffiet discutable pour des raisons éthiques de
réaliser une biopsie hépatique chez ces patieigs Bvons utilisé un biomarqueur, le FibroTest, qui
a été validé pour l'estimation de la fibrose duefehez les patients a haut risque de NAFLD
(Poynard, Lassalilly et al. 2012). Pour I'estimatilenla stéatose nous avons utilisé 4 marqueurs non
invasifs différents qui ont été ajustés pour desifacteurs confondants pour évaluer son impact sur
la surestimation de la fibrose par I'élastograptaiasitoire. Nous avons limité I'effectif & desipats
qui avaient une fibrose minime, confirmée par d&gmninations répétés du FibroTest, a long terme.

Les points forts de notre étude ont été I'expedete I'opérateur qui a réalisé I'élastographie
transitoire et l'inclusion des patients qui avaiene grande prévalence de stéatose et une fibrose
hépatique minime sans progression au cours degniedEs années. Les mesures d'élastographie
transitoire ont été réalisées chez des patierdsrage 12 heures par le méme operateur expérimente
(>1,000 examens) en éliminant l'effet de l'opénatetucelui de l'alimentation sur la mesure de
I'élasticité du foie. L'hypothése d'une fibrose imi@ a été confirmée par le fait qu'aucun patieat n'
développé de complication hépatigue, comme uneeasene encephalopathie hépatique ou une
rupture de varices oesophagiennes, durant latéota suivi. Afin d'éliminer l'influence de I'acitié
nécrotico-inflammation sur I'élastographie traris#onous avons exclu les patients qui avaient un
ActiTest>0.17 (A1A2A3) et nous avons ajusté les elesl multivariés pour la présence d'une

augmentation des enzymes hépatiques.
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Chapitre V - Valeur pronostique du FibroMax chez les sujets a risque d'une stéatopathie non-

alcoolique

V-1. Association entre stéatopathie non-alcooliquéiabéte et dyslipidemie

La NAFLD est intimement associée aux paramétresyddrome métabolique. La prévalence
de la NAFLD est tres élevée chez les patientsratei'une obésité, d'un diabete du type 2 ou d'une
dyslipidémie (Bugianesi, McCullough et al. 2005a prévalence de la NAFLD passe de 27% chez
les patients ayant une glycémie sérique normal8% dhez les patients ayant une intolérance au
glucose et 62% chez ceux qui sont diabétiques @limlkagami et al. 2005). La prévalence de la
NAFLD a été évaluée entre 21% et 78% chez les ngatidiabétiques, soit presque le triple par
rapport a la population générale. Cette préval@ece étre sous-estimée car 80% des patients ayant
une NAFLD ont des transaminases normales (Youn&simnlich et al. 2004; Leite, Salles et al.
2009). Les signes histologiques d'une NASH soraaiés chez 63% a 87% des patients diabétiques
ayant une NAFLD détectée a I'échographie abdomimalea la biopsie hépatique (Gupte,
Amarapurkar et al. 2004; Amarapurka, Amarapurkaalet2006; Prashanth, Ganesh et al. 2009;
Leite, Villela-Nogueira et al. 2011). Ces études @émontré la présence d'une fibrose minime chez
22% a 60% des patients et un stade de fibroSechez 3% a 9% des patients ayant un diabéete de

type 2.

Plus que la moitié des patients ayant une NAFLDume dyslipidémie (Smith and Adams
2011). La NAFLD a été associée aux concentratiéms)igses élevées de triglycerides et de LDL-
cholesterol ou basses de HDL-cholesterol indépendanhde l'insulinorésistance (DeFilippis, Blaha
et al. 2013). Un profile dyslipidémique similaireééé rapporté chez des patients diabétiques qui

avaient une NAFLD (Toledo, Sniderman et al. 20Qgel®tes, Massaro et al. 2010)
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V-2. Stéatopathie non-alcoolique et maladie cardiseulaire

La maladie cardiovasculaire a été la cause prteide 864,480 déces (35% du total) et la
cause secondaire associée a 507,520 déceés peratamdel 2005 aux Etats-Unis. La maladie
cardiovasculaire a été la cause principale de fitértau cours du 20 eme siecle dans ce pays, a
I'exception de l'année 1918 [http://wonder.cdc.gartSQL.html ((NCHS) 2009)]. Les formes les
plus fréquentes de maladie cardiovasculaire santdeplications coronariennes, comme l'infarctus
du myocarde (IDM), I'angor instable et l'insuffisancardiaque. Aux Etats-Unis, les complications
coronariennes sont responsable de 502,000 décelanaont 700,000 associés a un IDM qui
entrainant un cout de 133 milliards de dollars.ugltement 16,8 millions d'’Américains (8,7 millions
d'hommes et 8,1 millions de femmes) ont une maladinarienne documentée. La maladie
cardiovasculaire silencieuse est encore plus peétal
[http://mwww.americanheart.org/presenter.jhtml?idfeart=3000090- (2009)]. En géneral, la maladie
cardiovasculaire est associée aux facteurs deeriggufont partie du syndrome métabolique comme
I'hypertension arterielle, I'obésité, la dyslipidéma consommation tabagique et le diabéte de 2ype
Les complications cardiovasculaires peuvent étriéé€war des mesures préventives primaires,
comme le changement des habitudes de vie (Ebrdragior et al. 2011) et/ou secondaires, comme
le traitement par des statines ou des anti-agrégaatjuettaires (Pande, Perlstein et al. 2011). Le
score de Framigham est le score de réference padirg les complications cardiovasculaires
(Greenland, Alpert et al. 2010). Ce score prenda@npte les concentrations sériques de cholestérol
total et HDL-cholésterol ainsi que Il'histoire d'umgoertension arterielle, d'un diabete de type 2 et
d'une consommation tabagique active ajustés page kt le sexe (Wilson, D'Agostino et al. 1998).
La validation du score de Framingham repose s @éu2,000 publications des 50 dérnieres annéess
(http://www.framinghamheartstudy.org/biblio/indetail). Ce score a été déja validé chez les

patients ayant une NAFLD (Treeprasertsuk, Leveesge. 2012).
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IV-2-1. Stéatopathie non-alcoolique et marquealiashérosclérose

La NAFLD pourrait jouer un réle important dans peocessus d'athérosclerose, ce qui
renforce la possible relation entre la maladie tigpa et les complications cardiovasculaires.
(Marchesini, Brizi et al. 2001) Plusieurs étude$ @pporté I'association entre la NAFLD et les
marqueurs d'athérosclerose comme la présence gleegl@arotidiennes, de plagues coronnariennes

et de la dysfonction cardiaque.

Le scan cardiaque multislice est précis pouru®rdl présence de plaques coronariennes par
le score de calcium des artéres coronaires (CA&l)stiman and Wolff 2003; Budoff, Achenbach et
al. 2006) Ce score est corrélé a la quantificatidale des plagues coronarriennes et reflete dgieis
de complications cardiovasculaires. (Wexler, Brigedat al. 1996) Les patients ayant une NAFLD
ont plus de plaques coronariennes comparés augngattontroles, appariés pour I'age et le sexe.
(Chen, Nien et al. 2010) Le score CAC est signifigement associé a la NAFLD indépendemment
de facteurs confondants, y compris l'aboudancesgu adipeux viscéral (Kim, Choi et al. 2012).
Une association a été raportée entre la NAFLD st dlaques coronariennes vulnérables qui

augmentent le risque des complications cardiovases!| (Akabame, Hamaguchi et al. 2008).

La mesure de I'épaisseur intima-média carotidée(®IMc) en échographie de mode B est
une méthode sensible, non invasive et reproduciilgler identifier et quantifier les maladies
vasculaires a un stade préclinique et évaluersigue cardiovasculaire (Taylor, Merz et al. 2003).
(O'Leary, Polak et al. 1999; Lorenz, Markus et24l07) Plusieurs études ont associé I'EIMc et la
présence de plaques carotidienes avec la NAFLDpem#emment des facteurs métaboliques
(Volzke, Robinson et al. 2005; Gastaldelli, Kozakost al. 2009; Caserta, Pendino et al. 2010;
Kozakova, Palombo et al. 2012) L'association diMkEavec la NAFLD a été confirmée par une
revue systématique qui a évalué 3,497 patientsisndans 7 études. Cette étude a démontré une
augmentation d'au moins 13% de I'EIMc et une pehad plus élevée des plaques carotidiennes
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chez les patients ayant une NAFLD (Sookoian andl@R2008). Une association a aussi été rapporté
entre la séverité de la maladie hépatique et lauraede I'EIMc (Targher, Bertolini et al. 2006). Ce
résultat renforce I'hypothése selon laquelle legepis ayant une stéatohépatite peuvent avoir un

risque plus élevé de complications cardiovascudge rapport a ceux ayant une stéatose simple.

Quelques études ont rapporté la relation enttdA&LD et la dysfonction cardiaque. Une
étude a démontré que la maladie hépatique étaitigéesa I'nyperthrophie ventriculaire gauche et a |
dysfonction diastolique cardiaque (Goland, Shimemnal. 2006; Fotbolcu, Yakar et al. 2010). Les
altérations structurales et fonctionnelles cardesggtaient plus fréquentes chez les patients ayent
NAFLD que chez les individus sains appariés p@agel, le sexe et I'IMC (Hallsworth, Hollingsworth
et al. 2013). Il y a aussi été montré que le dydfonnement cardiaque était corrélé a la sévédtiad
maladie hépatique (Fallo, Dalla Pozza et al. 20&9¥in, la NAFLD a été associée a l'arrythmie

cardiaque (Targher, Mantovani et al. 2013; TargWathusa et al. 2013).

IV-2-2. Stéatopathie non-alcoolique et et compiaad cardiovasculaires

Le diabete de type 2, l'insulino-résistance, kitiéeet la dyslipidémie sont des facteurs de
risque communs a la NAFLD et a la maladie cardiowvksre. Plusieurs études ont été menées pour
évaluer si la maladie hépatique était associéen@aladie cardiovasculaire en raison des ces facteur
de risque communs ou si la NAFLD contribuait agtiemt aux évenements cardiovasculaires
indépendamment des facteurs métaboliques. Un aujiee d'étude a été de déterminer si la stéatose
simple répresente un risque accru de complicatoamdiovasculaires ou si la présence de lésions
necrotico-fibro-inflammatoires hépatiques, commasdia NASH, est nécessaire pour déclencher le

processus d'athérosclérose.

L'influence des composants du syndrome métaboligneme facteurs de confusion dans la
maladie cardiaque ischémique des patients ayanNékd. D reste inconnue (Zhao, Krasuski et al.
2009). Cependant, certaines études ont associ@ldi® hépatique a la maladie cardiovasculaire

indépendamment des facteurs métaboliques (Tarlyteara et al. 2008; Bhatia, Curzen et al. 2012).
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Plusieurs études ont rapporté l'association deAlBLND a la maladie cardiovasculaire en utilisant des
transaminases comme marqueurs inderestgr@dgate markery. La concentration sérique de GGT

a été associée a la mortalité cardiovasculaire daesohorte autrichienne de 163,944 patients (Lee,
Evans et al. 2007). Cette étude a également man&éelation dose-réponse claire entre I'enzyme
hépatique et la maladie cardiovasculaire: l'augatemt d'une unité logaritmique de la GGT
entrainait une augmentation en 60% de la morteditdiovasculaire. D'autres études ont rapporté des
résultats similaires sur la relation entre la G&Tes complications cardiovasculaires, y comprie un
meéta-analyse qui a évalué 10 études (Fraser, Hatrial. 2007). D'autres études ont décrit
l'association d'une autre enzyme hépatique, I'ALATIa maladie cardiovasculaire (Schindhelm,
Dekker et al. 2007; Dunn, Xu et al. 2008; Yun, Sétiral. 2009). Cependant, les enzymes hépatiques

ne sont pas des marqueurs specifiques de stéatakefibrose du foie.

La NAFLD diagnostiquée par I'échographie a eéténiBgativement associée aux
complications cardiovasculaires, comme linfartus myocarde, l'angor instable ou I'accident
vasculaire cérebral ischémique (Hamaguchi, Kojimale2007). La prévalences de complications
cardiovasculaires a été associée a la NAFLD inddgrament des facteurs confondants chez les
patients diabétiques de type 2 (Targher, Bert@iral. 2007). La maladie ischémique coronarienne,
évaluée par angiographie, était plus fréquente d¢bgzpatients ayant une NAFLD que dans la
population génerale (Arslan, Turkoglu et al. 2007). maladie coronarienne était également plus
fréquente chez les patients ayant une cirrhosendage a une NASH que chez les cirrhotiques ayant
une autre étiologie (Kadayifci, Tan et al. 2008JusPrécemment, d'autres études ont confirmé
I'hypothése d'une prévalence plus élevée des cecatiplis cardiovasculaires chez les patients ayant
une NAFLD indépendemment des facteurs métaboliamg, Wong et al. 2011; Stepanova and
Younossi 2012). En conclusion, ces études ontecte@nt démontré |'existence d'une relation entre la

maladie métabolique hépatique et la maladie casdiavaire.
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IV-2-3. Mechanismes de liaison entre la stéatojgahon-alcoolique et la maladie

cardiovasculaire

Dans la pathogenese de la NAFLD-NASH, l'insulis@®&nce entraine une augmentation des
acides gras libres conduisant a une stéatose hepajui représente Idirst hit". En présence d'une
stéatose hépatique, I'activation d'une cascadenmnflatoire associée a une interaction complexe entre
les hépatocytes, le tissu adipeux, les celluleBéé du foie et les cellules de Kupffer (plusieurs
"second hit§ entraine une progression vers la NASH et paséquent ses complications (Day and

James 1998; Jou, Choi et al. 2008).

La possible relation entre la NAFLD et I'athérésobke peut étre associée a la pathogénese et
I'hypothese durhulti-hit", anciennement connue commnaolble-hit. Ce processus complexe prend
en compte linsulinorésistance, le stress oxydantasgmentation des cytokines inflammatoires
(Kotronen, Juurinen et al. 2008). L'insulinorémiste semble étre un facteur essential pour le
dévelopement de la NAFLD et la progression vefdASH suivie d'une cascade cardiométabolique

qui peut entrainer des complications cardiovasmagdiabbrini, Magkos et al. 2009).

La lipolyse du tissus adipeaux viscérale secordairlinsulinorésistance répresente une
importante source d'acides gras libres (Bjornto®90). L'accumulation de graisse dans le foie
entraine une inflammation par la lipotoxicité egmente le stress oxydant provoqué par I'excess
d'acids gras libres (Shoelson, Lee et al. 2006)raence d'acids gras libres est fortement cergelé
l'inflammation et a la fibrose hépatique chez lasegmts ayant une NAFLD (Kotronen, Westerbacka

et al. 2007; Despres, Lemieux et al. 2008; varPa@rten, Milner et al. 2008).

L'inflammation systémique, liée a la circulatiore dnolecules pro-inflammatoires et
athérogenes initialement sécretées par le foiet joeier un rdle décisif dans la relation entre la
NAFLD, l'athérosclerose et la maladie cardiovasoeldlusieurs études ont rapporté l'augmentation
de concentrations sériques des cytokines pro-imflatnires, comme la protéine C réactive, le TNF-

alpha et linterleukine-6, ainsi que des facteurs-thrombotiques comme le fibrinogéne et
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l'inhibiteur de l'activateur du plasminogene chez patients ayant une NASH (Lavie, Milani et al.

2009; Videla, Tapia et al. 2009; Dowman, Tomlingbal. 2010).

Le profii dune dyslipidémie pro-athérogene et nd'u dysfonction endothéliale
devrait également expliquer l'association entreNWWFLD et la maladie cardiovasculaire. La
dyslipidémie pro-athérogene, définie par des camatons sériques élevées de triglycerides et de
LDL-cholésterol associée a une faible concentragénque du HDL-cholésterol, est fortement
corrélée aux complications cardiovasculaires (Gagzi&lennekens et al. 1997). Plusieurs études ont
montré que la NAFLD, spécialement sous la forméad€ASH, pourrait entrainer une dyslipidémie
atherogene (Shoelson, Herrero et al. 2007; Stéfantartzis et al. 2008). Le dysfonctionnement
endothélial, un important facteur dans l'athérosske, a été indépendamment associé a la NAFLD
(Schindhelm, Diamant et al. 2005; Villanova, Mosal&d et al. 2005). En plus, le dysfonctionnement
endothélial était plus accentué chez les patieyaataune NASH que chez ceux ayant une stéatose
simple, ce qui renforce I'hypothése d'une associantre le risque cardiovasculaire et la seveeté

la maladie hépatique (Villanova, Moscatiello et24l05).

La Figure 4 résume les mécanismes qui associeMARLD au risque cardiovasculaire. Ce
schéma met en évidence le role des facteurs mégabs) de l'insulinorésistance, des acids gras
libres et des cytokines inflammatoires, qui peuexgliquer la rélation entre les maladies hépatique

et cardiovasculaire.
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Figure 4. Les mechanismes qui peuvent expliquer la rélagiotmie la stéatose métabolique et la

maladie cardiovasculaire (Article annexe - Peragzal 2014)

V-3. Stéatopathie non-alcoolique et mortalité

La NAFLD semble étre associée a une augmentatidauk de mortalité globale par rapport
a la population génerale, en particulier a causka aealadie cardiovasculaire. Une étude de cohorte
prospective a rapporté une augmentation de 34% dwttalité globale chez les individus ayant une
NAFLD (Adams, Lymp et al. 2005). L'association de NAFLD a la mortalité globale a été
confirmée dans une autre étude de cohorte menéEtats¢Unis. (Ong, Pitts et al. 2008). Une autre
étude a montré une augmentation de 70% du risqueodlité globale chez les patients ayant une
NAFLD par rapport a la population générale (Sodeyp8tal et al. 2010). Des résultats similaires ont
été rapportés chez les patients diabétiques de Z2yagant une NAFLD (Adams, Harmsen et al.

2010).

Cependant, quelques résultats contradictoiresette rélation entre la NAFLD et la mortalité
ont été rapportés. Une étude a démontré que la DAEtait associée a la mortalité globale et la

mortalité d'origine cardiovasculaire seulement damsous groupe de patients agés entre 45 et 54 ans
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(Dunn, Xu et al. 2008). Recémment, une étude padisgen’'a pas montré de relation positive entre la
NAFLD et la mortalité globale ou spécifique danpdgulation générale (Lazo, Hernaez et al. 2011).
Ces resultats ont été confirmés par une étude qdiagnostiqué la stéatose par échographie
abdominale (Kim, Kim et al. 2013). En revanche, ee$eurs ont décrit I'impact de la fibrose

hépatique, évaluée par des marqueurs non-invaddiss la mortalité globale des patients. La
présence d'une fibrose avancée était associémartalité globale et d'origine cardiovasculaireeUn

autre publication a rapporté une prévalence pleséél de la mortalité cardiovasculaire chez les
patients ayant une NAFLD. En revanche, la présateda stéatose n'était pas prédictive des

complications cardiovasculaires (Stepanova and ¥ssir2012).

La plupart des études épidemiologiques ont décnhaladie cardiovasculaire comme l'une
des causes les plus fréequentes de mortalité (Adaynsp et al. 2005; Dunn, Xu et al. 2008; Ong,
Pitts et al. 2008; Dam-Larsen, Becker et al. 2008)maladie cardiovasculaire était la cause le plus
frequente de mortalité chez 173 patients ayantNIRELD prouvée par biopsie hépatique suivis
pendant 13 ans (Rafig, Bai et al. 2009). Ces asitent rapporté un taux de mortalité globale plus
élevé chez les patients ayant une NASH par rapparéux ayant une steatose simple. D'autres
auteurs ont confirmé ces résultats, en rapportataux de mortalité cardiovasculaire doublée dans |
NASH par rapport a la stéatose simple pendant i del 14 ans (Ekstedt, Franzen et al. 2006). Plus
récemment, une étude a confirmé la maladie cardoaaire comme la cause le plus fréquente de
mortalité dans la NAFLD diagnostiquée par biopsie fdie. En revanche, les auteurs n'ont pas

déemontré de différence de mortalité entre NASHée#dtese simple (Stepanova, Rafiq et al. 2013).

Le Tableau 16 résume les principales études pctigps qui ont évalué la relation de la
NAFLD avec la mortalité globale et spécifique. EEngral, la NAFLD semble étre associée a la
mortalité globale, la maladie cardiovasculaire &tarcause de décés le plus fréquente. Cependant,
des études sont encore nécessaires pour établindlice de principales lésions hépatiques, la

fibrose, l'inflammation et la stéatose, dans lataiidé globale et d'origine specifique.
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Tableau 16.Les principales études qui ont rapporté la réhegiotre la stétose métabolique et la mortalitéajbt specifique

Auteurs

(Adams, Lymp et al. 2005)

(Ekstedt, Franzen et al. 2006

(Dunn, Xu et al. 2008)

(Ong, Pitts et al. 2008)

(Rafig, Bai et al. 2009)

(Adams, Harmsen et al. 201(

(Soderberg, Stal et al. 2010)

480

129

7574

11285

173

337

256

Population
(Pays)

Population génerale
(Etats-Unis)

NAFLD associée a
elevation des
transaminases
(Suéde)

Population génerale
(Etats-Unis)

Population génerale
(Etats-Unis)

NAFLD
(Etats-Unis)

Définition de Maladie
NAFLD cardiovasculaire (CV)

imagérie
ou PBH Certificats de décés
PBH Certificats de décés
transaminases,
imagérie ou
PBH Certificats de déces

échographie  Certificats de déces

PBH Certificats de déces

Diabétiques de type 2 échographie oL

(Etats-Unis)

Elevation des
transaminases
(Suéde)

PBH Certificats de déces

PBH Certificats de décés

Suivi
(Ans)

7.6

13.7

8.7

8.7

13

11

24

Résultats
(95% Intervalle de Confiance)

La maladie CV était I'une des causes principalenaigalité; taux de
mortalité globale plus élevé [SMR 1.34(1.003-1.760.03] chez les
patients ayant une NAFLD par rapport a la poputatiénerale

Survie similaire a une population contrble appariertalité globale n'était
pas augmentée en présence d'une stéatose simpvdtiche, les patients
ayant une NASH ont présenté un taux de mortalipétigue et CV plus
élevé par rapport a ceux qui avaient une stéatogses

La NAFLD n'était pas associé a la mortalité glojelR 1.37 (0.98-1.91);
p=0.067]. La mortalité CV était associéé a la NAFRth2z les patients agés
entre 45 et 54 ans [HR 8.43 (2.43-22.72)]

La NAFLD était associée a la mortalité globale [HR38 (1.036-1.041);
p<0.001] et hépatique [HR 9.32 (9.21-9.43); p<0]P04 maladie CV était la
cause le plus fréquente de mortalité

Maladie CV était la cause principale de mortalii#.mortalité globale était
similaire chez les patients ayant une stéatosplsiou une NASH. La
mortalité hépatique était supérieure dans la NASIE mortalité globale
chez les diabétiques ayant une NAFLD.

NAFLD a augmenté le risque de mortalité global® [B12 (1.1-4.2);
p=0.03]. Risque de mortalité d'origine CV similagmatre les patients NAFLL
versus non NAFLD [HR 0.9 (0.3-2.4); p=0.81]

Maladie CV était la cause principale de mortali## NAFLD [SMR
1.69(1.24-2.25)] et la NASH [SMR 1.86(1.19-2.76)h&nt un taux de
mortalité globale plus élevé par rapport a une fadjmn contrdle appariée.
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Continuation de la Table 16.Les principales études qui ont rapporté la réhagiotre la stétose métabolique et la mortalitéajbt specifique

Auteurs
(Année)

(Lazo, Hernaez et al. 2011)

(Calori, Lattuada et al. 2011)

(Kim, Kim et al. 2013)

(Stepanova, Rafiq et al. 2013)

(Angulo P and PR 2013)

Définition de
cardiovasculaire (CV) (ans)

Population génerale

(Etats-Unis) échographie  Certificats de décés

Population génerale Fatty Liver
Certificats de déces

Population génerale

(Etats-Unis) échographie  Certificats de décés

(Etats-Unis) Certificats de décés

Révision des dossiers
(International)

Résultats
(95% Intervalle de Confiance)

NAFLD n'était pas associé a la mortalité global® [B192 (0.67-1.09)];

142% [HR 0.86 (0.67-1.12)] ou d'origine hépatique [@R4 (0.12-3.59)]

La NAFLD était associée a la mortalité globale [HR04 (1.001-
1.007); p=0.03];a la mortalité d'origine CV [HROQ6 (1.000-1.011);
p=0.04] et hépatique [HR 1.037 (1.022-1.053); pQ];

NAFLD n'était pas associée a la mortalité globsl&FLD avec une
fibrose hépatique était associée a la mortalitbajo[HR 1.69 (1.09-

12%3); p=0.02] et d'origine CV [HR 3.46 (1.91-6.256%0.001]

Maladie CV était la cause principale de mortalité mortalité globale
et d'origine CV était similaire entre les patiemysnt une NASH et ceux
avec une stéatose simple. La NAFLD [HR 9.16 (2.889 p<0.001] et
le diabéte du type 2 [HR 2.19 (1.00-4.81); p<0.0fthjent associés a la
mortalité d'origine hépatique

Maladie CV était la cause principale de mortalii# présence de
fibrose hépatique avancée as per des marqueursivasifs était
associé a la mortalité globale: NFS [HR 9.8 (2.7335<0.001]; APRI

8.8 [HR 3.1 (1.1-8.4); p=0.03] et FIB-4 [HR 6.9 (2.3-2]) p=0.001]
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V-4. Objectifs du travail

La NAFLD est trés prévalente chez les patientssebgBoza, Riquelme et al. 2005), les
diabétiques du type 2 (Leite, Salles et al. 269eux qui ont une dyslipidémie (Smith and Adams
2011). Cette maladie hépatique a un large spelihigue qui va de la stéatose simple a la NASH,
jusqu'au stade de cirrhose et ses complicationguldan2002). La NAFLD a été associée a des
marqueurs d'athérosclérose, comme les plaguesidianmies (Sookoian and Pirola 2008) et
coronariennes (Chen, Nien et al. 2010) ainsi gn'aéisque plus élevé d'incidence des complications
cardiovasculaires (Targher, Marra et al. 2008; Bh&urzen et al. 2012). Le score de Framingham,
le score standard pour prédire les complicationdi@aasculaires, a été déja validé dans la NAFLD
(Treeprasertsuk, Leverage et al. 2012). En plussiglirs études ont rapporté l'association de la
NAFLD a la mortalité globale et d'origine cardiogakire (Adams, Lymp et al. 2005) (Ong, Pitts et

al. 2008) (Soderberg, Stal et al. 2010) (Adamsptsan et al. 2010).

La valeur pronostique pour prédire la mortalitéobglle et spécifique de quelques
biomarqueurs a été déja évaluée chez les patigats ane NAFLD. Le Fatty Liver IndeX a été
indépendement associé a la mortalité globale etifgpée d'origine hépatique et cardiovasculaire
(Calori, Lattuada et al. 2011). La présence d'udé-IND, définie par échographie, associée a une
fibrose hépatique avancee, présumé paNFLD fibrosis scoré(NFS) (Angulo, Hui et al. 2007),
par 'APRI (Wai, Greenson et al. 2003) ou le FIBShah, Lydecker et al. 2009), était un facteur de
risque significativement associé a la mortalitébgle et d'origine cardiovasculaire (Kim, Kim et al.
2013). Plus recemment, l'influence de la fibroseatique présumée par des marqueurs non-invasifs
dans la survie globale a été validé dans une étudgcentrique qui a inclus des patients ayant une

NAFLD confirmé par la biopsie hépatique (AngulorRl&R 2013).

La valeur prédictive du FibroTest a été déja \édidlans les hépatites virales C (Ngo,
Munteanu et al. 2006; Vergniol, Foucher et al. 20&il B (Ngo, Benhamou et al. 2008; de

Ledinghen, Vergniol et al. 2013) ainsi que danm#dadie alcoolique du foie (Naveau, Gaude et al.
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2009). Les patients ayant une fibrose hépatiquacde d'aprés le FibroTest, avaient une survie
globale et sans complications d'origine hépatiauiérieure a ceux qui avaient une fibrose minime.
La valeur pronostique du FibroTest a été validésdin cirrhose virale C (FibroTest > 0.74)

(Vergniol, Foucher et al. 2011). En plus, une natalyse a rapporté que la valeur pronostique du
FibroTest était au moins aussi bonne que celleadbidpsie hépatique pour la prédiction de la
mortalité globale (Poynard, Ngo et al. 2011). Brarehe, la valeur pronostique du FibroTest n‘avait

pas été évaluée chez les patients a haut risqune NAFLD.

L'objectif primaire de I'étude était d'évaluenvkdeur pronostique a 10 ans du FibroTest et du
SteatoTest, pour la survie globale, la survie shites d'origine hépatique ou cardiovasculaire, chez
les patients ayant un diabéte de type 2 et/ou ysigpaiémie, deux pathologies fortement associées a

la NAFLD.

Les objectifs secondaires ont été abordé de fapeénifique chez les diabétiques de type 2:
1) évaluer l'association du score de Framingham grésence d'une fibrose hépatique avancée
estimée par le FibroTest, pour la prédiction a & @ complications cardiovasculaires. 2) évaluer
association de la progression de la fibrose hepat a lincidence de complications

cardiovasculaires.
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Abstract

Background & Aims: In cardiometabolic disorders, nonalcoholic fattxet disease is frequent
and presumably associated with increased mortahty cardiovascular risk. We evaluated the
prognostic value of non-invasive biomarkers of divebrosis (FibroTest) and steatosis

(SteatoTest) in such disorders.

Methods: Patients with type 2 diabetes and/or dyslipidewsae prospectively followed for 5 to
fifteen years. The cardiovascular Framingham-risices was calculated; advanced fibrosis and
severe steatosis, were defined by FibroTest>0.48 SteatoTest>0.69, respectively, as

previously established.

Results: 2312 patients were included. During a median Yeligpp of 12 years, 172 patients
(7.4%) died. The leading causes of mortality wenecer (31%) and cardiovascular-related death
(20%). In a multivariate Cox model adjusted for foamders: (i) the presence of advanced
fibrosis was associated with overall mortality B.(4.04-3.03)p=0.03] [hazard ratio (95% CI)]
and liver-related death [100.92 (10.22-996.3%)0.0001]; (ii) severe steatosis was associated
with overall mortality [1.66 (1.18-2.35p=0.004] and cardiovascular-related death [2.631¢1.2
5.73); p=0.02]; (iii) advanced fibrosis at baseline [n=677.92 (1.04-3.55);p=0.04] and
progression to advanced fibrosis during follow-up=127; 4.8 (1.5-14.9)p=0.007] were
predictors of cardiovascular events in typdidbetic patients. In patients with a Framingham-
risk score>20%, the 5-year survival without cardiovascularrggenvas lower when advanced

fibrosis was present [67% (50-3@han when it was absef@6% (82-89)p=0.007.

Conclusion: FibroTest and SteatoTest have prognostic valu@redicting overall survival and
survival without cardiovascular or liver-relatedatie in patients with type 2 diabetes and/or
dyslipidemia. FibroTest predicts cardiovascularnéseand improves the Framingham-risk score

in type 2 diabetes.
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Keywords: cardiovascular risk; mortality; nonalcoholic fatijver disease; non-invasive

biomarkers.

Introduction

Subjects with metabolic disorders such as typéaBetdes or dyslipidemia, have a high
risk of both cardiovascular disease and nonalcohfatity liver disease (NAFLD). NAFLD
begins with steatosis,e. fat accumulation in hepatocytes, and can progreds/er fibrosis,
cirrhosis and/or hepatocellular carcinoma, whiche aassociated with life-threatening
complications [1]. Evidence has accumulated tocatdi that NAFLD was associated with an
increased prevalence of cardiovascular diseaseoaedall mortality, independently of the
classical cardiometabolic risk factors [2].

Historically, the severity of liver diseases has assessed by liver biopsy. However,
the usefulness of liver biopsy as an end-point eranas been challenged by limited feasibility,
adverse effects, sampling error and interobseragability. Non-invasive biomarkers have been
proposed to replace liver biopsy. FibroTest, onethef most widely used markers of liver
fibrosis, has demonstrated a prognostic valueHerprediction of liver-related death in chronic
hepatitis B and C, and in alcoholic liver disea3&]. FibroTest,is equally performant as liver
biopsy for the prediction of overall mortality ihgse diseases [6]. Another marker, SteatoTest,
has been validated as a marker of hepatic steaffdsi8]. So far, the prognostic values of
FibroTest and SteatoTest have not been evaluatBiAiFLD. The strong links between hepatic
and cardiovascular diseases in patients with careliabolic disorders led us to postulate that
these markers would have a global prognostic vialseich populations.

The primary aim of the study was to evaluate tbg/dar prognostic value of FibroTest
and SteatoTest, for overall survival, survival with liver-related death, and survival without
cardiovascular-related death, in patients with t@mbabetes and/or dyslipidemia. The secondary

aim, specifically addressed in type-2 diabeticqrdt, was to determine whether combining the
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Framingham-risk score, which is based on classieatliometabolic risk factors, with the
presence or not of advanced liver fibrosis, asrdeteed by FibroTest, would improve the 5-year
prediction of cardiovascular events, and if thegpession of liver fibrosis was associated with a

higher incidence of cardiovascular events.

Patients and Methods

Study design

A longitudinal observational study of communityskd cohorts was conducted at the
Institute of Cardiometabolism and Nutrition (ICANJjtié-Salpétriere Hospital, Paris, France.
Patients primarily diagnosed with dyslipidemia (odhl, n=1916) or type 2 diabetes (cohort 2,
n=747) followed from January 1999 to December 20i&e eligible to participate (n=2663 in
total). The exclusion criteria were: any other eaosliver disease besides NAFLD, cardiac or
liver transplantation, the absence of follow-up amdsing data.

The study protocol was conducted in accordanck thig Helsinki Declaration, and was
approved by the local Ethics Committee. All patsersigned an informed consent upon
enrollment in the study. The cohorts belong to KIBIRANCE, a program organized in 1997 to
assess the burden of chronic liver diseases incEré@linical trial French registry n°: DRCD-

2013-1 and ClinicalTrials-org n°: NCT01927133).

Evaluation of cardiometabolic risk factors

Clinical records included the measures of bodysmadex (BMI), waist circumference,
blood pressure, and the reports on alcohol consampnhd smoking. Metabolic syndrome was
defined on the basis of the International Diab&ederation criteria [9]. The Framingham-risk
score was calculated using a standard score dhatetvas gender specific, and included age,
blood pressure, total cholesterol, HDL-cholestesohoking and diabetes history [10]. Patients
with a Framingham-risk score < 20% an@0% were classified into a low to moderate andh hig
risk of cardiovascular disease, respectively.

Non-invasive liver biomarkers
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FibroTest, ActiTest and SteatoTest (BioPredictraris, France; FibroSURE LabCorp
Burlington, NC, USA) are algorithms including thersm concentrations @f2-macroglobulin,
apolipoprotein Al, haptoglobin, total bilirubin,dhgamma-glutamyltransferase, adjusted for age
and gender. In addition to these five componensat8Test includes the serum concentrations
of alanine transaminase, fasting glucose, trigigesr and cholesterol, adjusted for age, gender
and BMI, while ActiTest, a biomarker of hepatic r@e/inflammatory lesions, includes alanine
transaminase. The recommended pre-analytical aslgitenal procedures were applied [11]. The
scores of these biomarkers range from 0 to 1.@hibhest scores being attributed to the most
severe lesions. We previously established that rambdh fibrosis (F2F3F4 according to the
METAVIR histological scoring system) [12] could lietermined by FibroTest>0.48[13] and
severe steatosis (>32% of hepatocytes, approximately S2S3 according to the SAF
histological scoring system)[14], by SteatoTes69(7].

Follow-up and outcomes

The duration of follow-up was calculated from tih@&y serum used for the analyses of
liver biomarkers was collected (defining baselin®),the date a non-lethal or lethal event
occurred. This interval was censored at the timasiffollow-up. If several events occurred, the
first one was taken into account.

The mortality rate and incidence of cardiovascelants were determined during follow-
up. The causes of death were collected from thadfr@ational registry, according to the™10
International Classification of Diseases (httpyapvho.int/classifications/icd10/browse/2010).
The codes considered as diagnosis of cardiovasliited death were: ischemic heart diseases
(120 to 125), cardiac arrest (146), heart failut®Q), cerebrovascular diseases (163 and 164) and
cardiogenic shock (R57.0). The codes for livertedladeath were: liver fibrosis and cirrhosis of
liver (K74), nonalcoholic steatohepatitis (K75.8rtal hypertension (K76.6), oesophageal
varices bleeding (185.0), hepatocellular carcinof@22.0) and cholangiocarcinoma (C22.1).
Death coded as R99 (other ill-defined and unspegtiauses of mortality) was considered as

unknown cause of death. The survival curve of tlem&h population was calculated on the basis
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of age, gender, follow-up period and conditionalbabilities of death from official published
census tables [15].

Type-2 diabetic patients from cohort 2 were evi@dafor cardiovascular eventse.
myocardial infarction, unstable angina, coronaryplbgs (either angioplasty or surgical) and
stroke. Information on treatments and cardiovasca@ents was collected by a trained
investigator (HP) based on an extensive revievh@fhedical records, an interview with patients
and their primary care physicians. In addition, ttwonary angiography database of the
Cardiology Department was manually screened to tiiyeimterventional procedures. The
analysis of liver biomarkers was repeated in theegeents, during follow-up.

Statistical analysis

Continuous variables are reported as mean + stdmdsiation if normally distributed or
as median (range) if not. Discrete variables apented as absolute and relative frequency. The
Chi-square or Fisher's exact tests were used falitgtive comparisons. The analysis of
variance, Kruskal-Wallis, Students or Mann-Whitney tests were used for quantitative
comparisons. The Kaplan-Meier curves were plotted the log-rank test was calculated for
univariate analysis. We used the time-dependent @oportional hazard model for uni and
multivariate analyses after checking that the manables verified the proportional-hazard
assumption using the Schoenfeld residuals. Modelsnbrtality were adjusted for age, gender,
metabolic factors, tobacco and alcohol consumptsnyell as for hemoglobin Alc (HbAlc) in
type-2 diabetic patients. The model for predictdrcardiovascular events was also adjusted for
the Framingham-risk score and HbAlc in Model 1 aisb for treatment in Model 2.
Significance level was determined when< 0.05 assuming two-tailed tests. Analysis was
performed using Number Cruncher Statistical Syst26@8 (NCSS, Kaysville, UT, USA) and

STATA package012(StataCorp LP, College Station, TX, USA)

Results
Among the 2663 eligible patients, 2312 patientthwype 2 diabetes and/or dyslipidemia,

i.e. 1635 patients from cohort 1 and 677 patients femhort 2, were included (Figure 1 and
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Table S1). The entire population (52% male; meae afj55 years; 36% with metabolic
syndrome; mean BMI of 27.2 kg/m2) comprised 140%lididemic patients without type 2
diabetes and 911 type-2 diabetic patients includidd with and 267 without dyslipidemia.
Type-2 diabetic patients compared to dyslipidenatignts without diabetes, were older, they
had higher BMI, more frequent metabolic syndrom#yaaced fibrosis, and severe steatosis
(Table 1). Among the type-2 diabetic patients 37%rentreated with insulin and 64% with
statins or fibrates for associated dyslipidemiadde HbAlc in these patients was 8.1% (4.6-
24.0), with levels < 7.0% defining well-controllelisease, and 9.5% defining decompensated
disease, in 21% and 25% of the cases, respectRatients having both dyslipidemia and type 2
diabetes displayed the highest rates of advanbeasis and of severe steatosis (Table 1).

Mortality

During a median follow-up of 12.2 (0.1-14.5) yeat$2 (7.4%) patients died. Non-liver
cancer (31.2%) was the leading cause of deathwelidby cardiovascular-related death (20.2%).
Liver-related death accounted for 4.1% of all dedffable 2). In patients with type 2 diabetes,
with or without dyslipidemia (n=911 in total), casdascular disease was the leading cause of
death (27.4%) (Table S2).

Patients who died compared to those who surviweste significantly older, they had
higher systolic blood pressure, serum gamma-glutaamgferase, fasting glucosébAlc and
triglyceride levels, more frequent blood hypertensitype 2 diabetes and metabolic syndrome.
Framingham-risk score, Fibrotest and SteatoTest a#ihigher in these patients (Table S3).

The overall mortality rate was 7.0 (95%CI 6.0-&&y 1,000-person-year. Patients with
advanced fibrosis or severe steatosis, as detednbgeFibroTest/SteatoTest, had an overall
mortality rate of 18.9 (11.6-30.8) per 1,000-peryear and 11.0 (8.4-14.6) per 1,000-person-
year, respectively. The presence of advanced fdbarssevere steatosis increased the risk of all-
cause mortality, by 3-fold [RR=2.9 (95%CI 1.7-4 8% 0.0001] and 2-fold [RR=1.8 (1.3-2.%);

= 0.0003], respectively (Table S4).The presence/mé 2 diabetes also increased mortality risk
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[RR=1.7 (1.4-2.0)p < 0.0001]. Decompensated diabetes (HbAlc > 9.5%¢ associated with
increased mortality [HR=1.95 (1.13-3.36)= 0.02]

Patients with advanced fibrosis had a significahdwer 10-year survival than those
without [85% (95%CI 75-91Yys.94% (93-95)p < 0.0001] (Figure 2A, Table S5). Patients with
severe steatosis also had a 10-year survival Ithvear those without [89% (85-92%. 95% (94-
96); p = 0.0002] (Figure 2B, Table S5). The presencedviaaced fibrosis [HR=2.98 (95%ClI
1.78-4.99);p < 0.0001] or severe steatosis [HR=1.86 (95%CI-2.38);p = 0.0002] increased
the risk of mortality. These factors remained akependent factors related to overall mortality in
multivariate model [FibroTest>0.48 HR=1.78 (1.003; p = 0.03 and SteatoTest>0.69
HR=1.66 (1.18-2.35)p = 0.004] (Table 3). In type-2 diabetic patientdyanced fibrosis was
also independently associated with overall mostadifter adjustment for HbAlc [HR=2.13
(1.03-4.42);p = 0.04]. Liver fibrosis or steatosis was also agged with an increased mortality
in comparison with age- and gender-paired healtntrols from the French population (Table
S6).

Specific liver-related and cardiovascular-relatedontality

The 10-year survival without liver-related deattaswdecreased in the presence of
advanced fibrosis [93% (85-9¥%. 99% (99-100)p < 0.0001] (Figure 2C, Table S5). The 10-
year survival without cardiovascular-related dewatfis decreased in the presence of severe
steatosis [96% (94-98)s. 99% (98-99);p = 0.0012] (Figure 2D, Table S5). The presence of
advanced fibrosis strongly increased the risk wérlrelated death in univariate [HR=159.60
(19.15-1330.48)p < 0.0001] and multivariate [HR=100.92 (10.22-924;® < 0.0001] models.
Severe steatosis increased by 3-fold cardiovascelated death [RR=3.09 (1.56-6.1R;=
0.0006]. Severe steatosis remained as an indepefatdor related to cardiovascular-related
death [HR=2.63 (1.21-5.73);= 0.02] in multivariate model (Table 3).

Cardiovascular risk and liver fibrosis progression

Lethal and non-lethal cardio-vascular events weoerded type-2 diabetic patients from

cohort 2. During a median follow-up of 7 years,(23.4%) patients in this cohort 2, developed
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133 cardiovascular events (Table S7). The incideficardiovascular events was 22.0 (95%ClI
17.9-27.0) per 1,000-person-year. It was highepatients with advanced fibrosis at baseline
than in those without [45.2 (25.7-79\8).20.4 (16.4-25.4) per 1,000-person-year] (Table B4)
type 2 diabetic patients, the presence of advafibemkis [RR=2.2 (1.2-4.1) = 0.008] and the
presence of dyslipidemia, [RR=2.2 (1.4-3.6)7 0.0007] increased the risk of cardiovascular
events.

In cohort 2, type-2 diabetic patients with advahibrosis compared to those without,
had a lower 5-year survival [75% (95%CI 61-85) 89% (86-91);p = 0.01]. The presence of
advanced fibrosis at baseline, increased the fislmliovascular events, in univariate [HR=2.18
(1.18-3.99); p = 0.01] and multivariate analyses [HR=1.92 (1.0853 p = 0.04], after
adjustment for the Framingham-risk score and Hb@4adel 1). After adjusting this model for
anti-diabetic, dyslipidemia and antiplatelet treatrn (Model 2), the presence of advanced
fibrosis showed a HR=1.82 (0.96-3.43)= 0.06 A high Framingham-risk score20%) was
associated with a lower survival without cardiovwdac events, in comparison with a low-to-
moderate Framingham-risk score [84% (80-83)93% (89-95);p = 0.0002] (Table 4). The
combination of the Framingham-risk score with Fiest improved the prediction of
cardiovascular events. In patients with a high Fingimam-risk score, those with advanced
fibrosis had a lower survival without cardiovascudaents than the others [67% (50-86)86%
(82-89);p = 0.007] (Figure 3A).

Among the patients with type 2 diabetes, 136 (22¥erwent a reevaluation of their
liver biomarkers after a median of 7 (6-8) yearsshpatients (93%) had no advanced fibrosis at
baseline and 28 (21%) developed fibrosis progressib at least 0.20 units of FibroTest,
equivalent of one METAVIR stage of fibrosis. Amohg7 patients without advanced fibrosis at
baseline, 16 (13%) had progressed to advancedsitugpon reevaluation. Neither HbAlc nor
insulin treatment were associated with liver filisggsrogression. In addition, 16 (13%) patients
developed cardiovascular events (23 coronary diseamnd 1 stroke). Survival without

cardiovascular events was 69% (41-86) in patiefts progressed to advanced fibrogs91%
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(84-95) p = 0.008] in those who did not (Figure 3B). Prograsto advanced fibrosis increased
the risk of cardiovascular events both in uni [HE=395%CI| 1.3-11.0);p = 0.01) and
multivariate analysis, after adjustment on the Fngimam-risk score and alcohol consumption

[HR=4.8 (95%CI 1.5-14.9)) = 0.007].

Discussion

This study demonstrates the prognostic value abrkers assessing liver fibrosis and
steatosis,.e. FibroTest and SteatoTest, respectively, in paiewth type 2 diabetes and/or
dyslipidemia. Both disorders are commonly assodiatéh NAFLD. Our hypothesis was that
liver fibrosis would be a major risk factor for éixrelated mortality, and steatosis, a surrogate
marker of atherosclerosis. Accordingly, FibroTest &teatoTest allowed us to better separate
the risks of liver-related and cardiovascular caogtions. In addition, we found a significant
prognostic value of FibroTest for cardiovasculaicomes and overall mortality.
Liver-related mortality

We previously demonstrated that the presencevef flibrosis evaluated by FibroTest
was strongly associated with increased overall ahbrtand liver-related death in various
chronic liver diseases.[3-6] Here, the demonstatvas extended to a population at high risk of
NAFLD. Recently, the prognostic value of other @ibis markers, including NAFLD fibrosis
score, Aspartate transaminase/platelet ratio inalest FIB-4, was reported in patients with
ultrasound-defined NAFLD [16, 17]. Relying on thésemarkers, advanced fibrosis was also
independently associated with overall mortality dimdr-related death in patients with biopsy-
proven NAFLD.[18] However, fibrosis may have bearem@stimated by these markers, which
integrate transaminases in their formula, as oppts&ibroTest.
Cardiovascular outcomes

Steatosis is associated with coronary artery desgd9] and NAFLD patients have
increased surrogate markers of atherosclerosid) ssccarotid intima medial thickness or

coronary artery calcification [20, 21]. Yet, so,farwas unknown if the association between

172



steatosis and cardiovascular-related death wdssgiitificant after adjustment on a fibrosis
estimate.

Our study showed that the presence of advanceasfiyrestimated by FibroTest, was predictive
of the 5-year survival without cardiovascular egeimt patients with type 2 diabetes after
adjustment for confounding factors, such as diabs&verity, treatment and the Framingham-
risk score. This latter score is well validated tloe prediction cardiovascular events, relying on
2000 publications since 1950 (http://www.framinglneartstudy.org/biblio/index.html). It has

also been validated in NAFLD patients for the pcegdn of cardiovascular outcomes [22]. We
confirmed the prognostic value of the Framinghask-rscore for the prediction of survival

without cardiovascular events, in patients with ety@ diabetes. FibroTest improved the
Framingham-risk score, particularly in patientshagh risk of cardiovascular complications

(score20%).  Furthermore, liver fibrosis progression,imated by the FibroTest, was

associated with a higher incidence of cardiovasauants.

Apolipoprotein Al, the protein transporting HDLatbsterol, is a component of
FibroTest and could have been a confounding prdgndactor for cardiovascular-related
complications and death. Therefore, we verifieditttependent performance of FibroTest and
of each component of the FibroTest/SteatoTest atiustment for apolipoproeinAl in two
multivariate models (Table S8).

The presence of severe steatosis, assessed hpTetsa(>0.69), was independently
associated with overall and cardiovascular moytaigk but not with liver-related death. The
mechanisms explaining the association betweenosisand mortality independently of fibrosis
are unknown. Liver fibrosis and atherosclerosis ipa@yinked by common systemic factors or a
causal relationship between nonalcoholic steatdftespavhich is the necrotic/inflammatory pro-
fibrogenic form of NAFLD, and a vascular proinflaratary/prothrombotic state leading to
atherosclerosis [23]. We verified that a markernetrosis/inflammation (ActiTest) had no
independent prognostic value when fibrosis andeseawere taken into account (Tables S4 and

S5).
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Discrepancy between studies on mortality associatétt NAFLD

Conflicting results regarding the association lestw NAFLD and mortality have been
reported, likely because no specific marker ofddis, nor quantitative assessment of steatosis
have been used. In three studies, NAFLD was naiceged with a higher risk of mortality,
except in a subpopulation over 45 years of ageerpoyne to fibrosis than younger subjects [16,
24, 25]. In five other studies, NAFLD was assodatéth mortality including in a cohort of
type-2 diabetic patients [26-30]. In these lattierdges the diagnosis of steatosis was based on
imaging methods or liver enzymes. Ultrasonography alanine transaminase are less accurate
than SteatoTest and FibroTest for the diagnosisteditosis and fibrosis, respectively, which
might explain conflicting results [7, 13, 31, 32].

Strengths and limitations

The strengths of our study include a large sizéhefstudy population, long duration of
follow-up, mortality data collection from the nat@l registry and the confrontation of liver
biomarkers with the Framingham-risk score. The alityt data enabled evaluation of the
biomarker performance against death, an indispaitgald standard. Despite the need for
independent validation, information provided by reibest could improve the Framingham-risk
score for predicting cardiovascular outcome.

The study population was not confined to NAFLDidiefy criteria but encompassed a
large spectrum of metabolic disorders. The leadiagse of death was non-liver cancer in
dyslipidemia, and cardiovascular-related deathypet2 diabetes (Table S2). Consistent with
previous observations, we found an impact of HbAdoverall mortality,[33] a high prevalence
of steatosis in type-2 diabetic patients (47%)[&44l a close association between the number of
metabolic factors and advanced fibrosis [35].

Limitations were the high percentage of unknowmseaof death, the retrospective
collection of cardiovascular complications, res&tcto the diabetic patients and the relatively
small number of patients with prospective evaluatod fibrosis progression. Except for few

significant differences, major risk factors wereniar in patients with unknown and known
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causes of death. Patients evaluated and non-esdltmt fibrosis progression were not different
either with respect to the main prognostic fact@mables S9 and S10). Including patients in a
tertiary center, with prophylactic treatment by iplatelet drugs reduced the mortality risk.
Details on specific treatments (insulin, antiplatednd statins or fibrates) were fully available
only for patients from the cohort 2. Therefore wid dot include these parameters in the
multivariate analysis for overall mortality. Howeyenve verified in a model including the
treatment factor that FibroTest/SteatoTest welk ssgnificant for mortality prediction. (Table
S11)

Liver biomarkers, such as FibroTest and SteatgBestof particular interest in patients
with metabolic disorders. They have prognostic @dtr predicting overall survival and allow a
better evaluation not only of the hepatic risk, &iso of the cardiovascular risk. They are useful
to identify the patients with abnormal liver furwsti tests, in whom the absence of advanced
fibrosis assessed by FibroTest virtually excludes risk of severe liver complications at 10-
year. They can improve the Framingham-risk scorgpe 2 diabetes and pave the way for the

development of a "cardio-liver" prognostic indexpatients with metabolic disorders.
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Table 1.Baseline characteristics of the patients accortbrtgeir metabolic disorder

Age, years (a)

Male gender(c)

Alcohol consumption g/day (b)
Follow-up, years (b)

Liver biomarkers

FibroTest score(a)

Advanced fibrosis (F2F3F4)
FibroTest>0.48(c)

SteatoTest scorda)

Severe steatosi(>32%)
SteatoTest>0.69c)

Liver Function tests

ALT, U/L (a)

AST, U/L (a)

GGT, U/L (a)

Cardiometabolic risk factors
Systolic bloood pressuremmHg (a)
Diastolic blood pressure mmHg (a)
Fasting blood glucosemmol/L (a)
Triglycerides, mmol/L (a)

Total cholesterol mmol/L (a)

LDL cholesterol, mmol/L (a)

HDL cholesterol, mmol/L (a)
HbAlc, % (b)

Dyslipidemia treatment (c)
(statins or fibrates)

Antiplatelet treatment (c)
Insulin treatment (c)
Metabolic syndrome(c)

BMI, Kg/m? (a)

Blood hypertension(c)
Current smoking (c)
Framingham-risk score % (a)

All
(n=2312)

551+ 12
1193 (52)
0 (0-230)

12.2 (0.1-145)

0.18 + 013
95 (4.1)
0.47 + 023
470 (204)

32+21
28+ 15
42 + 53

130 + 16
77 + 10
6.4 %29
1.6 +15
5915
3.7+ 14
1.5+ 04

8.1 (4.6-24.0)

1284 (56)

227 (33)
259 (12)
721 (36)

27.2 +53
1287 (56)
980 (42)
17 + 13

Dyslipidemia
no diabetes
(n=1401)

49 +13
657 (47)
0 (0-50)

127 (0-1-145)

016 + 011
30 (21)
040 + 022
156 (112)

31+18
29+ 16
37+45

129+ 16
79+9
4.9 £ 05
14+12
65+14
43+13
1.5+05
NA

751 (54)

NA
NA
297 (22)
255 + 4,3
693 (49)
667 (48)
12 + 10

Type 2 Diabetes

no dyslipidemia
(n=267)

57 +12
138 (52)
0 (0-70)
6.9 (0.1-94)

018 + 015
14 (52)
051 + 021
62 (233)

31+18
2611
46 + 58

126 + 15
71+11
9.2 + 36
15+ 12
49+ 10
28408
15+ 04
8.0 (5.0-143)
24 (9)
41 (16)
89 (34)
108 (72)
289 + 58
121 (46)
64 (24)
21 + 12

Type 2
Diabetes
+ dyslipidemia
(n=644)
59+ 10
398 (62)
0 (0-230)
7.4 (0.1-145)

021 + 016
51 (79)
062 + 020
252 (393)

34+25
28+12
50 + 64

132 + 16
75+ 11
8.6 %32
22422
52+ 13
3011
1.3 +04

8.2 (4.6-240)

509 (80)

186 (43)
170 (39)
316 (67)

300 +58
473 (74)
249 (39)
27 +13

p value

<0.0001
<0.0001
0.0007

<0.0001

<Q0001
<0.0001
<Q0001
<0.0001

0.003
0.03
<0.0001

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.23

<0.0001

<0.0001
0.12

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

Data expressed as (a) means + standard deviabipmedian (range) or (c) absolute (%), NA, not Eade.

ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaseinGGT, gamma-glutamyltransferase; LDL, low-dgnsi

lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; HbAlElemoglobin Alg BMI, body mass index.

Missing data (n): dyslipidemia treatment (19); platielet treatment (1618), insulin treatment (2M\&¢tabolic

syndrome (311)
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Table 2. Specific causes of death and 10-year Kaplan-Meaatality rate

Non-liver cancer

Lung cancer

Colon-rectal cancer

Urinary cancer

Breast cancer

Pancreatic cancer
Hematologic cancer

Cerebral cancer

Upper gastrointestinal cancer
Genital cancer

Head and neck cancer
Neuroendocrine cancer
Carcinoma of unknow primary site

Cardiovascular-related death

Ischemic heart disease
Cardiac arrest

Heart failure

Cardiogenic shock
Cerebrovascular disease

Liver-related death

Hepatocellular carcinoma
Cholangiocarcinoma
Cirrhosis

Others or unknown

10-year mortality

n (%)
54 (31.2)
14 (26)
6 (11)

6 (11)
5(9)
5(9)
4(7)
4(7)

3 (6)

3 (6)
2(4)
1(2)
1(2)

35 (20.2)
14 (40)
10 (28)
8 (23)
2.(6)
1(3)

7 (4.1)

4 (57)

2 (29)
1(14)
76 (44.5)

(95%Cl)
2.4% (1.7-3.1)

1.3 % (1.1-2.2)

0.3% (0.08-0.6)

2.5% (1.8-3.2)

Other causes of death wefe0" International Classification of Disead@] respiratory disease [J18.9

(6),W79.9 (4)]; natural death [R09.2 (3)]; seps&41.9 (3)]; pancreatitis [K85(1), K86.1(1)];

adrenocotical insufficiency [E27.4(1)]; non-varitgastrointestinal bleeding [K92.2 (1)]; suicide7X

(1)]; accident [X59(1)] and unknown [R99 (54)]

181



Table 3. Prognostic value of liver biomarkers for the po#idn of overall survival, survival without
cardiovascular-related death and survival withiugrirelated death.

Survival without Survival without
Overall Survival pvalue CV-related death pvalue liver-related death p value

Univariate analysis HR (95%ClI)
No advanced fibrosis

(FibroTest< 0.48) Reference Reference Reference

Advanced fibrosis

(FibroTest > 0.48) 2.98 (1.78-4.99) < 0.0001 1.64 (0.39-6.83) 0.50 159.60 (19.15-1330.48) <@100
No severe steatosis

(<32%) (SteatoTest 0.69) Reference Reference Reference

Severe steatosis

(>32%) (SteatoTest > 0.69) 1.86 (1.34-2.58) 0.0002 2.93(1.48-5.81) 0.002 430170-14.08) 0.13

Multivariate analysis HR (95%CI)
Entire study population (n=2312)
Model adjusted for age, gender, blood hypertensiomyslipidemia tobacco, alcohol consumption
No advanced fibrosis

(FibroTest< 0.48) Reference Reference Reference

Advanced fibrosis

(FibroTest > 0.48) 1.78 (1.04-3.03) 0.03 1.24 (0.29-5.42) 0.29 00.92 (10.22-996.32) <0 .0001
No severe steatosis

(<32%) (SteatoTest 0.69) Reference Reference Reference

Severe steatosis

(>32%) (SteatoTest > 0.69) 1.66 (1.18-2.35)  0.004 2.63 (1.21-5.73) 0.02 3.03(0.64-14.31) 0.16

Sub-group of type 2 diabetic patients (n=911)
Model adjusted for age, gender, blood hypertensiomyslipidemia, tobacco, alcohol consumption,HbAlc
No advanced fibrosis

(FibroTest< 0.48) Reference Reference Reference
Advanced fibrosis

(FibroTest > 0.48) 2.13 (1.03-4.42) 0.04 0.93 (0.11-7.70) 0.95 Nofqrened
No severe steatosis

(<32%) (SteatoTest 0.69) Reference Reference Reference
Severe steatosis

(>32%) (SteatoTest > 0.69) 1.45 (0.78-2.69) 0.24 1.29 (0.35-4.82) 0.70 Notfqrened

CV, cardiovascular; HbAlc , Hemoglobin Alc. Missidgta (n): HbAlc (229), multivariate analysis for
liver-related death adjusted for HbAlc in type akditic patients was impossible to be performedusecaf

very low events.
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Table 4. Prognostic values of liver biomarkers Bramingham-risk score for the 5-year survival witho

cardiovascular events in type 2 diabetic patietifidrt 2)

Liver biomarkers
No advanced
fibrosis
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis
(FibroTest > 0.48)
No severe
steatosis
(SteatoTesk 0.69)
Severe steatosis
(SteatoTest > 0.69)
Risk Factors

HbAlc < 9.5%

HbAlc > 9.5%

Oral anti diabetic
drug

Insulin treatment

No statins or
fibrates

Statins or fibrates

No antiplatelet
treatment
Antiplatelet
treatment
Low-moderate
FRS

(FRS < 20%)
High FRS
(FRS> 20%)
Association
FibroTest-FRS
High FRS

No advanced
fibrosis

High FRS
Advanced fibrosis

% S-year
CvVv survival
events (95% Cl)

89%
13 (8691)
75%
24 (61-85)
89%
13 (86-92)
85%
15 (70-89)
88%
14 (g5.01)
87%
14 (82-92)
90%
I (g7-03)
84%
18 (80-89)
o 94%
(91-97)
83%
18 (70.87)
, 94%
(92-97)
74%
2T (68-80)
o 93%
(89-95)
84%
18 (80-87)
86%
16 (g2g9)
67%
32 (49.80)

p value

0.01

0.32

0.95

0.01

0.0001

<0.0001

0.0002

0.007

Univariate
Cox
HR

(95% Cl)

Reference

2.18
(1.18-3.99)

Reference

1.28
(0.83-1.95)

Reference

1.02
(0.63-1.63)

Reference

1.67
(1.10-2.53)

Reference

2.59
(1.60-4.20)

Reference

4.74
(3.04-7.38)

Reference

2.34
(1.49-3.69)

Reference

2.29
(1.22-4.29)

p value

0.01

0.26

0.95

0.02

0.0001

<0.0001

0.0002

0.01

Multivariate
Model 1
HR
(95% CI)

Reference

1.92
(1.04-3.55)

Reference

1.24
(0.80-1.90)

Reference

1.04
(0.65-1.66)

Reference

1.66
(1.08-2.57)

Reference

2.32
(1.43-3.77)

Reference

4.32
(2.73-6.83)

Reference

2.42
(1.52-3.83)

Reference

2.31
(1.23-4.34)

p value

0.04

0.34

0.15

0.02

0.0007

< 0.0001

0.0002

0.01

Multivariate
Model 2
HR
(95% CI)

p value

Reference

1.82

(0.96-3.43) 006

Reference

1.20

©0.77-1.89) 042

Reference

0.91
(0.55-1.50)

Reference

1.21
(0.79-1.88)

Reference

1.32
(0.78-2.25)

Reference

3.75
(2.27-6.19)

0.70

0.39

0.30

< 0.0001

Reference

1.62

(Lo1260) 004

Reference

2.24

(116-433) 002

Multivariate Cox Model 1 adjusted for the Framinghesk score and diabetes control (HbAlc); Cox M&ladjusted

for liver fibrosis (FibroTest), Framingham-risk sepHbAlc and treatment (anti diabetic, antipldtaled dyslipidemia

drugs).CV, cardiovascular; FRS, Framingham-riskresc@l, confidence interval, HR, hazard ratio. Nhgsdata (n):

HbAlc (10),

anti-diabetic treatment (10),

stating @brates treatment (11),

antiplatelet treatmeri2)(
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Figures Legends
Figure 1. Study flowchart
Figure 2. Kaplan-Meier curves of 10-year survival accordiag (A) FibroTest
(FT) and (B) SteatoTest (ST) for the overall sualiC) FibroTest (FT) for the
survival without liver-related death; (D) SteatoT€3T) for the survival without
cardiovascular-related death [all log-rank test].
Figure 3. Kaplan-Meier curves of the 5-year survival withaardiovascular
events in type-2 diabetic patients according to tf# association between the
Framingham risk-score (FRS) and liver fibrosis stagtimated by FibroTest
(FT) and (B) the progression to advanced fibroais) (estimated by FibroTest

(FT) [all log-rank test].
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Figure 3.
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Table S1. Baseline characteristics of patients includediftbe two cohorts

Age, years (a)

Male gender, (c)

Alcohol consumption g/day (b)
Follow-up, years; (b)

Liver biomarkers

FibroTest score(a)
Advanced fibrosis (F2F3F4)
FibroTest > 0.48(c)

SteatoTest scorda)
Severe steatos (>32%)
SteatoTest > 0.69c)

Liver function tests

ALT, U/L (a)

AST, U/L (a)

GGT, U/L (a)

Cardiometabolic risk factors
Systolic bloood pressuremmHg (a)
Diastolic blood pressure mmHg (a)
Fasting glucose mmol/L (a)
Triglycerides, mmol/L (a)

Total cholesterol mmol/L (a)

LDL cholesterol, mmol/L (a)

HDL cholesterol, mmol/L (a)
Metabolic syndrome(c)

BMI, Kg/m? (a)

Blood hypertension(c)

Current smoking (c)

Framingham Risk Score % (a)

Dyslipidemia

54 + 13
806 (49)
0 (0-50)
12.7 (0.1-14.5)

0.17 +0.12

45 (2.8)
0.43 +0.23

260 (16)

32 £21
29 +16
39 £49

131 + 16
80+9
52 +1.3
1.6 £1.3
6.4 +1.3
42 +1.2
1.5 +0.5
404 (25)
26.0 +4.5
871 (53)
808 (49)
15 +13

Type 2 diabetes
(cohort 1, n=1635) (cohort 2, n=677)

59 + 10
387 (57)
0 (0-230)

6.8 (0.1-9.7)

0.20 £0.16

50 (7.4)

0.57 £0.20

210 (31)

32 +20
27 +11
48 *+60

128 + 16
71+ 10
9.3 +35
1.8 +1.9
48 +1.1
2.7 0.9
1.4 +0.4
317 (81)
30.0 +6.1
416 (63)
172 (25)
23 +12

p value

< 0.0001
0.0006
0.65

< 0.0001

< 0.0001

< 0.0001
< 0.0001

< 0.0001

0.56
0.003
< 0.0001

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

0.0008

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

< 0.0001

Data expressed as (a) means = standard deviabpmédian (range) or (c) absolute (%). ALT, alanine

transaminase;

AST, aspartate transaminase;

GGT, mgagtutamyltransferase;

LDL,

low-density

lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; BMI, loby mass index;. Missing data (n): Metabolic syndeom

(311),statin treatment (12).
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Table S2.

Specific causes of death in patients with typeabeties

Cardiovascular-related death

Ischemic heart disease
Cardiac arrest

Heart failure
Cardiogenic shock

Non-liver cancer

Lung cancer
Pancreatic cancer
Colon-rectal cancer
Hematologic cancer
Urinary cancer

Breast cancer

Genital cancer

Head and neck cancer
Neuroendocrine cancer

Liver-related death

Hepatocellular carcinoma

Cholangiocarcinoma
Cirrhosis

Others or unknown

n (%)
23 (27.4)
9 (39)
8 (35)
5 (22)
1(4)

22 (26.2)
7 (32)
4 (19)
3 (15)
2(9)
2(9)
15
105
105
15

7 (8.3)
4 (57)
2 (29)
1 (14)

32 (38.1)

Patients with type 2 diabetes (n=911 in total) cosgal patients with (n=644) and without
(n=267) dyslipidemia.

Other causes of death were fltnternational Classification of Diseases (n)] iesipry
disease [J18.9 (5),W79.9 (2)]; natural death [ROBR; sepsis [A41.9 (2)]; pancreatitis

[K85(1)]; suicide [X70 (1)] and unknown [R99 (18)].
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Table S3. Baseline characteristics of patients who digdvho survived

Age, years (a)

Male gender(c)

Alcohol consumption g/day (b)
Liver biomarkers

FibroTest score(a)

Advanced fibrosis (F2F3F4)
FibroTest > 0.48(c)

SteatoTest scorda)

Severe steatos (>32%)
SteatoTest > 0.69c)

Liver function test

ALT, U/L (a)

AST, U/L (a)

GGT, U/L (a)
Cardiometabolic risk factors
Systolic blood pressuremmHg (a)
Diastolic blood pressure mmHg (a)
Fasting glucose mmol/L (a)
Triglycerides, mmol/L (a)
Total cholesterol mmol/L (a)
LDL cholesterol, mmol/L (a)
HDL cholesterol, mmol/L (a)
HbAlc, % (a)

Insulin treatment (c)

Statin treatment (c)

Fibrate treatment (c)
Antiplatelet treatment (c)
Metabolic syndrome(c)

BMI, Kg/m? (a)

Dyslipidemia (c)

Type 2 diabeteqc)

Blood hypertension(c)
Current smoking (c)
Framinghame-risk score, % (a)

Alive
(n=2140)

52 +13
1081 (51)

0 (0-230)

0.17+0.13

79 (3.7)

0.47 £0.23

420 (19.7)

32+21
28+15
40 + 46

129 + 16
77 + 10
6.3+2.7
1.6+ 15
6.0+ 1.5
3.7+14
1.5+0.4
8.3+1.7
229 (35)
1043 (49)
326 (15)
198 (31)
653 (35)
27.1+5.3
1890 (89)
827 (39)
1158 (54)
894 (42)
17 + 13

Dead
(n=172)
61 +11
112 (65)
0 (0-50)

0.25 +0.17
16 (9.3)
0.53 +0.23
50 (29.1)

31+18
30+16
64 + 102

135 + 18
78 +11
7.4+42
1.9+2.1
5.8+ 15
3.6+1.4
1.5+ 0.4
9.2+22
30 (55)
107 (63)
31 (18)
29 (53)
68 (48)
27.9+56
155 (91)
84 (49)
129 (76)
86 (50)
27 + 14

HR (95%CI)

1.08 (1.07-1.10)
1.85 (1.35-2.53)
1.01 (0.99-1.02)

2.98 (1.79-4.99)
4.11 (2.17-7.80)
1.86 (1.34-2.58)

1.00 (0.99-1.01)
1.00 (0.99-1.00)

1.02 (1.01-1.03)
0.99 (0.98-1.01)
1.18 (1.14-1.22)
1.08 (1.01-1.16)
0.84 (0.75-0.95)
0.79 (0.69-0.89)
0.92 (0.65-1.30)
1.16 (1.06-1.26)
2.17 (1.27-3.71)

1.71 (1.25-2.33)
1.11 (0.75-1.63)

2.47 (1.45-4.20)
2.13 (1.53-2.97)

1.05 (1.02-1.08)
0.63 (0.37-1.07)
2.66 (1.95-3.67)

2.67 (1.88-3.79)

1.21 (0.90-1.63)

1.05 (1.04-1.06)

p value

<01000
0.0001
00.1

27.50 (12.54-60.28) .0801

<0.0001
<0100
0.0002

0.89
0.26

1.004 (1.003-1.006) €0D

<010
0.22
0.6001
0.02
0.01
0.001
0.63
0.001
0.005
0.0007
0.62
0.0008
<0.0001
0.0003
0.10
<0.0001
<0.0001
0.22
<0.0001

Data expressed as (a) means + standard deviaipmédian (range) or (c) absolute (%). Differenesse assessed by the time-
dependent Cox proportional hazard model in univaraalysis. ALT, alanine transaminase; AST, asfmatransaminase; GGT,
gamma-glutamyltransferase; LDL, low-density lipain; HDL, high-density lipoprotein;HbAlc, glycatémmoglobin; BMI, body

mass index; HR, hazard ratio. Missing data (n): HbA629), insulin treatment (1614), statin treatt@g), fibrate treatment (25),
antiplatelet treatment (1618), Metabolic syndroBily.
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Table S4 Overall mortality and cardiovascular morbiditgfrtality rates, as per 1,000-person-year, accorttiiger biomarkers

Overall mortality
(per 1000-PY)

7.00 (6.00-8.10)

RR (95%Cl)

Total

No advanced fibrosis
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis
(FibroTest > 0.48)

6.55 (5.60-7.66)

18.89 (11.57-30.84)

No activity
(ActiTest< 0.17)
Activity
(ActiTest > 0.17)

6.50 (5.42-7.79)

8.28 (6.35-10.78)

No severe steatosis
(SteatoTest 0.69)
Severe steatosis
(SteatoTest > 0.69)

6.01 (5.10-7.27)

11.0 (8.36-14.55)

2.88 (1.72-4.82 0.0001

1.27 (0.93-1.76) 0.14

1.81 (1.30-2.52)0.0003

Cardiovascular
mortality
(per 1,000-PY)
1.38 (0.99-1.93)

p value

1.34 (0.95-1.90)

2.36 (0.59-9.44)

1.39 (0.94-2.05)

1.35 (0.71-2.60)

1.00 (0.64-1.55)

3.09 (1.83-5.21)

Cardiovascular
events
(per 1,000-PY)
21.9890727.00)

RR (95%Cl) pvalue RR (95%Cl) pvalue

20.3936625.42)

1.76 (0.42-7.33)  0.43  45.20 (25859) 2.22 (1.21-4.07) 0.008
21.1146627.08)

0.98 (0.46-2.09) 0.95 241K 76-34.70) 1.14(0.74-1.78)  0.56
20.5491526.51)

3.09 (1.56-6.12) 0.0006 7@%18.18-36.34) 1.25(0.81-1.92)  0.31

Cl, confidence interval; PY, person-year; RR,tiretarisk.
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Table S5.0verall and specifid 0-years survivals according to liver biomarkers

10-year Survival (95%ClI)

CV- Liver-

n Death Overall Survival pvalue related S oL p value related S O p value
CV-related death Liver-related death
death death
No advanced Fibrosis o ) 0 ) 0 )
(FibroTest 0.48) 2217 156 94% (93-95) 32 98% (98-99) 1 99% (99-100)
Advanced fibrosis o i o i 0 )
(FibroTest > 0.48) 95 16 85% (75-91) <0.0001 2 98% (91-99) 0.49 6 93% (85-97) <0.0001
No activity o ) 0 ) 0
(ActiTest= 0.17) 1677 117 95% (93-96) 25 98% (98-99) 0 100%
Activity o ) 0 )
(ActiTest > 0.17) 635 55 92% (90-94) 0.13 9 98% (97-99) 0.92 7 997:99) 0.74
No severe steatosi(<32%) 0 ) 0 i 0 i
(SteatoTest 0.69) 1842 122 95% (94-96) 20 99% (98-99) 4 99% (98-99)
i 0,

Severe steatosi(=32%) 470 50 89% (85-92)  0.0002 14 96% (94-98) 0.0012 3  9%%97-99) 0.11

(SteatoTest > 0.69)

Cl, confidence interval; CV, cardiovascular.
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Table S6.0verall survival compared to age and gender paosdrols from the French population

according to liver biomarkers.

Overall Survival

Overall survival in age and gender

n death 0 o paired French controls p value
% (95%Cl) % (95%Cl)

Fibrosis (FibroTest)
0.00-0.31 (FO) 1976 117 94.1 (93.0-95.1) 94.6 (94.4-95.0) 0.30
0.32-1.00 (F1F2F3F4) 336 55 83.6 (79.7-87.6) 98913-91.0) <0.01
<0.48 (FOF1) 2217 156 93.0 (91.2-94.0) 94.1 (93.9-94.9) 0.04
> 0.48 (F2F3F4) 95 16 83.2 (75.5-90.8) 90.1 (824P 0.04
Steatosis (SteatoTest)
0.00-0.38 922 54 94.1 (92.6-95.7) 94.1 (93.7-94.6) 0.98
0.39-0.58 585 45 92.3 (90.1-94.5) 93.8 (93.3-94.3) 0.18
0.59-1.00 805 73 90.1 (88.9-92.9) 93.9 (93.5-94.4) <0.01
< 0.69 (<32%) 1833 122 93.3 (92.4-95.8) 93.9 (93.6-94.2) 0.35
> 0.69 (>32%) 470 50 89.4 (86.6-92.2) 94.3 (93.8p4 <0.001
All 2312 172 92.6 (91.5-93.6) 94.0 (93.7-94.3) 0.01

Overall survival in the entire study populatipr=2312) was compared with age- and gender-paeatthy
controls from the French population, based on iaffigublished census tables (Vallin J, Meslé Fiar
Institut National d’Etudes Démographiques, 2001).
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Table S7.Cardiovascular events in with type 2 diabeticqras from cohort 2

Lethal cardiovascular events; n (%) n=19
Myocardial infarction (121.9) / cardiac arrest (195 10 (8)
Heart failure (150.1) 8 (6)
Ischemic heart disease (125.9) associated withytmniia (149.9) 1(1)
Non-lethal cardiovascular events; n (%) n=114
Myocardial infarction 22 (16)
Unstable angina 19 (14)
Coronary by-pass 10 (8)
Coronary angioplasty 51 (38)
Stroke 12 (9)
Total n=133
7-year cardiovascular events incidence 15% (95%CI 11.9-18.2)

[Kaplan-Meier %]

During a median follow-up of 7 years, 91 (13.4%Qd3y2 diabetic patients from cohort 2,
developed 133 cardiovascular events.
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Table S8.Multivariate Cox model replacing FibroTest/SteasiTby its components for the evaluation of ovesatvival and survival without
cardiovascular outcomes

Alpha-2 macroglobulin

Apolipoprotein Al
Haptoglobin

GGT

Total bilirubin
Age

Male gender

ALT

Total cholesterol
Triglycerides
Fasting glucose

BMI

Overall Survival
HR (95%ClI)

1.259 (0.993-1.596)
0.890 (0.506-1.563)
1.541 (1.189-1.998)
1.004 (1.002-1.006)
0.998 (0.959-1.040)
1.079 (1.062-1.097)
2.100 (1.497-2.947)
0.995 (0.986-1.004)
0.996 (0.880-1.128)
0.985 (0.888-1.094)
1.128 (1.074-1.185)
1.024 (0.992-1.057)

Survival without

p value CV-related death
HR (95%Cl)
0.06 1.445 (0.870-2.40)
0.68 1.675 (0.484-5.800)
0.0008  1.386 (0.782-2.455)

<0.0001 1.004 (0.999-1.008)
0.94  0.959 (0.861-1.068)
<0.0001 1.050 (1.014-1.087)

<0.0001 2.229 (1.055-4.708)

0.27  0.975 (0.948-1.004)
0.95  1.044 (0.794-1.371)
0.78  1.094 (0.965-1.239)

<0.0001 1.132 (1.032-1.241)

0.14 1.088 (1.035-1.144)

Model combining FibroTest and Apolipoprotein Al
36.638 (16.203-82.843x0.0001 12.820 (1.700-96.654)

FibroTest

Apolipoprotein Al

1.814 (1.115-2.950)

0.02  1.984 (0.677-5.815)

Survival without

p value CV events p value
HR (95%Cl)
0.16 35@(0.995-1.833) 0.06
0.42 .80D(0.314-2.038) 0.64
0.26 1.427 (1.037-1.963) 0.03
0.11 1.003 (0.999-1.006) 0.11
0.44 .004.(0.953-1.060) 0.85
0.01 1.027 (1.005-1.050) 0.02
0.04 2.453 (1.504-4.001) <01000
0.09 .99%9(0.982-1.007) 0.39
0.78 .093 (0.893-1.344) 0.38
0.16  .054(0.970-1.144) 0.21
0.01 1.035 (0.976-1.096) 0.25
<01000 1.019 (0.984-1.054) 0.29
0.01 4.495 (1.423-14.199) 10.0
0.21 .839(0.367-1.920) 0.68

GGT, gamma-glutamyltransferase ALT, alanine transase; BMI, body mass index; CV, cardiovascular; H&zard ratio; Cl, confidence interval
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Table S9.Baseline characteristics of the patients who digtihg follow-up according to
whether the cause of death was known or unknown

Known death Unknown death

cause (n=118) cause (n=54) prEnE

Age, years (a) 63 +11 65+11 0.28
Male gender(c) 75 (63) 37 (69) 0.48
Alcohol consumption g/day (b) 0 (0-50) 0 (0-40) 0.85
Liver biomarkers
FibroTest score(a) 0.24 +0.17 0.27 £0.16 0.30

Advanced fibrosis (F2F3F4

FibroTest > 0.48(c() ) 1109.2) 5 (9:3) 0.99
SteatoTest scorda) 0.54 £0.24 0.50+0.22 0.28

Severe steatos (>32%)

SteatoTest > 0.69c) 36 (30.3) 14 (25.9) 0.56
Liver function tests
ALT, U/L (a) 32 £20 29+14 0.29
AST, U/L (a) 31 +18 28+7 0.34
GGT, U/L (a) 65 +105 61 + 95 0.85
Cardiometabolic risk factors
Systolic bloood pressuremmHg (a) 134 £ 18 138 +19 0.15
Diastolic blood pressure mmHg (a) 76 £ 11 8010 0.03
Fasting glucose mmol/L (a) 7.7 £4.1 6.7+4.3 0.13
Triglycerides, mmol/L (a) 20 £24 15+£1.0 0.18
Total cholesterol mmol/L (a) 57 £1.4 6.1+£1.6 0.15
LDL cholesterol, mmol/L (a) 34 £13 39%15 0.02
HDL cholesterol, mmol/L (a) 15 +£05 15+04 0.90
Metabolic syndrome(c) 52 (54) 16 (34) 0.02
BMI, Kg/m? (a) 28.4 +6.0 26.7 4.3 0.06
Dyslipidemia (c) 104 (88) 52 (96) 0.08
Type 2 diabetegc) 65 (55) 19 (35) 0.02
Blood hypertension(c) 87 (75) 42 (78) 0.63
Current smoking (c) 59 (49) 27 (50) 0.96
Framingham-risk Score, % (a) 27 £ 14 28 +£13 0.78

Unknown cause of death corresponded to the 10¢hnational Classification of Diseases code: R99

Data expressed as (a) means + standard deviatijpmedian (range) or (c) absolute (%). ALT, alarti@msaminase;
AST, aspartate transaminase; GGT, gamma-glutamgfieease; HDL, high-density lipoprotein; LDL, lovefksity
lipoprotein; BMI, body mass index; . Missing datg: (Metabolic syndrome (29).
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Table S10 Baseline characteristics of the patients accgrtbnvhether their liver biomarkers

were reevaluated or not

Data expressed as (a): means + standard devighpnmnedian (range) or (c): absolute (%). ALT,
alanine transaminase; AST, aspartate transami@&Sd;, gamma-glutamyltransferase; LDL, low-
density lipoprotein; HDL, high-density lipoproteirBMI, body mass index.Missing data (n):

No reevaluation(n=485) Reevaluation (n=136) p value

Age, years (a) 58 £ 11 57+9 0.21
Male gender(c) 267 (55) 79 (58) 0.53
Alcohol consumption g/day (b) 0 (0-230) 0 (0-80) 0.08
Follow-up, years (b) 6.9 (0.8-9.7) 7.0 (6.0-8.2) 0.08
Liver biomarkers
FibroTest score (a) 0.19+0.16 0.17+0.14 0.16

Advanced fibrosis (F2F3F4)

FibroTest > 0.48(c) 31 (6.4) 9 (6.6) 0.92
SteatoTest scorda) 0.56 £0.20 0.55+0.21 0.57

Severe steatos (>32%)

SteatoTest > 0.69c) 143 (30) 45 (33) 0.44
Liver function tests
ALT, U/L (a) 32+19 34+21 0.20
AST, U/L (a) 26 +10 28+12 0.11
GGT, U/L (a) 45 + 48 43 £ 57 0.71
Cardiometabolic risk factors
Systolic blood pressuremmHg (a) 128 + 16 125+ 15 0.08
Diastolic blood pressure mmHg (a) 71+10 70+ 12 0.47
Fasting glucose mmol/L (a) 9.2+33 9.2+35 0.95
Triglycerides, mmol/L (a) 1.79+1.85 1.62+1.30 0.31
Total cholesterol mmol/L (a) 49+11 46+10 0.02
LDL cholesterol, mmol/L (a) 2.7+0.9 26109 0.04
HDL cholesterol, mmol/L (a) 14+04 14+04 0.62
Metabolic syndrome(c) 252 (82) 65 (79) 0.64
BMI, Kg/m? (a) 29.8+6.1 30.2+6.1 0.58
Dyslipidemia (c) 278 (58) 93 (68) 0.03
Blood hypertension(c) 297 (62) 76 (57) 0.26
Current smoking (c) 120 (25) 33 (24) 0.91
Framingham Risk Score % (a) 23+12 21+10 0.04

Metabolic syndrome (286).



Table S11.Prediction of overall survival by liver biomarkensa multivariate model adjusted
for age, gender, blood hypertension, dyslipident@hacco, alcohol consumption and

treatment

Treated vs. non-treated ; n=1447

No advanced fibrosis(FOF1)
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis(F2F3F4)
(FibroTest > 0.48)

No severe steatosi(<32%)
(SteatoTesk 0.69)

Severe steatosi(>32%)
(SteatoTest > 0.69)

Statin treatment; n=2165

No advanced fibrosis(FOF1)
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis(F2F3F4)
(FibroTest > 0.48)

No severe steatosi(<32%)
(SteatoTesk 0.69)

Severe steatosi (>32%)
(SteatoTest > 0.69)

Antiplatelet treatment; n=561

No advanced fibrosis(FOF1)
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis(F2F3F4)
(FibroTest > 0.48)

No severe steatosi(<32%)
(SteatoTesk 0.69)

Severe steatosi(>32%)
(SteatoTest > 0.69)

Insulin treatment; n=564

No advanced fibrosis(FOF1)
(FibroTest< 0.48)
Advanced fibrosis(F2F3F4)
(FibroTest > 0.48)

No severe steatosi(<32%)
(SteatoTest 0.69)

Severe steatosi(>32%)
(SteatoTest > 0.69)

Overall Survival

HR (95%Cl)

Reference

2.16 (1.24-3.77)

Reference

1.58 (1.07-2.33)

Reference

1.82 (1.07-3.10)

Reference

1.59 (1.13-2.26)

Reference

2.12 (1.03-4.38)

Reference

1.44 (0.79-2.64)

Reference

2.05 (1.01-4.21)

Reference

1.59 (0.86-2.92)

p value

0.007

0.02

0.03

0.008

0.04

0.23

0.04

0.14

Cl, confidence interval; HR, hazard-ratio
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V-6. Discussion

Cette étude a déemontré la valeur pronostique oimdniqueurs des lésions hépatiques
chez les patients ayant un diabéte de type 2 oulysigpidémie, deux pathologies souvent
associés a la NAFLD. Notre hypothese de départ guai la fibrose du foie serait un facteur
de risque majeur de mortalité hépatique et quetdat@se pourrait étre un marqueur de
I'athérosclérose, associée a la maladie cardiolaseuEn effet, les biomarqueurs de fibrose
et de stéatose, FibroTest et SteatoTest, nous emip de mieux séparer les risques de
complications hépatiques et cardiovasculaires. Newsns aussi rapporté la valeur
pronostique du FibroTest pour la prédiction des marations cardiovasculaires chez les
diabétiqgues de type 2. La présence d'une fibrosmcée, présumé par ce biomarqueur a
ameélioré la valeur pronostique du score de FranamgtEn plus, la progression de la fibrose

hépatique a été associée au risque plus élevédé'ime de complications cardiovasculaires.

La NAFLD semble étre associée a un risque pluséélde mortalité globale.
Cependant, d'autres études contredisent ces téswtaisemblablement parce qu'aucune de
ces études n'avait utilisé de quantification diébliaose ou de la stéatose. Dans trois études, la
présence d'une NAFLD n'a pas été associée a urerfgs élevé de mortalité, sauf dans une
sous population de patients agés de plus de 45@usn, Xu et al. 2008; Lazo, Hernaez et
al. 2011; Kim, Kim et al. 2013) En revanche, la NAFa été associée a la mortalité globale
dans cing autres études, y compris dans une colertpatients diabétiques de type 2.
(Adams, Lymp et al. 2005; Ruttmann, Brant et al0200ng, Pitts et al. 2008; Calori,
Lattuada et al. 2011). Dans la plupart de ces étleldiagnostic de NAFLD était basé sur des
méthodes d'imagerie ou d'alteration des enzymeatiiépes. L'échographie abdominale n'est
pas un marqueur performant, le seuil de sensildliéht de 30% des hépatocytes (Saadeh,
Younossi et al. 2002). Les transaminases ne sanpmgises pour I'estimation de la fibrose,

ce qui pourrait expliquer ces résultats contradieso(Canbakan, Senturk et al. 2010).
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Plusieurs études ont rapporté que la NAFLD étssbeiée a la mortalité globale et
cardiovasculaire. Une équipe italienne a rappaue LI, un biomarqueur d'estimation de la
stéatose hépatique, était associé a la mortabtéatg et cardiovasculaire (Calori, Lattuada et
al. 2011). Nos résultats sont en accord avec casé&ds. Dans notre cohorte, la présence
d'une stéatose sévere (>32% des hépatocytes)egstinie SteatoTest, était prédictive de la
mortalité globale et cardiovasculaire indépendanirden facteurs métaboliques. Les cancers
non-hépatiques étaient la cause principale de ftérteesponsables d'environ 30% des cas,
suivie par les causes cardiovasculaires (20%). bdadie cardiovasculaire était la cause

principale de mortalité (27% des déces) chez laemia diabétiques de type 2.

Précédemment, I'équipe avait montré la valeurgstique du FibroTest pour prédire
la mortalité globale et d'origine hépatique dansedies maladies chroniques du foie (Ngo,
Munteanu et al. 2006; Naveau, Gaude et al. 2002edenghen, Vergniol et al. 2013). Cette
étude elargit la valeur pronostique du FibroTeda grédiction de la mortalité globale et
d'origine hépatique chez les patients ayant unétéalle type 2 et/ou une dyslipidémie.
Plusieurs auteurs ont rapporté la valeur pronostapuplusieurs biomarqueurs d'estimation de
la fibrose hépatique, comme le NFS, I'APRI et IB-B| dans la NAFLD. (Kim, Kim et al.
2013) Ces auteurs n'ont pas trouvé l'associatidre estéatose et mortalité globale. En
revanche, les patients ayant une NAFLD associéefiarose hépatique avaient un risque de
mortalité plus élevée que ceux ayant une stéatmsples non fibrosante. Nos résultats
renforcent I'hypothése d'une influence de la fibrds foie sur la mortalité globale et d'origine

hépatique.

Les causes d'origine hépatique ont été résporssabémviron 4% des déces (4
carcinomes hepatocellulaires, 2 cholangiocarcinomés hépatiques, 1 complication de
cirrhose). Le faible nombre d'évenements hépatiguoesrait étre un facteur limitant pour
I'analyse mulivariée. Cependant, dans notre étla@résence d'une fibrose avancée était un

facteur de risque de mortalité indépendant destiastmétaboligues confoundants. Dans
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I'étude asiatique menée par Kim et al, la fibroépalique pourrait étre surestimée par les
biomarqueurs a cause d'une activité nécroticosmfiatoire car le NFS, I'APRI et le FIB-4
utilisent les enzymes hépatiques dans ses fornpbes estimer la fibrose du foie. Le
FibroTest ne prend pas en compte les transamipasgsson calcul, de sort que I'estimation

de la fibrose par ce biomarqueur n'est jamais enitée par l'inflammation hépatique.

Plusieurs études ont associé la NAFLD a la malealienarienne (Wong, Wong et al.
2011) ainsi que a la présence de marqueurs d'athérose (Kim, Choi et al. 2012; Siddiqui,
Sterling et al. 2013). Pourtant, jusqu'a présémestait inconnu si l'association entre stéatose
hépatique et les complications cardiovasculairas ttujours significative apres l'ajustement
sur I'estimation de la fibrose du foie.

Notre étude a correlée la fibrose hépatique acidlence des eévenements
cardiovasculaires chez les patients diabétiqueagp#e?. Nous avons également démontré que
la progression de la fibrose vers la fibrose avaradit associée a une incidence plus élevée
de complications cardiovasculaires. La présenasedibrose avancée (F2F3F4), estimée par
le FibroTest, restait prédictive de la survie &8 sans complication cardiovasculaire chez ces
patients indépendamment des facteurs confondamtsne les facteurs métaboliques, la

gravité du diabete, le traitement en cours oudeesde Framingham.

Malgré I'évaluation d'une population francaiseus avons choisi de confronter les
biomarqueurs de Iésion hépatique au score Framimghalieu d'utiliser le score Européen
predictif de risque de complications cardiovascakiappellé SCORESystematic Coronary
Risk Evaluatioh et recommandé par la Societé Européenne de GagitioLe SCORE a été
validé sur un large ensemble de données issuesle&turopéennes prospectives et prévoit
les événements d'athérosclérose coronarienne faialane période de 10 ans. Le score de
Framingham et le modéle SCORE utilisent des parasstmilaires a I'exception de I'histoire
d'un diabéte inclus uniguement dans le score deniRgiham. Cependant, le score de

Framingham est le score prédictif cardiovasculeinglus validé au monde, validé par plus de
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2,000 publications depuis les annees 1950
(http://www.framinghamheartstudy.org/biblio/indetatt). Le score de Framingham a
également été validé pour prédire les complicatioasdiovasculaires dans la NAFLD
(Treeprasertsuk, Leverage et al. 2012). Le suidiaréde nos patients diabétiques de type 2
a été de 7 ans. Le modéle SCORE ne s'applique gstaue cardiovasculaire a 10 ans, alors
que le score de Framingham s'applique a toute geerd@ suivi. Selon les directrizes de la
Societé de Européenne de Cardiologie le calculisyjue cardiovasculaire par le modéle
SCORE ne s'applique pas aux patients ayant untdia®type 2 ou un diabete de type 1
accompagné d'une microalbuminurie ou de trés haitsaux de facteurs de risque

(Catapano, Reiner et al. 2011).

Nous avons confirmé la valeur pronostique du sderEramingham pour la prédiction

des événements cardiovasculaires chez les patteiats de diabete de type 2. L'étude a
également confirmé l'association du mauvais coatgblcémique dans le diabéte, mesuré par
I'némoglobine gliquée (HbAlc), a la mortalité glleba. 'information sur la présence d'une
fibrose avancée, estimée par le FibroTest, a gtabta d'améliorer la performance du score
de Framingham, en particulier chez les patients aut hrisque de complications
cardiovasculaires, ceux qui avaient un score daiRgham> 20%. Les patients a haut risque
cardiovasculaire par le score de Framingham guaiéat pas de fibrose avancée avaient une
survie sans complication cardiovasculaire simild@reeux ayant un score de Framingham <
20%, a bas risque cardiovasculaire. Ces résultaggrent que la fibrose hépatique pourrait
jouer un réle décisif dans I'athérosclerose. L'lilygse d'une relation entre la fibrose du foie
comme un facteur impactant dans la maladie cardaaire a été renforcé par l'incidence
plus élevée de complications cardiovasculaires dbszpatients qui ont progressés de la
fibrose minime a la fibrose avancée, estimé pdfilbeoTest, pendant un suivi médian de 7

ans.
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Plusieurs hypothéses pourraient expliquer laioklagéntre la fibrose hépatique et le
processus d'athérosclerose. La pathogenese de FAINNASH avec les rhultiples hits
pourrait partager une voie biologique similaireciecde I'athérosclérose. La progression de la
stéatose vers la NASH, et par consequent linsitallad'une fibrose hépatique, entraine
I'activation des cytokines proinflammatoires etéatigéniques. Cette cascade inflammatoire
pourrait jouer un réle important dans la formataes plaques intra-artérielles qui pourrait
provoquer une incidence plus élevée des complitattardiovasculaires chez les patients qui
progressent la maladie hépatique. Enfin, les aunaions sériques d'Apo-Al, un des
composants du FibroTest, pourrait expliquer l'aission entre le biomarqueur et les
complications cardiovasculaires. L'Apo-Al est unetgine spécifique du foie et le principal
constituant des lipoprotéines de haute densité (HDh facteur protecteur de complications
cardiovasculaires. La progression de la fibroseatigpe est associée a une rédution de la
concentration sérique de I'Apo-Al. Donc, les pasieayant une fibrose avancée auraient un
risque plus élevé de complications cardiovascida@e raison d'une concentration sérique
réduite du HDL-cholesterol. En revanche, nous avengplaceé les composants du FibroTest-
SteatoTest dans un modeéle proportionnelle de CokApb-Al ne sort pas comme un
parametre associé aux évenements cardiovasculairggus, nous avons ajusté le modele par

I'Apo-Al et le FibroTest reste toujours comme utdar de risque indépendant.

Les points forts de notre étude comprennent lketda longue durée du suivi des
patients, la collecte de données sur la mortalttdaeconfrontation des biomarqueurs
hépatiques au score de Framingham. Notre échantibonprennait plus de 2,000 patients
suivis pendant une période médiane de 12 ans.dmeséds sur la mortalité ont été recueillies
auprés du centre d'épidemiologie sur les causescaiesl de déces (CépiDc), associé a
l'institut national de la santé et de la recheroféical (Inserm). Le CépiDc informe les
causes de mortalités primaires et secondaires #@r phune analyse systématique des

certificats de déces en utilisant la classificatfitternationale des maladies. Cette collecte des
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données de mortalité par un centre national spg€iat indépendant de I'équipe de I'étude a
evité la classification incorrecte des causes d@eslé€Cette démarche nous a permis d'évaluer
la performance des biomarqueurs contre une référemmontestable comme le décés. Le
FibroTest a pu étre associé au score de Framingleascore le plus validé pour prédire les
complications cardiovasculaires. Malgré le besolane validation indépendante, cette
information sur le stade de fibrose du foie a puélarer la performance du score de
Framingham pour la prédiction des complicationsdicmasculaires chez les patients

diabétiques de type 2.

La population de I'étude ne se limite pas aweg de définition de la NAFLD mais
englobe un plus large spectre des patients ayanindéadies métaboliques, comme le diabete
et la dyslipidémie. En accord avec les donnéesepgeroment publiées, nous avons constaté
I'impact du contréle du diabete, par la mesurdHl@Alc, sur la mortalité globale (Currie,
Peters et al. 2010), la forte prévalence de lasgéahépatique chez les patients diabétiques de
type 2 (47%)(Williamson, Price et al. 2011) et ienl entre la présence de facteurs

métaboliques et de la fibrose avancée (Grattaglidbaldi et al. 2013).

Les limites de I'étude ont été le taux rélativemélevé de causes inconnues de
mortalité, le recueill retrospectif des complicasccardiovasculaires des patients diabétiques
de la cohorte 2 et I'effectif relativement faiblesdpatients soumis a I'évaluation prospective
de la progression de la fibrose hépatique pendasuili total. Malgré la collecte des données
sur la mortalité par un centre de recherche spgéiabus avons eu 54 patients décédés avec
une cause de mortalité décrite dans le certifieatiéces comme inconnue ou non spécifique
(codage R99). Cependant, les principaux facteardasgjue associés a la mortalité n'étaient
pas significativement différents entre les patesyant une cause de mortalité connue par

rapport a ceux qui n‘avaient pas la cause de décerie.

Le méme investigateur a été responsable de |l&nmeuh retrospective des données de

les diabétiques de type 2. Ces données ont étaaidixs par un clinicien experimenté qui a
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réalisé une recherche approfondie des dossierscenedicontacté les patients, leurs familles
et leurs médicins traitants. En plus, une révissgatématique de la base de données du
Service de Cardiologie Interventionelle du Groupmsjpitalier Pitié-Salpétriere a été realisée
pour identifier les possibles angioplasties avesepte stent dans cette population de patients.
Les patients diabétiques ont été invités par ceurd revenir au Service d'Hépato-
gastroénterologie pour une hospitalisation de mium de réaliser un nouveau bilan pour
évaluer la fibrose hépatique par des marqueurama@sifs. Notre taux de réponse positive a
été d'environ 25% aprés l'envoi de deux convocsatidens une période de 6 mois. Cette
relative faible adésion a une ré-évaluation dédi@$e hépatique pourrait étre expliquée car il
s'agisait en majorité de patients qui avaient ugatgse hépatique avec des transaminases
normales, rassurés par leur diabétologue ou ledeané traitant. Malgré le faible effectif de
patients ré-investigués pour I'évaluation de lgpssion de la fibrose, les principaux facteurs
associés a la progression de la fibrose du foidifferaient pas entre les sujets ré-évalués par

rapport a ceux qui n'ont pas eu une nouvelle étialupar des biomarqueurs.

Le recrutement de patients suivis dans un ceatmgaire peut influencer les résultats
surtout par rapport a la mortalité. La grande ni@odes patients était sous traitement
prophylactique pour éviter les complications cavdgrulaires comme [|'anti-agrégant
plaquettaire et les statines. En plus, les patisnigis dans le Service de Diabétologie du
groupe hospitalier semblaient avoir un diabéteyge 2 sévere et mal controlé car environ
35% des patients étaient traités par insulindHtAlc moyenne était de 8.0%. Le détail sur
les traitements spécifigues des patients n'étaierement disponible que pour les patients
diabétigues de la cohorte 2. Par consequent, nausmns pas pu inclure tous ces parametres
dans l'analyse multivariée pour la mortalité glebdé I'ensemble des patients. Cependant,
nous avons confirmé la valeur pronostique de bigoeurs dans toute la cohorte par des

modeles multivariées qui comprennaient les differdormes de traitements. En plus, les
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analyses multivariées du sous-groupe de diabétipreeenant de la cohorte 2 ont été ajusté

par le traitement complet.

En conclusion les biomaqueurs des Iésions hépatiques, le Fdstodt le SteatoTest,
sont d'un intéret particulier chez les patients qot des maladies meétaboliques. Ces
biomarquers sont prédictifs de la mortalité gloleiez les patients ayant un diabete de type 2
et/ou une dyslipidemie. Le FibroTest et le SteasbTesont également prédictifs,
respectivement, de la mortalité d'origine hépatigtieardiovasculaire indépendamment des
facteurs confondants. La présence d'une fibrosecéea estimée par le FibroTest a été
associée a l'incidence de complications cardiovases chez les diabétiques de type 2 et
I'information obtenue par ce biomarqueur pourraitéBorer la performance du score de
Framingham pour prédire des évenéements cardioases!l Enfin, la progression de la
fibrose, présumeée par le FibroTest, a été corralém risque plus élevé de complications

cardiovasculaires.
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Chapitre VI - Conclusions et perspectives

Plusieurs méthodes non invasives ont été dévedsppeur remplacer la biopsie
hépatique au cours des dix dernieres années. Beeplplus, ces méthodes sont utilisés en
pratique clinique pour estimer les principalesdasitissulaires hépatiques comme la fibrose,
I'activité nécrotico-inflammatoire ou la stéatos€ependant, la bonne utilisation d'une
méthode non invasive nécessite de bien connaisr@rigcipes techniques, ses limites et sa

précision dans les différentes situations possibles

Les travaux réalisés au cours de cette these npemmis de montrer les limites de
certaines méthodes ainsi que l'utilité de biomanggiecomme le FibroTest et le SteatoTest,
pour prédire la mortalité globale, d'origine hépa# ou cardiovasculaire, chez les sujets ayant
un diabete de type 2 et/ou une dyslipidémie. Caidetravail a aussi confirmé 'association

entre NAFLD et maladie cardiovasculaire.

L'étude sur la reproductibilité de I'élastométmigpermis de mettre en évidence une
variabilité inter-observateur importante de la roé#h L'interprétation des mesures de
I'élasticité du foie par élastométrie doit prendrecompte cette limite. Du fait d’'une telle
variabilité, cette méthode ne peut pas notammeetjaur remplacer lI'endoscopie digestive a
la recherche de varices oesophagiennes. Pour cosetola difficulté que souléve la
variabilité de la méthode, une possibilité est usdiliser de préférence pour un suivi
longitudinal, en faisant toujours appel au mémeratpér expérimenté. Baser la prise en
charge et la décision clinique ou thérapeutiqueusis seule mesure de I'élasticité du foie

n'est en revanche pas recommandé.

Ce travail nous a aussi permis de montrer l'imibge de l'inflammation et de la
stéatose sur l'estimation de la fibrose par le AR et I'élastométrie. La prise en compte
des transaminases dans le test APRI entraine uestisuation de la fibrose hépatique liée a

I'activité nécrotico-inflammatoire, tandis que ferssion des transaminases en multiple de la
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normale entraine une variabilité du test. La présatiune stéatose hépatique, estimée par le
SteatoTest et trois autres marqueurs non invasif€té identifiece comme un facteur
indépendant associé a la surestimation de la #bdosfoie par I'élastométrie chez les sujets
ayant un diabéte de type 2. D'autres études inclusmévaluation par biopsie du foie, ou par

IRM, pourraient permettre de confirmer ces conolnsi

Enfin, I'étude sur la valeur pronostique du Filesflet du SteatoTest chez des patients
ayant des désordres métaboliques, a montré qilesdtibn de ces biomarqueurs pouvaient
représenter une avancée majeure pour l'estimagisrcamplications graves a long terme. Les
avantages des ces biomarqueurs sont l'applicabilita capacité d'évaluer séparément des
lésions hépatiques principales, comme la stéatolsefibrose. Le FibroTest et le SteatoTest
pourraient étre utilisés pour identifier en présente fibrose avancée et/ou de stéatose
séveres, les patients a haut risque d'événemeratgéegrd’ordre hépatique ou cardio-
métabolique. L'estimation de la fibrose par le &itest pourrait aussi en absence de fibrose,
exclure le risque de complications hépatiques aah@ chez les patients ayant des
transaminases élevées. D'autres études doiventétisées pour bien établir & I'avenir la
relation entre la fibrose hépatique et l'athérasske. L'amélioration de la performance du
score de Framingham par son association au Fibrotgse la voie a I'élaboration d'un index

pronostique "cardio-hépatique" chez les patientsmayne maladie cardio-métabolique.
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