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RESUME 
 

L’ostéopontine (OPN) est une protéine synthétisée et sécrétée par de nombreux 

types cellulaires. Elle joue un rôle important dans la régulation de la réponse inflammatoire 

et immune, en régulant le recrutement et le maintien des cellules immunitaires sur le site de 

l’inflammation. Cette protéine est également pro-fibrogénique, en favorisant l’activation de 

cellules fibroblastiques. Cette protéine peut aussi présenter des propriétés anti-apoptiques 

dans les cellules immunitaires et les hépatocytes. Nous avons recherché son rôle dans les 

complications hépatiques allant des maladies chroniques du foie induites par l’obésité 

(NAFLD) ou une consommation chronique d’alcool (ALD) aux lésions hépatiques induites par 

l’ischémie reperfusion (IR).  

Les NAFLD et ALD sont les premières causes d’ hépatopathies en France. Le spectre 

de ces complications va de la stéatose à la stéatohépatite, la fibrose, la cirrhose et parfois le 

carcinome hépatocellulaire. Des acteurs intra- et extra-hépatiques favorisent le 

développement de ces complications. Parmi les facteurs extra-hépatiques, le tissu adipeux 

joue un rôle important dans les NAFLD. Mes études ont permis de mettre en évidence que 

l'OPN favorise l'inflammation du foie et du tissu adipeux dans les NAFLD et constitue un 

marqueur prédictif de la fibrose hépatique dans les ALD. Chez les patients obèses, 

l’expression de l’OPN augmente avec l'inflammation et corrèle avec l'expression des 

marqueurs des cellules dendritiques et des lymphocytes T (LT) dans le tissu adipeux et le 

foie. Chez la souris obèse, son invalidation prévient la stéatose hépatique et l'inflammation 

du tissu adipeux qui s'explique par une diminution de l'infiltration des macrophages, des 

cellules dendritiques et des LT et de la polarisation Th1 des LT CD4. Son invalidation prévient 

aussi l'inflammation hépatique et les réponses Th1 et Th17 des LT CD4 après injection de 

LPS. Chez les patients alcooliques, l’expression de l’OPN dans le foie, le tissu adipeux et le 

sérum augmente avec la fibrose hépatique. Son expression hépatique corrèle avec 

l'inflammation hépatique, la fibrose, l'expression du TGFβ, l'accumulation des neutrophiles 

et son niveau systémique. OPN circulant prédit aussi la fibrose modérée avec la même 

efficacité que l’acide hyaluronique, la kératine 18 ou le FibroMeter®  

Les lésions induites par l'IR hépatique sont la principale cause de dommages 

survenant au cours des procédures chirurgicales comme la transplantation hépatique ou la 

résection hépatique partielle. Le rôle de l'OPN lors de l’IR a été principalement rapporté au 

niveau rénal, mais n’avait pas été étudié dans le foie. Mes études ont mis en évidence que 

l'OPN pourrait jouer un rôle protecteur. Son invalidation (OPN-/-) aggrave les lésions 

hépatiques induites par l’ischémie reperfusion chez la souris. Chez les souris OPN-/-, après 

IR, les marqueurs de souffrance hépatocytaire, le niveau d’expression génique hépatique des 

cytokines pro-inflammatoires (TNFα, INFγ, IL6 et de l’IL1β) et d’iNOS étaient fortement 
augmentés, et la nécrose hépatocytaire plus étendue par rapport aux souris sauvages. Nos 

travaux in vitro suggèrent que le rôle protecteur de l’OPN pourrait être dû à sa capacité à 

prévenir la mort hépatocytaire (régule positivement l'expression de Bcl2 et le niveau ATP) et 

à limiter la production toxique de NO dépendant d'iNOS dans les macrophages. 

L’ensemble de ces travaux a permis de mettre en évidence de nouveaux rôles de 

l'OPN dans les lésions induites par l'I/R hépatique et pourrait constituer une cible 

thérapeutique pour les maladies chroniques du foie. 
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PARTIE 1 : MALADIES ALCOOLIQUES ET NON ALCOOLIQUES DU FOIE 
 

1. L’obésité 
 

1.1. Généralités 
 

1.1.1. Définition et épidémiologie 

 

L'obésité est définie selon l'organisation mondiale de la santé (OMS) par un indice de masse 

corporelle (IMC), supérieur ou égal à 30. L’obésité morbide est définie par un IMC supérieur 

ou égal à 40. L’IMC est calculé par le rapport du poids (kg) sur la taille au carré (m²). L’IMC 

normal est entre 20 et 25, un IMC supérieur ou égal à 25 signe le surpoids. On distingue 

l’obésité androïde, centrale ou viscérale, où la distribution des graisses est principalement 

abdominale, et l’obésité gynoïde. Alors que la première est associée au syndrome 

métabolique, la seconde ne se complique que rarement d’insulino-résistance et de maladies 

cardio-vasculaires. L'augmentation de la prévalence de l'obésité dans le monde en fait un 

problème majeur de santé publique. Selon un rapport de l’OMS de 2008, le nombre de cas 

d'obésité a doublé depuis 1980, 35% de la population mondiale est en surpoids et 11% est 

obèse. En France, l'enquête Obépi de 2012 rapporte 32,3% de cas de surpoids et 15% de cas 

d'obésité dont 1,2% d'obèses morbides chez des sujets de plus de 18 ans. 

Les différentes études Obépi réalisées depuis 1997 permettent d’observer une 

augmentation progressive de la prévalence de l’obésité en France (Figure 1). 
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 Figure 1 : Répartition de la population en fonction du niveau d’IMC selon le rapport Obépi 2012 
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1.1.2. Principales causes de l’obésité (Figure 2) 

L'obésité résulte d'un déséquilibre entre l'apport énergétique et les dépenses énergétiques. 

Dans de rares cas, l'obésité est due à une modification génétique identifiée. Une mutation 

de gène de la leptine ou de son récepteur (Mazen, El-Gammal et al. 2009) , une mutation du 

récepteur de la mélanocortine (Bell, Meyre et al. 2005) ou du gène du récepteur de la 

cholécystokinine (Panchal and Brown 2011) sont alors responsables d'une prise alimentaire 

excessive. Plus récemment, le rôle de la flore intestinale a été mis en évidence. La 

composition du microbiote intestinal serait unique chez chaque individu, avec un ensemble 

de bactéries communes à tous les individus. Cette flore intestinale serait influencée par des 

facteurs génétiques, l’alimentation, ou un traitement (antibiotiques, gastric by pass). Le 

microbiote modifierait l’immunité et le métabolisme de l’hôte, en modulant  l’adiposité, la 

sensibilité à l’insuline, et l’inflammation de bas grade qui leur sont associées. Ce système 

microbien jouerait un rôle sur la perméabilité intestinale, en permettant la translocation de 

lipopolysaccharides (LPS) dans le sang, appelée aussi endotoxémie métabolique (Clarke, 

Murphy et al. 2012).  

Mais c’est surtout l'évolution du mode de vie, avec une prise alimentaire excessive par 

rapport à une activité physique décroissante qui est principalement rapportée comme 

responsable du maintien du déséquilibre entre apport et dépense énergétique. L'évaluation 

de ces paramètres reste complexe. Une plus grande consommation de boissons sucrées et 

une augmentation de la taille des portions alimentaires sont rapportées (Stein and Colditz 

2004). La diminution de l'activité physique est liée aux transports ou aux occupations 

domestiques plus sédentaires (Lopez and Hynes 2006; Cizza and Rother 2012).  

1.1.3. Principales complications de l’obésité  

L’obésité est associée à plusieurs complications (Figure 2) : 

- L’obésité un facteur de risque de développer des complications métaboliques telles 

que la dyslipidémie, la résistance à l’insuline et le diabète de type II. L’obésité fait partie des 

anomalies qui constituent le syndrome métabolique. En effet, le syndrome métabolique 

regroupe des anomalies du bilan glucidique, lipidique, l’hypertension artérielle et l’obésité. 

Selon les différentes organisations, l’obésité sera un facteur obligatoire ou non obligatoire 

pour définir le syndrome métabolique (Tableau I). Selon le consensus actuel, la présence de 

trois facteurs parmi l’obésité viscérale, l’hyperglycémie, l’hypertriglycéridémie, le faible taux 
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d’HDL-cholestérol et l’hypertension artérielle définit un syndrome métabolique (Alberti, 

Eckel et al. 2009). L’existence de ce syndrome prédispose à la survenue d’un diabète de type 

II et au développement de maladies cardio-vasculaires. L’obésité et la sédentarité sont donc 

des facteurs qui prédisposent au syndrome métabolique. 

- L’obésité est un facteur de risque de complications cardiovasculaires comme 

l’hypertension artérielle, l’infarctus du myocarde et l’insuffisance cardiaque (Poirier, Giles et 

al. 2006).  

- L’obésité est associée à des complications respiratoires comme les apnées du 

sommeil touchant 40% des individus obèses (Jubber 2004). 

- L’obésité est un facteur de risque important pour le développement de certains 

types de cancer comme le cancer du sein, de l’endomètre, de l’œsophage et du colon 

(Pischon, Nothlings et al. 2008).  

- L’obésité est associée à des complications articulaires mécaniques, et à certaines 

pathologies inflammatoires comme l’arthrite rhumatoïde (Crowson, Matteson et al. 2013). 

- L’obésité est également responsable de complications hépatiques, allant de la 

stéatose à la stéatohépatite et à la fibrose, pouvant évoluer vers la cirrhose et le 

développement d’un carcinome hépatocellulaire. Ces complications hépatiques sont 

regroupées sous le terme de NAFLD, pour Non alcoholic fatty liver disease. D’après le 

rapport de la World Gastroenterology Organisation de 2012, la stéatose hépatique non 

alcoolique (NAFLD) et la stéatohépatite non alcoolique (NASH) représentent actuellement la 

première cause de maladie hépatique dans les pays occidentaux. Ces complications 

hépatiques seront détaillées plus loin. 
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Figure 2 : Obésité: épidémiologie, causes et conséquences 

L’obésité est un problème majeur de santé publique. Elle est due à plusieurs facteurs. C’est 

un facteur de risque pour le développement de plusieurs complications métaboliques 

(résistance à l’insuline), hépatiques, cardiovasculaires, respiratoires et articulaires. C’est aussi 

un facteur de risque de développer certains cancers. 
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Tableau I : Définitions du syndrome métabolique 

OMS = Organisation Mondiale de la Santé ; EGIR = European Group for the Study of Insulin 

Resistance ; NCEP ATP IIII= National Cholesterol Education Program Third Adult Treatment 

Panel ; FID = Féderation Internationale du Diabète, H = Homme, F= Femme ; HDL –C = High 

Density Lipoprotein-Cholestérol ; TG = Triglycérides 
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1.2. Rôle du tissu adipeux dans l’inflammation et l’insulino-résistance liées à l’obésité  

L'obésité est caractérisée par une augmentation du tissu adipeux, et s’accompagne d’une 

inflammation chronique de bas grade. Les cellules immunes du tissu adipeux participeraient 

à cette inflammation, et au développement de l’insulino-résistance. L’accumulation et/ou la 

(dé)régulation des macrophages, des lymphocytes et des cellules dendritiques dans le tissu 

adipeux sont des sources importantes d’inflammation qui expliquent un lien causal entre le 

développement d’une insulino-résistance et de complications hépatiques. En effet, lors de 

l’obésité, la population et le profil des cellules immunes sont modifiés (Figure 3). 

 

 

 

Figure 3 : Inflammation du tissu adipeux lors de l’obésité 

Dans le tissu adipeux de sujets minces, les macrophages M2 et les lymphocytes Treg et Th2 

prédominent. Ces cellules sécrètent des cytokines anti-inflammatoires. Les adipocytes 

sécrètent de l’adiponectine. 

Lors de l’obésité, l’hypertrophie du tissu adipeux, l’hypoxie et l’apoptose des adipocytes 

entrainent une sécrétion de chimiokines pro-inflammatoires et de MCP1, favorisant 

l’infiltration du tissu adipeux par des macrophages M1. La polarisation des lymphocytes T en 

Th1 et l’afflux de lymphocytes T cytotoxiques impliquent une polarisation M1 et la 

production de cytokines inflammatoires. 

Les cytokines inflammatoires altèrent la voie de signalisation de l’insuline, entrainant la 

résistance à l’insuline. 
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1.2.1. Macrophages dans l’inflammation chronique lors de l’obésité  

L’obésité est associée à un état inflammatoire chronique de bas grade. L’obésité est 

accompagnée d’une production anormale d’adipokines (leptine, adiponectine …) et d’une 

augmentation de l’expression de marqueurs de l’inflammation, par les adipocytes et les 

macrophages. L’infiltration macrophagique du tissu adipeux au cours de l’obésité est à la fois 

une cause et une conséquence de l’inflammation chronique. Dans le tissu adipeux, la 

production de cytokines inflammatoires est en partie responsable d’une infiltration par des 

macrophages (Xu, Barnes et al. 2003).  

La plasticité et la polarisation fonctionnelle sont des caractéristiques des 

macrophages. Selon le contexte, les macrophages auront plusieurs phénotypes (Mantovani, 

Sica et al. 2004; Gordon and Taylor 2005):  

• Le phénotype M1, pro-inflammatoire, induit par des stimuli pro-inflammatoires (LPS, 

INFγ), entraine la production élevée de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12, 

TNFα). Ces macrophages sont CD11b+/CD11c+. 

• Le phénotype M2, induit par l’IL-4 et l’IL3, entraine la production de cytokines anti-

inflammatoires (IL-4, IL-10) ainsi que l’inhibition d’iNOS. Ces macrophages sont 

CD11b+/CD11c-. 

Des phénotypes intermédiaires sont aussi présents mais ne seront pas développés ici.  

 

Dans le tissu adipeux de souris minces, les macrophages présentent un phénotype M2, 

expriment le marqueur MGL-1 (macrophage galactose N-acetyl-galactosamine specific lectin 

1) et sont dispersés entre les adipocytes. Chez les souris obèses, en plus des macrophages 

résidents, il existe une infiltration par des macrophages M1, pro-inflammatoire, recrutés en 

partie par le biais du récepteur CCR2 (C-C chemokine receptor type 2), provenant de cellules 

dérivées de la moelle osseuse et se localisant en « couronnes » autour d’adipocytes 

nécrotiques (Lumeng, DelProposto et al. 2008). Les mécanismes par lesquels l’hypertrophie 

du tissu adipeux entraine la nécrose des adipocytes ne sont pas clairement établis. Le stress 

du réticulum endoplasmique augmenté en réponse à l’excès de nutriment, notamment des 

acides gras libres et des protéines pourrait être impliqué. De plus, lors de l’obésité, les 

adipocytes sécrètent des chimiokines comme MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1) 

qui entraine le recrutement de macrophages pro-inflammatoires. 
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Chez l’homme, les macrophages ne sont pas strictement polarisés. Lors de l’obésité, 

plusieurs études rapportent que les macrophages auraient un phénotype mixte mais sont 

capables de sécréter des cytokines pro-inflammatoires (Zeyda, Farmer et al. 2007; Bourlier, 

Zakaroff-Girard et al. 2008). Les macrophages du tissu adipeux seraient impliqués dans le 

développement des complications hépatiques chez l’homme. Il a en effet été montré que 

l’accumulation de macrophages au niveau du tissu adipeux viscéral seraient associé au degré 

de stéatose chez les patients insulino-résistants ainsi qu’à l’inflammation et à la fibrose 

hépatique chez les patients obèses, insulino-sensibles ou résistants (Tordjman, Poitou et al. 

2009). 

1.2.2. Lymphocytes dans l’inflammation chronique lors de l’obésité 

Il a été récemment mis en évidence que cette inflammation du tissu adipeux est aussi 

dépendante des lymphocytes T et B.  

1.2.2.1. Lymphocytes T 

Les lymphocytes T sont séparés en deux groupes: les lymphocytes T conventionnels, qui 

expriment CD4 ou CD8, et les lymphocytes T non conventionnels exprimant les marqueurs 

NK. Comme pour les macrophages, les lymphocytes T ont plusieurs phénotypes: 

• Les lymphocytes T CD4 (ou auxiliaires): ils peuvent être polarisés en type Th1, Th2 ou 

Th17: 

o Le type Th1 est pro-inflammatoire, induit par l’IFNγ, et entraine la production 

de cytokines pro-inflammatoires comme IFNγ, IL-12 et TNFα. L’activation de 

cette voie est sous le contrôle du facteur de transcription T-bet (T-box 

expressed in T-cells) (Chakir, Wang et al. 2003). 

o Le type Th2, anti-inflammatoire est induit par l’IL-4 et entraine la production 

de cytokines anti-inflammatoires comme IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13. L’activation 

de cette voie est sous le contrôle du facteur de transcription GATA3 (GATA 

binding protein 3) (Chakir, Wang et al. 2003) .  

o Le type Th17 a été récemment mis en évidence pour son rôle pro-

inflammatoire dans les maladies auto-immunes. Il est induit par le TGFβ, l’IL-

23, l’IL-6 et l’IL-1β (Bettelli, Carrier et al. 2006; Volpe, Servant et al. 2008), et 

entraine la production de l’IL-17, l’IL-21 et l’IL-22.  Lors de l’activation de cette 

voie, STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) augmente  
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l’expression des facteurs de transcription RORγt (Retinoid-related Orphan 

Receptor gamma t) et RORα. 

o Une sous population de LT CD4 est représentée par les T régulateurs (Treg). 

Ces cellules ont un rôle immunorégulateur. Elles expriment CD25 (ou IL-2 

receptor alpha chain) et FOXP3 (forkhead-winged-helix transcription factor), 

et produisent de l’IL-10 et du TGFβ (Gutcher and Becher 2007).  

• Les lymphocytes T CD8 (ou cytotoxiques) sont induits par l’IL-2. Ils produisent de l’IL-

2, RANTES et son récepteur CCR5, et des cytotoxines. 

• Les cellules T Natural Killer (NKT) sont une sous population de lymphocytes T.  Elles 

sont sous-divisées en 3 sous-populations: type I, type II et  NKT invariantes ou iNKT. 

Les NKT produisent des cytokines telles que le TNFα, l’IFNγ et l’IL-4.  Ces cellules 

représentent moins de 1% des cellules sanguines chez l’homme et la souris. Dans 

certains tissus, elles sont plus représentées  (20 à 30% dans le foie et 10 à 20% des 

thymocytes chez la souris).  

 

Dans le tissu adipeux de souris minces, les lymphocytes T régulateurs et CD4+ sont 

majoritaires. Dans l’obésité, les lymphocytes T CD8+ augmentent, et favoriseraient le 

recrutement des macrophages. La diminution des lymphocytes T régulateurs favoriserait 

l’insulino-résistance. En effet, la sécrétion d’IL-10 par ces cellules protègerait les adipocytes 

des effets du TNFα sur la voie de signalisation de l’insuline (Feuerer, Herrero et al. 2009; 

Nishimura, Manabe et al. 2009; Winer, Chan et al. 2009). Les lymphocytes Th17 seraient 

augmentés lors de l’obésité et de l’insulino-résistance (van der Weerd, Dik et al. 2012; 

Fabbrini, Cella et al. 2013). Ces cellules pourraient participer à l’insulino-résistance, en 

activant la voie JNK (Jun N-terminal Kinase) (Zhu, Wu et al. 2011). Cependant, le rôle d’IL-17 

est controversé, des études chez la souris suggèrent au contraire un rôle protecteur contre 

la prise de poids et l’insulino-résistance (Kopp, Buechler et al. 2009; Zuniga, Shen et al. 

2010).  Le rôle des lymphocytes T non conventionnels dans l’obésité a été étudié à partir de 

modèles murins déficients en cellules NKT et soumis à un régime riche en graisse. Les 

résultats sont hétérogènes. Selon les modèles, les NKT favoriseraient ou préviendraient 

l’inflammation et l’insulino-résistance de tissu adipeux, ainsi que la stéatose (Wu, Parekh et 

al. 2012; Martin-Murphy, You et al. 2014). 
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1.2.2.2. Lymphocytes B 

Au cours de l’obésité, les lymphocytes B augmentent dans le tissu adipeux, et 

contribuent à l’insulino-résistance en interagissant avec les lymphocytes T (Winer, Winer et 

al. 2011). En effet, les souris dépourvues de LB matures et soumises à un régime riche en 

graisse ont une meilleur tolérance au glucose et sont plus insulino-sensibles que les souris 

sauvages. La production de cytokines inflammatoires est diminuée dans le tissu adipeux de 

ces souris. Initialement, les LB activés sécrèteraient des immunoglobulines (IgG) dirigés 

contre les antigènes intracellulaires issus d’adipocytes apoptotiques. En parallèle, les LB 

interagiraient avec les LT CD4 et CD8 via les complexes d’histocompatibilité (CMH de classe I 

et II). Cette interaction est nécessaire à l’action métabolique délétère des LB.  Cette 

interaction entrainerait la production par les LT de cytokines inflammatoires, et 

maintiendrait la production d’IgG par les LB. Ces IgG forment des complexes immuns avec 

des auto-antigènes, responsables d’une activation des macrophages et d’une augmentation 

de l’inflammation du tissu adipeux, induisant une altération de la sensibilité à l’insuline 

(Mallat 2011; Winer, Winer et al. 2011).  

1.2.3. Cellules dendritiques dans l’inflammation chronique lors de l’obésité 

Une infiltration et une régulation pro-inflammatoire des lymphocytes T à des étapes 

précoces, et des macrophages, à des étapes plus tardives, pourraient être responsables de la 

mise en place de l’inflammation et de l’insulino-résistance du tissu adipeux dans l’obésité. 

L’identification des cellules présentatrices d’antigènes permettrait une meilleure 

compréhension de la mise en place de l’inflammation du tissu adipeux et par conséquent de 

l’insulino-résistance et des complications hépatiques. 

 

Cependant, le recrutement et le rôle des cellules dendritiques (CD), cellules présentatrices 

d’antigènes, dans l’inflammation et l’insulino-résistance du tissu adipeux est peu connu, car 

peu d’études ont été rapportées. Le nombre de CD serait augmenté dans le tissu adipeux 

lors de l’obésité et participerait à l’inflammation et l’insulino-résistance (Wu, Perrard et al. 

2010). Notre équipe a mis en évidence que l’obésité est associée à une accumulation et une 

activation des CD dans le tissu adipeux des souris et de patients. De plus, l’expression de 

marqueurs de CD et de CD activées est augmentée progressivement en fonction de l’obésité 

et de l’insulino-résistance chez les patients. Chez la souris, l’équipe a pu identifier et 

caractériser deux populations de CD dans le tissu adipeux : les CD conventionnelles cDC, 

16 

 



présentes chez les souris minces et obèses, et les CD inflammatoires iDC, différenciées à 

partir de monocyte, présentes uniquement chez les souris obèses. Les cDC induisent in vitro 

une polarisation des LT naïfs Th1. Par contre, les iDC isolées des souris obèses induisent in 

vitro une polarisation des LT naïfs en Th17 (Bertola, Ciucci et al. 2012). Les CD pourraient 

être d’importants acteurs de la régulation de l’inflammation et de l’insulino-résistance du 

tissu adipeux au cours de l’obésité. Il a été montré que des souris dépourvues de CD et 

soumises à un régime riche en graisse étaient résistantes à la prise de poids et aux anomalies 

métaboliques (Stefanovic-Racic, Yang et al. 2012). Dans une autre étude, la déplétion en 

cellules CD11c+, exprimé par les cellules dendritiques et les macrophages M1, améliore 

l’insulino-résistance et l’inflammation du tissu adipeux et systémique dans des modèles 

murins d’obésité (Patsouris, Li et al. 2008). 

1.2.4. Rôle de l’inflammation dans le développement de l’insulino-résistance  

Chez les individus sains, la fixation de la molécule d’insuline sur son récepteur, situé au 

niveau de la membrane cellulaire, induit son activité tyrosine kinase (Schéma 1, d’après 

(Capeau 2003)). Le récepteur activé phosphoryle sur des résidus de tyrosines des protéines 

dont celles de la famille des IRSs (Insulin Receptor Substrate) (Virkamaki, Ueki et al. 1999). 

Les IRSs possèdent dans leur partie N-terminale un domaine PTB (phosphotyrosine binding 

domain) qui se lie à la tyrosine 960 du récepteur de l'insuline lorsqu'elle est phosphorylée. 

Cette interaction est requise pour la phosphorylation des résidus tyrosine de ces protéines 

adaptatrices par les récepteurs de l'insuline. La partie C-terminale de ces protéines contient 

des sites de phosphorylation des résidus tyrosine qui constituent des motifs d'ancrage pour 

des protéines possédant des domaines SH2 dont la sous-unité régulatrice de la PI3-kinase 

(phosphoinositide 3-kinase). L’activation de la PI3-kinase va entrainer la phosphorylation et 

l’activation de la protéine Akt (ou protéine kinase B). Celle-ci va inhiber la néoglucogénèse, 

et promouvoir la synthèse protéique, lipidique et glycogènique. Akt va également induire 

une réorganisation du cytosquelette (via l’activation d’une petite protéine GTPase, Rab), qui 

va permettre la translocation du récepteur du glucose Glut4 à la membrane cellulaire, 

facilitant l’entrée du glucose dans la cellule. De manière physiologique, dans le tissu adipeux, 

l’insuline augmente le transport des acides gras (AG) et leur stockage sous forme de 

triglycérides (TG) et elle stimule le transport glucose qui est transformé en AG dans la cellule 

(lipogenèse de novo). Dans le foie, l’insuline entraine le stockage du glucose sous la forme de 

glycogène et la néoglucogenèse est inhibée. 
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A la fin du signal insulinique, chez les sujets insulino-sensibles, les complexes 

insuline/récepteurs seront internalisés puis dégradés ou recyclés. Le contrôle négatif du 

signal nécessite aussi la  déphosphorylation des résidus tyrosine du récepteur et des 

protéines IRSs par les tyrosines phosphatases (PTPases). Enfin, la phosphorylation de résidus 

sérine et thréonine sur le récepteur ou l’IRS1 entraîne une inhibition du signal insulinique. 

Plusieurs kinases sont capables de phosphoryler les IRSs en sérine/thréonine : la kinase IKK-β 

(inhibitor of nuclear factor kB kinase), la Jun kinase (JNK) et la PKCθ (protein kinase C theta) 

(Gual, Le Marchand-Brustel et al. 2005). 

La résistance à l’insuline est la conséquence d’une atténuation du signal insulinique, due à 

un défaut sur la cascade de signalisation. La phosphorylation du récepteur à l’insuline et des 

protéines IRSs, non pas sur un résidu tyrosine, mais sur certains résidus sérine ou thréonine 

a été rapportée comme mécanisme principal dans la résistance à l’insuline. IRS-1 et IRS-2 

jouent un rôle majeur dans la régulation par l'insuline de l'homéostasie glucidique et une 

altération de leurs fonctions pourrait donc être associée à un état de résistance à l’insuline 

se traduisant par une inhibition du transport de glucose. En accord avec cette hypothèse, 

chez l'homme ou l'animal obèse ou diabétique de type 2, une diminution du transport de 

glucose au niveau du tissu adipeux et du muscle a été corrélée à une diminution de 

l’expression et/ou de la phosphorylation sur des résidus tyrosine des IRSs (Smith 2002; 

White 2002). De plus, chez 30 % des sujets ayant un risque élevé de développer un diabète 

de type II, par exemple des sujets dont les parents sont diabétiques de type 2, la 

phosphorylation sur résidu tyrosine d'IRS-1 en réponse à l'insuline est diminuée (Sesti, 

Federici et al. 2001). Enfin, une série de travaux indiquent que la phosphorylation d'IRS-1 sur 

des résidus sérine ou thréonine pourrait aussi être un des mécanismes de régulation 

négative de sa phosphorylation sur résidu tyrosine. 

Les causes principales de cette dérégulation de la voie de l’insuline sont l’hyperinsulinémie, 

les cytokines pro-inflammatoires et les lipides. Les mécanismes sont complexes et en partie 

élucidés. 

En cas d’insulino-résistance, les cellules ne répondront plus aux signaux insuliniques, et par 

conséquent, la production d’insuline par les cellules β pancréatiques sera augmentée. Cette 

hyperinsulinémie va entrainer une régulation négative par l’insuline de sa propre voie de 

signalisation, par plusieurs mécanismes. L'insuline va stimuler la phosphorylation sur des 

résidus sérine/thréonine des IRSs. En effet, un traitement prolongé des cellules avec de 
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l'insuline augmente la phosphorylation sur des résidus sérine/thréonine d'IRS-1, et 

parallèlement diminue leur phosphorylation sur des résidus tyrosine (Gual, Le Marchand-

Brustel et al. 2005). Enfin, l’insuline diminue l’expression de son récepteur à la surface 

cellulaire, augmente l’activité des tyrosines phosphatases, ainsi que la retro-phosphorylation 

des IRSs, diminuant leurs phosphorylations tyrosine (Saltiel 2012).  

Parmi les cytokines inflammatoires, le TNFα stimule les sérines kinases IKK-β et JNK qui 

phosphorylent les protéines IRSs sur un résidu sérine, bloquant la signalisation de l’insuline 

(Gao, Hwang et al. 2002; Hirosumi, Tuncman et al. 2002).  Le TNFα et l’IL-6 augmentent la 

production de SOCS (suppressor of cytokine signaling), qui en se liant au récepteur à 

l’insuline va diminuer la phosphorylation des IRSs (Emanuelli, Peraldi et al. 2000; Ueki, 

Kondo et al. 2004). Enfin, le TNFα diminuerait la synthèse du transporteur GLUT-4 (Stephens 

and Pekala 1991).  

Les cytokines inflammatoires et les acides gras saturés vont induire une augmentation de la 

synthèse des céramides. Les céramides vont entrainer une déphosphorylation de l’Akt, 

bloquant le signal insulinique (Dobrowsky, Kamibayashi et al. 1993). 

La polarisation et le recrutement des cellules immunes du tissu adipeux participent à cette 

insulino-résistance. Chez l’homme comme chez la souris, la sécrétion de chimiokines comme 

MCP-1 par les adipocytes entraine le recrutement de macrophages pro-inflammatoires, qui 

vont sécrétés des cytokines inflammatoires. Ces cytokines provenant des macrophages, vont 

comme nous l’avons vu, altérer la voie de signalisation de l’insuline. Le rôle des macrophages 

dans le développement de l’insulino-résistance a été conforté par une étude montrant que 

l’inhibition de l’accumulation des macrophages dans le tissu adipeux chez la souris obèse 

conduit à une diminution de l’inflammation, de l’insulino-résistance et de la stéatose 

hépatique (Xu, Barnes et al. 2003; Lumeng, Bodzin et al. 2007). De plus, la production de 

cytokines pro-inflammatoires altère la voie de signalisation de l’insuline dans les adipocytes 

menant à une augmentation de la lipolyse et au relargage d’acides gras libres dans la 

circulation sanguine. Ces derniers avec la sécrétion d’adipokines favorisent l’insulino-

résistance hépatique et le développement des complications hépatique (NAFLD). 
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Schéma 1 : Résistance à l’insuline 
La liaison de la molécule à son récepteur de l’insuline (RI: récepteur à l’insuline) entraine une 

auto-phosphorylation du récepteur.  Les IRSs (Insulin Receptor Substrate) se lient au 

récepteur activé et sont activés par phosphorylation sur des résidus tyrosine (Y). Au final, la 

voie entraine l’activation de la protéine Akt, qui favorise le stockage des lipides dans les 

adipocytes.  
La résistance à l’insuline provient d’un rétrocontrôle du signal insuline (activation des 

PTPase- tyrosines phosphatases et rétrophosphorylation), ou de l’action d’autres agents 

comme le TNFα (tumor necrosis factor α) et les acides gras libres, mais aussi de l’IL1β 
(interleukine), et même de l’insuline. Certains facteurs activent la kinase IKK β (inhibitor of 

nuclear factor κB kinase) et la Jun kinase (JNK) qui phosphorylent sur des résidus sérine des 

IRSs, rendant les IRSs moins bon substrats pour le RI. Par ailleurs, l’élévation des acides gras 

libres (AG) et l’accumulation de diacylglycérol (DAG) pourraient conduire à une activation de 

la PKCθ et à une phosphorylation des IRSs sur des résidus sérine. 
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1.3. Lésions hépatiques dues à l’obésité: Non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 

Le développement de lésions hépatiques lors de l’obésité est complexe et multifactoriel. 

L’apparition des NAFLD est très étroitement liée à la résistance à l’insuline, à l’obésité et au 

syndrome métabolique. Il est actuellement admis que les NAFLD sont une manifestation 

hépatique du syndrome métabolique. Si la stéatose est considérée comme bénigne et 

réversible, la stéatohépatite, ou NASH (Non Alcoholic SteatoHepatitis) est une maladie 

pouvant entrainer une cirrhose, une insuffisance hépatique et le développement d’un 

hépatocarcinome. 

1.3.1. Epidémiologie des NAFLD 

Si la prévalence des NAFLD est de 20 à 30% dans la population générale (Bedogni, Miglioli et 

al. 2005; Ratziu, Bellentani et al. 2010), 28 à 55% des patients diabétiques, 27 à 92 % des 

patients ayant une hyperlipidémie, et 60 à 95% des obèses présentent une NAFLD (Angulo 

2002). Une sous population particulière est représentée par les obèses morbides. Chez ces 

patients, la prévalence des NAFLD atteint 90%, et le stade de stéatohépatite toucherait 

jusqu’à 37% des patients (Machado, Marques-Vidal et al. 2006), alors que dans la population 

générale, la prévalence de la stéatohépatite serait de 2 à 3%. 30% des patients présentent 

une fibrose légère à modérée, 10% une fibrose avancée et 1% sont cirrhotiques (Machado, 

Marques-Vidal et al. 2006). D’après le rapport de la World Gastroenterology Organisation de 

2012, la présence de stéatohépatite ou NASH, augmente de façon dramatique le risque de 

cirrhose, d'insuffisance hépatique et de carcinome hépatocellulaire. La cirrhose due à une 

NASH représente une indication de plus en plus fréquente à une transplantation hépatique. 

Tandis que la morbidité et la mortalité dues aux problèmes hépatiques sont nettement 

augmentées chez les patients avec une NASH, il existe une corrélation encore plus forte avec 

la morbidité et la mortalité résultant d'une maladie cardiovasculaire. 
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1.3.2. Histopathologie de l’atteinte hépatique (Figure 4) 

1.3.2.1. Lésions élémentaires 

Les lésions élémentaires sont communes aux maladies du foie non alcooliques (NAFLD) ou 

alcooliques (ALD pour Alcoholic Liver Disease). Elles correspondent aux étapes de l’atteinte 

hépatique, probablement non forcément successives ni obligatoires : stéatose, 

stéatohépatite, et fibrose. A ces lésions élémentaires, s’associent fréquemment d’autres 

lésions non spécifiques comme les corps de Mallory, formations éosinophiles rubanées dans 

le cytoplasme des hépatocytes ballonisés, ou les méga-mitochondries.  

1.3.2.2. Stéatose (Figure 4a) 

La stéatose résulte d’une accumulation d’acides gras libres et de triglycérides dans le foie. 

Seuls les triglycérides intra cytoplasmiques sont visibles microscopiquement, sous la forme 

de vacuoles optiquement vides. La stéatose est macro-vacuolaire si les vacuoles sont de 

taille supérieure à celle du noyau, micro-vacuolaire si elles sont de taille inférieure. La 

stéatose se développe initialement dans les zones péri-centrolobulaires. La stéatose se grade 

selon le pourcentage d’hépatocytes intéressés, de 0 à 3.  

1.3.2.3. Stéatohépatite (NASH- Non Alcoholic Steatohepatitis) (Figure 4b) 

Les foyers d’hépatites alcooliques ou non alcooliques prédominent dans la zone péri 

centrolobulaire. Ils sont définis par une ballonisation hépatocytaire (clarification du 

cytoplasme, augmentation du volume cellulaire)  associé à un infiltrat inflammatoire 

(polynucléaires neutrophiles ou cellules mononuclées). 

1.3.2.4. Fibrose (Figure 4c) 

La fibrose se développe initialement dans les sinus des zones centrolobulaires. La fibrose est 

ensuite multicentrique, portale, péri-sinusoïdale et centrolobulaire, aboutissant à la 

formation de septa fibreux. La cirrhose correspond à une nodulation du parenchyme 

hépatique par des travées fibreuses. 
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Figure 4 : Aspects histopathologiques des maladies alcooliques et non alcooliques du foie 
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1.3.2.5. Classification des NAFLD 

Le système de classification le plus utilisé actuellement évalue et quantifie trois des lésions 

observées dans les NAFLD : la stéatose, la ballonisation et l’inflammation. Il s’agit du score 

NAS (NAFLD Activity Score), décrit par Kleiner et coll.(Kleiner, Brunt et al. 2005) (Tableau II). 

La ballonisation et l’inflammation sont gradées selon les critères définis précédemment par 

Brunt et coll. (Brunt, Janney et al. 1999). La somme du grade de ces lésions permet d’établir 

le score NAS, de 0 à 8. Un score inférieur à 2 élimine le diagnostic de stéatohépatite, 

supérieur à 5, il affirme la stéatohépatite. Entre 3 et 4, le diagnostic ne peut être porté 

(Borderline). 

La classification de la fibrose diffère de la classification de METAVIR, utilisée pour les 

hépatopathies chroniques virales, où la fibrose est à point de départ portal. Le grade 1 

correspond à une fibrose sinusoïdale péri-centrolobulaire, discrète (1a), ou modérée (1b) ou 

péri portale (1c). Le grade 2 correspond à une fibrose sinusoïdale péri-centrolobulaire et 

péri-portale. Le grade 3 est défini par la présence de pont, et le grade 4 par la cirrhose 

(Tableau II). 

Un nouveau score a été proposé récemment pour grader l’atteinte hépatique dans les 

NAFLD (Bedossa, Poitou et al. 2012). La stéatose et la fibrose sont évaluées selon les mêmes 

modalités que dans le score NAS. Un score d’activité est calculé par la somme des grades de 

la ballonisation (0 à2) et de l’inflammation (0 à 2). Le résultat obtenu est chiffré de 0 à 4 : pas 

d’activité, activité légère, modérée et sévère (Tableau III). 

Le score SAF (Stéatose, Activité, Fibrose), reprenant ces différents items a été proposé et 

validé par l’équipe de Bédossa et coll. Dans l’algorithme proposé (Tableau III), une stéatose 

inférieure à 5% exclut le diagnostic de NAFLD, quel que soit le grade d’inflammation et de 

ballonisation. S’il existe une stéatose supérieure à 5%, le diagnostic de NAFLD peut être 

porté. Le diagnostic de stéatohépatite est posé si la ballonisation et l’inflammation sont au 

moins égales à 1.  
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Tableau II: Score NAS et fibrose selon Kleiner et coll. 

 

 

 

25 

 



 

 
Tableau III : Score SAF et algorithme diagnostique selon Bedossa et coll. 
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1.4. Physiopathologie de l’atteinte hépatique lors de l’obésité (Schéma 2) 

1.4.1. Stéatose 

Rappelons que la stéatose résulte d’une accumulation d’acides gras libres et de triglycérides 

dans le foie. Le contenu lipidique hépatique dépend en partie de l’équilibre entre apport et 

export d’acides gras. Les acides gras plasmatiques affluent vers le foie, où ils sont estérifiés 

en triglycérides. Les triglycérides sont sécrétés sous la forme de VLDL (Very Low density 

Lipoprotein). L’équilibre lipidique hépatique dépend également de mécanismes intra-

hépatiques. Les triglycérides hépatiques sont produits à partir de glucose lors de la 

lipogenèse de novo. Les triglycérides hépatiques sont hydrolysés en acides gras, qui servent 

de substrats pour la β-oxydation mitochondriale.  

Plusieurs facteurs de transcription jouent un rôle majeur dans la régulation de cet équilibre: 

-PPARα qui peut activer des gènes impliqués dans le transport, l’oxydation et l’export 

des acides gras libres,  

- SBREP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c) et ChREBP (carbohydrate 

responsive element binding protein) qui peuvent activer des gènes impliqués dans la 

synthèse de cholestérol et d’acides gras libres en réponse à l’insuline (SBREP-1c) et des 

gènes impliqués dans la synthèse des triglycérides, en réponse au glucose (ChREBP). 

La voie de l’AMPK (5' adenosine monophosphate-activated protein kinase) active l’oxydation 

des acides gras et la glycolyse, et inhibe la synthèse lipidique et protéique. 

Dans les NAFLD, l’accumulation des triglycérides hépatiques est due à l’afflux augmenté 

d’acides gras libres vers le foie. Ces acides gras proviennent de l’apport alimentaire (10%), et 

de l’insulino-résistance des tissus périphériques qui entraînent d’une part une libération 

accrue des acides gras libres (lipolyse du tissu adipeux) (60%), et d’autre part une 

augmentation de la production hépatique d’acides gras (lipogénèse de novo) (30%). Dans le 

foie, les acides gras libres sont estérifiés pour former des triglycérides, alors stockés dans le 

cytoplasme des hépatocytes sous la forme de gouttelettes lipidiques. Lors des stéatopathies 

métaboliques, un défaut d’export des triglycérides sous la forme de VLDL favorise encore le 

développement de la stéatose (Schéma 2). 

Dans les situations d’insulino-résistance, la néoglucogenèse hépatique n’est plus 

efficacement inhibée par l’insuline mais, de façon paradoxale, l’insuline continue à stimuler 

la synthèse de novo d’acides gras et de triglycérides par la voie de la lipogenèse. Il existe 

donc une insulino-résistance sélective au niveau du foie (Brown and Goldstein 2008). 
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La lipogenèse hépatique est en effet un mécanisme important de la formation de la 

stéatose. En cas d’insulino-résistance, l’hyperinsulinémie et l’hyperglycémie activent les 

facteurs de transcription SREBP1c et ChREBP. SREBP1c active la lipogenèse, mais aussi la 

production de Malonyl CoA, ce qui a pour conséquence de saturer la capacité d’oxydation 

mitochondriale. ChREBP active la pyruvate kinase hépatique, enzyme clé de la glycolyse, 

augmentant ainsi la production d’Acétyl CoA utilisé pour la synthèse d’acides gras, avec pour 

conséquence une dérégulation de l’AMPK, favorisant la lipogenèse et diminuant la β-

oxydation mitochondriale.  

L’expression de SREBP1c et ChREBP est augmentée dans le foie des souris ob/ob. Les souris 

transgéniques qui surexpriment SREBP1c développent une stéatose hépatique massive due à 

l’activation des gènes de la lipogenèse (Shimano, Horton et al. 1997) et l’invalidation de 

SREBP1c chez les souris ob/ob diminue d’environ 50% le contenu hépatique en triglycérides 

(Yahagi, Shimano et al. 2002). De même, l’invalidation de ChREBP chez les souris ob/ob ou la 

diminution de son expression dans le foie de ces souris réduit la stéatose hépatique (Iizuka, 

Bruick et al. 2004; Dentin, Girard et al. 2005). Il a été montré que l’expression de SREBP1c 

est augmentée dans le foie des patients avec une NAFLD (Kohjima, Enjoji et al. 2007; 

Kohjima, Higuchi et al. 2008). 

 

L’obésité est associée à une hyperactivité du système endocannabinoïde avec des taux 

élevés dans la circulation et dans le tissu adipeux viscéral. Le système endocannabinoïde est 

impliqué dans la régulation de la balance énergétique et du métabolisme. Les 

endocannabinoïdes ont des effets centraux et stimulent l’appétit. Le système 

endocannabinoïde est aussi impliqué dans le développement des NAFLD (Marra and 

Lotersztajn 2013). Chez les patients obèses avec complications hépatiques l’expression des 

récepteurs endocannabinoïdes CB1 et 2 (hépatocytaires et adipocytaires) et le niveau 

plasmatique des ligands endocannabinoïdes sont augmentés. L’activation du récepteur CB1 

hépatocytaire induit la stéatose par l’activation de SREBP1c qui augmente la lipogenèse, 

l’inhibition de l’AMPK (qui diminue l’oxydation des acides gras), et la diminution de l’export 

des triglycérides sous la forme de VLDL (Osei-Hyiaman, Liu et al. 2008). L’activation du 

récepteur CB1 adipocytaire favorise l’afflux d’acides gras vers le foie (Jourdan, Djaouti et al. 

2010). Le récepteur CB2 participerait au développement de la stéatose en favorisant la 

résistance à l’insuline et l’inflammation du tissu adipeux. Cependant, dans le foie, CB2 aurait 
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un rôle protecteur, en polarisant les macrophages résidents du foie (cellules de Kupffer) en 

type anti-inflammatoire (M2), diminuant ainsi l’inflammation et le développement de la 

stéatose. 

L’inflammation hépatique, et en particulier les cellules de Kupffer, participeraient également 

au développement de l’insulino-résistance hépatique et de la stéatose lors de l’obésité. A 

l’aide d’un modèle de souris soumises à un régime riche en graisse de courte durée (3 jours), 

il a été montré que la déplétion en cellules de Kupffer prévenait l’insulino-résistance 

hépatique (Lanthier, Molendi-Coste et al. 2010). Comme nous l’avons évoqué, l’insulino-

résistance hépatique induit une stéatose hépatique. Des rats soumis à un régime riche en 

graisse développent une insulino-résistance hépatique et une stéatose. La déplétion en 

cellules de Kupffer prévient le développement de ces anomalies hépatiques. Des études in 

vitro, ont déterminé que les cellules de Kupffer, activées par le TNFα favorisent 

l’accumulation de triglycérides par les hépatocytes, l’estérification des acides gras, et 

diminuent l’oxydation des acides gras et la sensibilité à l’insuline (Huang, Metlakunta et al. 

2010).  

1.4.2. Stéatohépatite 

1.4.2.1. Rôle de la stéatose 

Lors des NAFLD, une première hypothèse suggère que la stéatose sensibiliserait les 

hépatocytes à certains facteurs comme le stress oxydatif mitochondrial, les cytokines 

inflammatoires, le stress du réticulum endoplasmique.  Ces facteurs déclencheraient une 

réponse inflammatoire aboutissant à la constitution de la stéatohépatite et à l’apparition de 

fibrose. 

Néanmoins, la stéatose pourrait au contraire avoir un rôle protecteur. En effet, les acides 

gras libres, non stockés sous la forme de triglycérides (lipides neutres), ont une toxicité 

hépatique, en augmentant le stress oxydatif et en activant directement la production de 

cytokines inflammatoires (Feldstein, Werneburg et al. 2004). Les souris  génétiquement 

obèses et insulino-résistantes (db/db) et soumises à un régime MCD (methionine-choline 

deficient) développent une stéatose, une inflammation et une fibrose hépatique. En inhibant 

la synthèse de triglycérides, à l’aide d’un traitement par des oligonucléotides antisens ciblant 

DGAT2 (catalyseur de la dernière étape de la synthèse de triglycérides par les hépatocytes), 

il a été observé une amélioration de la stéatose hépatique, mais une augmentation des 

marqueurs du stress oxydatif et de la péroxydation lipidique ainsi que de la nécrose, de 
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l’inflammation et de la fibrose hépatique (Yamaguchi, Yang et al. 2007). Ces résultats 

suggèrent que la synthèse des triglycérides pourrait jouer un rôle protecteur contre la 

lipotoxicité. 

 

La stéatose pourrait être impliquée dans le développement de la résistance à l’insuline. 

Cependant, la relation de causalité entre stéatose et résistance à l’insuline n’est pas encore 

établie. Les souris invalidées pour MTTP (microsomal triglyceride transfert protein) ou qui 

surexpriment DGAT1 (Diglyceride acyltransferase) ou DGAT2, qui catalysent la synthèse des 

triglycérides dans le foie, développent une stéatose hépatique mais elles présentent une 

tolérance au glucose et une sensibilité à l’insuline normales (Monetti, Levin et al. 2007; 

Minehira, Young et al. 2008). Chez les souris génétiquement obèses (ob/ob), qui 

développent une stéatose, l’inhibition de l’expression de SREBP-1c ou Gpat1 (Glycerol-3-

phosphate acyltransferase 1), entraine une diminution du contenu lipidique hépatique, mais 

ne modifie pas la glycémie à jeun, le taux d’insuline et la sensibilité à l’insuline. Ces résultats 

suggèrent que la stéatose n’est pas le seul facteur impliqué dans la résistance à l’insuline 

hépatique (Wendel, Li et al. 2010). 

1.4.2.2. Rôle des cytokines inflammatoires 

Les cytokines inflammatoires peuvent être produites par le tissu adipeux ou directement par 

le foie. Elles sont responsables d’une mort hépatocytaire (apoptose et nécrose) associée à 

un afflux de cellules inflammatoires (polynucléaires neutrophiles, lymphocytes), 

caractérisant la stéatohépatite. 

L’apoptose hépatocytaire serait aussi un important mécanisme de progression de la sévérité 

des hépatopathies métaboliques. L’apoptose hépatocytaire définie par l’activation des 

caspases apoptotiques est un marqueur de la NASH. Les deux voies de l’apoptose cellulaire 

contribueraient aux lésions hépatiques. La voie extrinsèque est activée par les récepteurs de 

mort cellulaire.  La surexpression des récepteurs de mort cellulaire (Fas et TNF-α receptor) et 

du TNF-α a été rapportée au cours de la NASH (Malhi and Gores 2008). Le Fas soluble, les 

acides gras libres, le stress du réticulum endoplasmique, les cytokines et les adipokines 

pourraient également être impliqués (Malhi and Gores 2008). La voie intrinsèque est activée 

par des dysfonctions des organites intra-cellulaires, comme la mitochondrie, le lysozyme, et 

le réticulum endoplasmique. Les acides gras libres pourraient être des facteurs déclenchant 
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de cette augmentation de l’apoptose hépatocytaire au cours de la NASH (Alkhouri, Carter-

Kent et al. 2011).  

Enfin, les hépatocytes apoptotiques sont phagocytés par les cellules de Kupffer favorisant 

leur activation. L’activation des cellules stellaires par la phagocytose des corps apoptotiques 

ou par le TGF-β produit par les cellules de Kupffer activées favorise la fibrose hépatique 

(Malhi and Gores 2008).  

1.4.2.3. Rôle du microbiote intestinal 

Le rôle du microbiote intestinal dans les NAFLD  a été récemment mis en évidence. Le 

microbiote intestinal est composé de 104 à 105 milliards d’organismes majoritairement 

représentés par des bactéries. Le microbiote intestinal est propre à chaque individu. Ce 

système bactérien subit les influences de l’hôte (facteurs génétiques, antibiotiques, 

alimentation), et contribue à la régulation du métabolisme. Il a été montré que la 

composition du microbiote est différent entre les obèses et les minces (modèles murins et 

chez l’homme) (Ley, Turnbaugh et al. 2006; Turnbaugh, Ley et al. 2006; Zhang, DiBaise et al. 

2009). 

Des souris soumises à un régime riche en graisse présentent une augmentation pondérale, 

mais certaines ne développent pas de complications métaboliques ni d’atteinte hépatiques 

(souris non répondantes), alors que d’autres développeront ces complications (souris 

répondantes). Le transfert du microbiote des deux groupes de souris sur des souris 

axéniques soumises à un régime riche en graisse entraine une réponse métabolique et une 

atteinte hépatique identique à celle observée chez la souris donneuse (Le Roy, Llopis et al. 

2013). 

Le rôle du microbiote sur le métabolisme est suggéré par plusieurs études rapportant que la 

transposition du microbiote de souris obèses sur des souris minces entraine chez ces 

dernières des anomalies métaboliques observées lors de l’obésité. De même, la 

transposition du microbiote de sujets minces sur des sujets obèses améliore le métabolisme 

(Vrieze, Van Nood et al. 2012; Fei and Zhao 2013).  

Une étude importante réalisée chez 292 sujets humains rapporte qu’une pauvreté 

bactérienne intestinale est associée à un surpoids, à des anomalies métaboliques (insulino-

résistance, dyslipidémie) et à une inflammation chronique à bas bruit (Le Chatelier, Nielsen 

et al. 2013). De plus, l’effet d’un régime restrictif suivi pendant 6 semaines par des sujets 

obèses ou en surpoids est moins efficace sur le plan métabolique et sur l’inflammation 
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chronique chez les sujets avec peu de bactéries intestinales, que chez les sujets avec une 

richesse bactérienne intestinale supérieure (Cotillard, Kennedy et al. 2013). 

Un des mécanismes pouvant expliquer l’influence du microbiote sur l’obésité et ses 

complications est que la composition du microbiote influerait sur la perméabilité de la 

barrière intestinale. Le système microbien permettrait la translocation de 

lipopolysaccharides (LPS) dans le sang, appelée aussi endotoxémie métabolique (Clarke, 

Murphy et al. 2012). Le LPS est une molécule présente à la surface des bactéries à Gram 

négatif. Il stimule les voies de signalisation inflammatoire dans le tissu adipeux, ce qui 

contribue au premier stade du développement de l’inflammation chronique et des désordres 

métaboliques. 

Via le système porte, le LPS va aussi atteindre le foie.  Dans les cellules de Kupffer,  le LPS 

entraine la production de cytokines inflammatoires comme le TNFα, contribuant alors à 

l’aggravation des lésions hépatiques (Yin, Wheeler et al. 1999; Uesugi, Froh et al. 2002).  

La surexpression de molécules clés (CD14, toll-like receptor (TLR) 4) impliquées dans la voie 

de signalisation du LPS a été rapportée au cours des NAFLD (Cani, Amar et al. 2007). Outre le 

TLR-4, d’autres récepteurs reconnaissent le LPS. Ces récepteurs cytosoliques, les NLR 

(récepteurs de type NOD-nucleotide oligomerization domain) font partie d’un complexe 

nommé inflammasome, associant une protéine adaptatrice, l’ASC (Apoptosis-associated 

speck-like protein), et la caspase-1 (Henao-Mejia, Elinav et al. 2012). Après stimulation par 

des composants microbiens, les NLR forment des inflammasomes. L’activation de ces 

récepteurs entraine un auto-clivage de la caspase-1, qui induit la maturation et l’activation 

des protéines pro-IL-1β et pro-IL-18 (Strowig, Henao-Mejia et al. 2012) 

Les activateurs de l’inflammasome incluent des agents pathogènes provenant du microbiote 

intestinal, les PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) et des molécules provenant 

de cellules en souffrance, les DAMPs (damage-associated molecular patterns). La plupart des 

DAMPs déclenchent la production de ROS qui sont connus pour activer l’inflammasome 

NLRP3 (Zhou, Yazdi et al. 2011).  Différents modèles de souris ayant des déficits de 

l’inflammasome (lignées de souris invalidées pour la caspase 1, NLRP3, ou IL-18) présentent 

des changements du microbiote intestinal associés à une exacerbation de la stéatose et de 

l’inflammation du fait de l’afflux d’agonistes des TLR4 et TLR9 dans la circulation portale. 

Cela mène à une augmentation de l’expression hépatique du TNFα et à la progression de la 

NASH. De plus, le partage des cages entre les souris ayant des déficits de l’inflammasome et 
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les souris sauvages résulte dans la transmission de la stéatose et de l’obésité, via une 

modification du microbiote des souris sauvages. Ainsi, la perturbation des interactions entre 

le microbiote intestinal et l’hôte, favorisé par un « sensing » défaillant des inflammasomes, 

favoriserait la progression des anomalies associées au syndrome métabolique. Cela souligne 

le rôle central du microbiote intestinal dans la pathogénie des maladies métaboliques 

(Henao-Mejia, Elinav et al. 2012; Strowig, Henao-Mejia et al. 2012). 

Les acides gras libres sont eux aussi capables d’activer l’inflammasome dans les hépatocytes 

dans un modèle murin de stéatohépatite. De plus, les acides gras entrainent la production 

par les hépatocytes de DAMPs, responsables d’une activation de l’inflammasome dans les 

cellules immunes hépatiques (Csak, Ganz et al. 2011).  

Le microbiote intestinal module aussi le système endocannabinoïde, qui serait impliqué dans 

la régulation de l’expression des protéines de jonctions. Le système endocannabinoïde 

diminuerait la perméabilité intestinale,  améliorant ainsi l’endotoxinémie et les 

complications métaboliques liées à l’obésité (Muccioli, Naslain et al. 2010).  

1.4.3. Fibrose 

Que ce soit au cours d’une stéatopathie d’origine alcoolique ou non alcoolique, l’évolution 

vers la fibrose pourrait être due à des facteurs identiques. Lors de la fibrogenèse, le dépôt en 

excès de matrice extracellulaire est principalement synthétisé par les cellules étoilées. 

Lorsqu’elles ont activées, ces cellules acquièrent un phénotype myofibroblastique. 

L’activation des cellules étoilées est due aux neutrophiles, aux hépatocytes en souffrance, et 

aux cellules de Kupffer qui produisent des facteurs pro-fibrogéniques (TGFβ-transforming 

growth factor beta, PDGF-platelet derived growth factor-, IL-8, TNFα et ROS-reactive oxygen 

species) (Wang, Batey et al. 2006). De plus, les ROS diminuent l’action de métallo 

protéinases de la matrice (MMP, enzyme dégradant la matrice extra-cellulaire) et 

augmentent la production d’inhibiteur de métallo protéases, ce qui résulte en 

l’accumulation de collagène (Arthur, Iredale et al. 1999). Le LPS intervient dans la 

fibrogenèse en activant le récepteur TLR4 des cellules étoilées et des cellules endothéliales 

sinusoïdales (Seki, De Minicis et al. 2007; Jagavelu, Routray et al. 2010).  

Le récepteur endocannabinoïde CB1 participerait aussi à la fibrose hépatique. Dans un 

modèle de fibrose (souris traitées au CCl4), le récepteur CB1 induit une réponse pro-

fibrosante en augmentant la production de TGFβ par les hépatocytes, alors que son 

invalidation protège de la fibrose. Cette protection serait due à une augmentation de 
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l’apoptose des myofibroblastes (Teixeira-Clerc, Julien et al. 2006). Le récepteur CB2 aurait au 

contraire un rôle anti-fibrosant. L’activation du récepteur entraine une apoptose des 

myofibroblastes. De plus, CB2 favoriserait la survie hépatocellulaire, une polarisation anti-

inflammatoire des cellules de Kupffer, et la diminution de la production de molécules pro-

fibrosantes (IL-17) par les lymphocytes, diminuant ainsi l’activation des cellules étoilées 

(Mallat, Teixeira-Clerc et al. 2013).   
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Schéma 2: Physiopathologie des maladies non alcooliques du foie (NAFLD) 

Au cours de l’obésité, une augmentation de l’inflammation du tissu adipeux (diminution des 

Treg, accumulation des macrophages M1 et de cellules dendritiques) amène à une résistance 

à l’insuline et à une lipolyse excessive. Le relargage d’acides gras libres (AGL) et de 

cytokines/chimiokines modifierait l’inflammation du foie. Une alimentation riche en graisse 

et en fructose modifierait la perméabilité intestinale et favoriserait l’endotoxinémie (LPS). 

Les acides gras libres, les adipokines et le LPS sont impliqués dans la modification de la voie 

de signalisation de l’insuline et de l’inflammation. L’augmentation de l’inflammation 

hépatique en présence d’une stéatose augmente la mort cellulaire (par apoptose ou par 

nécrose). L’augmentation de cytokines pro-inflammatoires Th1 et de chimiokines dont 

l’ostéopontine favoriserait la NASH (Non Alcoholic Steato-Hepatitis).  
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2. L’alcool 

2.1. Généralités  

La consommation excessive d’alcool est une cause majeure de mortalité et de morbidité 

dans le monde. Les données de la consommation mondiale d’alcool sont présentées dans la 

figure 5. L’alcool est responsable de nombreuses pathologies, les plus notables étant la 

dépendance, l’atteinte hépatique et le cancer. 

Selon l’OMS, la consommation régulière d’alcool ne doit pas dépasser deux unités par jour 

pour les femmes et trois unités par jour pour les hommes. La consommation occasionnelle 

ne doit pas dépasser quatre unités d'alcool en une seule occasion. Une «unité alcool» 

équivaut à un verre standard, dont le contenu en alcool pur est égal à dix grammes. 

La Société Française d'Alcoologie (SFA) propose d’utiliser les termes suivants: 

o Le non-usage est défini par une absence de consommation de boissons alcoolisées.  

o L’usage est défini par toute conduite d’alcoolisation ne posant pas de problème pour 

autant que la consommation reste modérée, c’est-à-dire inférieure ou égale aux 

seuils de dangerosité définis par l’OMS. 

o Le mésusage: la SFA définit trois conduites d'alcoolisation problématique: 

- l'usage à risque caractérise toute conduite d'alcoolisation, ponctuelle ou régulière, 

où la consommation est supérieure aux seuils définis par l'OMS, et non encore associée à un 

quelconque dommage médical, psychique ou social, et/ou à une dépendance, mais 

susceptible d'en induire à court, moyen et/ou long terme.  

- l'usage nocif caractérise une consommation d'alcool induisant des dommages 

somatiques, psycho-affectifs ou sociaux, en l'absence de dépendance (utilisation nocive à la 

santé de la CIM 10 (Classification internationale des malaldies) ou abus de la classification 

DSM IV). 

- l'usage avec dépendance de l'alcool (ou alcoolo-dépendance) caractérise la perte de 

liberté de s'abstenir de consommer, et le fait de poursuivre la consommation, tout en étant 

conscient des conséquences négatives (dépendance à une substance de la classification DSM 

IV (Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux)).  

La consommation moyenne par habitant de plus de quinze ans en France diminue depuis les 

années 60 d’après les données de l’Observatoire Français des Drogues et des Toxicomanies 

(OFDT). Cependant, l'importance de la consommation moyenne d'alcool par habitant 
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demeure très élevée. La France se situe aujourd'hui au sixième rang mondial de 

consommation d’alcool. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5 : Consommation mondiale d’alcool en litres par personne (World Health Organisation). 
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L’évolution de l’atteinte hépatique dépend évidemment de la consommation (quantité, 

durée, type d’alcool et schéma d’alcoolisation), mais également du sexe et de l’origine 

ethnique (Becker, Deis et al. 1996; Stewart 2002; O'Shea, Dasarathy et al. 2010). L’obésité, le 

régime alimentaire, ou une  infection par un virus hépatotrope peuvent influer sur 

l’évolution naturelle des lésions hépatiques. Des facteurs génétiques sont impliqués dans la 

susceptibilité à l’alcool des individus. Par exemple, des mutations sur  les gènes codant pour 

des protéines impliquées dans la réponse immunitaire (TNFα) ou dans le développement de 

la stéatose (PNPLA3) seraient associées à des lésions plus intenses (Marcos, Gomez-

Munuera et al. 2009; Stickel, Buch et al. 2011).  

Le nombre de décès liés à la consommation d’alcool a été évalué à 49000 en 2009. Parmi les 

causes de décès, le cancer, les maladies cardiovasculaires et les atteintes hépatiques, avec 

notamment le développement d’une cirrhose, prédominent (Guerin, Laplanche et al. 2013).  

2.2. Epidémiologie des maladies alcooliques hépatiques 

Jusqu’à 90% des buveurs excessifs présentent des lésions hépatiques. Pour la plupart, il 

s’agit d’une simple stéatose, asymptomatique et réversible à l’arrêt de l’alcool (Orman, 

Odena et al. 2013).  

Si la consommation d’alcool est poursuivie, l’inflammation hépatique associée à une 

souffrance cellulaire, ou hépatite alcoolique survient. Le pronostic de l’hépatite alcoolique 

varie selon le degré de sévérité (Lucey, Mathurin et al. 2009). La prévalence de l’hépatite 

alcoolique n’est pas connue. 20% des patients hospitalisés présenteraient une hépatite 

alcoolique aigüe (Trabut, Plat et al. 2008).  

Chez les alcooliques, 20 à 40% des patients développent une fibrose, et parmi eux, 2 à 20% 

développeront une cirrhose. A ce stade, le risque de complications comme une ascite, une 

rupture de varices œsophagiennes, une encéphalopathie hépatique ou la survenue 

d’infection bactérienne augmente (Adachi and Brenner 2005; Lucey, Mathurin et al. 2009). 

Le risque de développer un hépato carcinome sur une cirrhose est de 3 à 10%. 
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2.3. Histopathologie des maladies alcooliques du foie 

2.3.1. Lésions élémentaires 

Les lésions élémentaires observées sont identiques à celles décrites dans les NAFLD : 

stéatose, stéatohépatite (hépatite alcoolique) et fibrose. Bien que les lésions élémentaires 

soient identiques, des différences sont observées (Yeh and Brunt 2014), et il existe des 

éléments permettant de faire une distinction entre l’origine alcoolique ou non alcooliques 

de l’atteinte hépatique. 

La stéatose est indispensable pour le diagnostic de stéatopathie dans les NAFLD, alors 

qu’elle n’est pas forcément présente lors de l’hépatite alcoolique aigüe (sévère en 

particulier). La stéatose microvacuolaire pure ne s’observe généralement pas dans les 

NAFLD. Dans les ALD, ce type de stéatose associé à la présence de méga-mitochondries 

évolue vers la fibrose (processus actif).  

Lors de la stéatohépatite, le type d’inflammation lobulaire est différent selon l’étiologie: il 

s’agit de polynucléaires neutrophiles dans les ALD, et on observera plus volontiers des 

lymphocytes dans les NAFLD. La stéatohépatite alcoolique est un facteur parmi d’autre qui 

peut entrainer une fibrose. Au cours des NAFLD, seule la présence de stéatohépatite a été 

rapportée comme facteur de progression vers la fibrose. 

2.3.2. Classifications des maladies alcooliques du foie 

Il n’existe aucune classification histologique validée pour les maladies alcooliques du foie, 

cependant il est utile de grader l’activité histologique de l’hépatite alcoolique afin de décider 

de la prise en charge thérapeutique. En pratique, l’intensité des lésions est évaluée de façon 

qualitative (discrète, modérée ou sévère).  Récemment, il a été proposé un score 

histologique à visée pronostique (Altamirano, Miquel et al. 2014).  Les items inclus dans ce 

score sont la fibrose, la cholestase histologique, l’infiltration par des polynucléaires 

neutrophiles et la présence de mégamitochondries. Le score obtenu reflète la survie à 90 

jours et pourrait être un élément pour la prise en charge thérapeutique (Tableau IV). 
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Tableau IV : Score histologique à visée pronostique des hépatites alcooliques d’après 

Altamirano et coll. 
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2.4. Physiopathologie de l’atteinte hépatique lors de l’alcoolisme chronique 

2.4.1. Métabolisme de l’éthanol 

L’éthanol ingéré est absorbé par le tube digestif et rejoint le foie par la veine porte. 

L’essentiel du métabolisme de l’éthanol est réalisé dans le foie, par oxydation dans les 

hépatocytes. Une première oxydation entraine la production d’acétaldéhyde. Cette 

oxydation peut se faire selon 3 voies enzymatiques  localisées dans 3 compartiments 

cellulaires différents: la voie de l’alcool déshydrogénase (ADH) est cytoplasmique, la voie 

microsomale ou voie MEOS (Microsomal Ethanol-Oxidizing System) qui fait intervenir une 

isoenzyme du cytochrome P450 (2E1) se déroule au niveau du réticulum endoplasmique, et 

la voie de la catalase se déroulant dans les péroxysomes. L’acétaldéhyde est ensuite éliminé 

sous forme d’acétate, après une seconde oxydation par l’acétaldéhyde déshydrogénase 

(ALDH) dans le foie normal. Au cours de l’intoxication alcoolique, l’acétaldéhyde s’accumule 

et les capacités d’élimination sont dépassées.  

2.4.2. Stéatose 

Le développement de la stéatose lors de l’alcoolisme résulte de plusieurs mécanismes 

(Schéma 3). La consommation excessive d’alcool altère les mécanismes de régulation 

impliqués dans l’équilibre lipidique. L’alcool est responsable d’une augmentation de la 

synthèse d’acides gras et de triglycérides hépatiques, et d’une diminution de la lipolyse  via 

la régulation négative de PPARα et d’AMPK et positive de SREBP-1c (Everett, Galli et al. 

2000; You, Fischer et al. 2002; Viollet, Guigas et al. 2009; Li, Xu et al. 2011). L’alcool entraine 

également une augmentation de l’afflux d’acides gras provenant du tissu adipeux et de 

chylomicrons provenant de la muqueuse intestinale. Les réactions du métabolisme de 

l’éthanol entrainent une augmentation du rapport NADH/NAD+ (NAD+ est le coenzyme de 

l’ADH et de l’ALDH). L’excès de NADH est  responsable d’une inhibition de l’oxydation des 

acides gras ce qui favorise la lipogenèse et la stéatose (Lieber 2004). L’activité de la MTTP 

(microsomal triglyceride transfer protein) est diminuée lors de la consommation chronique 

d’alcool, favorisant la stéatose (Sugimoto, Yamashita et al. 2002). Dans l’alcoolisme comme 

dans les NAFLD, le système endocannabinoïde et ses récepteurs CB1 et CB2 participent à la 

stéatose. In vitro, l’invalidation de ces récepteurs inhibe la stéatose (Jeong, Osei-Hyiaman et 

al. 2008).  
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2.4.3. Stéatohépatite et fibrose 

La stéatohépatite ou hépatite alcoolique correspond à un état d’inflammation du foie. La 

stéatohépatite alcoolique peut être symptomatique ou évoluer à bas bruit. La forme la plus 

grave, l’hépatite alcoolique aigüe sévère a un risque plus important d’évoluer vers la cirrhose 

et est associée à un risque de mortalité plus élevée.  

Certains mécanismes participant au développement de la stéatohépatite et de la fibrose 

sont communs à ceux décrits lors des NAFLD. L’alcool possède de plus une toxicité propre dû 

à son métabolisme hépatique (Schéma 3). La toxicité de l’éthanol est due principalement à 

l’accumulation d’acétaldéhyde, à l’induction du CYT P450 2E1, et à la génération de radicaux 

libres. L’acétaldéhyde s’accumule lors de l’intoxication alcoolique chronique. Il se lie à l’ADN 

et aux protéines, formant alors des adduits protéiques. Ces derniers entrainent une 

peroxydation lipidique et une atteinte mitochondriale, conduisant à un stress oxydatif et à 

l’apoptose hépatocytaire (Farfan Labonne, Gutierrez et al. 2009; Setshedi, Wands et al. 

2010). Les adduits protéiques agissent également comme des antigènes, activant le système 

immunitaire et l’infiltration hépatique par des cellules inflammatoires (Albano and Vidali 

2010). Le cytochrome P450  (isoforme CYP2E1) est augmenté chez les consommateurs 

chroniques d’alcool et favorise le stress oxydatif. En effet, l’activité microsomale induit la 

production de radicaux libres (Bailey and Cunningham 1998).   

Chez les patients alcooliques, l’inflammation se caractérise histologiquement par une 

infiltration de cellules inflammatoires, avec une prédominance de polynucléaires 

neutrophiles. La production de cytokines inflammatoires comme le TNFα, l’IL-1β, l’IL-8 et 

l’OPN vont induire une infiltration des polynucléaires neutrophiles. L’acétaldéhyde et  le LPS 

sont responsables de la production de ces cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-17, IL-8 et 

OPN), via les voies NK-kB, STAT ou JNK. (Lemmers, Moreno et al. 2009) 

Comme dans les maladies du foie non alcooliques, l’alcool augmente la perméabilité 

intestinale, et la translocation de produits bactériens tels le LPS, qui favorise l’inflammation 

hépatique par le biais des macrophages, en se liant au récepteur TLR-4 et CD14 (Uesugi, Froh 

et al. 2001; Rao 2009). Les NLR appartenant à l’inflammasome sont aussi impliqués dans les 

maladies alcooliques du foie. 

De la même façon, la polarisation et le recrutement des macrophages hépatiques participent 

au développement des lésions dues à l’alcool et à l’obésité. Une limitation de la polarisation 

des macrophages M1 diminue les atteintes hépatiques induites par l’alcool. De plus, les 
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cellules de Kupffer M2 préviennent à des stades précoces le développement des maladies 

alcooliques et non alcooliques du foie. Ces macrophages M2 produisent des cytokines anti 

inflammatoires (IL-10) et des facteurs hépatoprotecteurs (IL-6), qui tendent à protéger le 

foie des lésions induites par l’alcool (Miller, Wang et al. 2011). La sécrétion d’IL-10 induirait 

une apoptose des macrophages M1, pro-inflammatoires, par un mécanisme dépendant de 

l’activation de l’arginase (Wan, Benkdane et al. 2014). La sécrétion d’IL-6 induirait la 

sénescence des hépatocytes, les rendant ainsi résistants à la stéatose et à l’apoptose (Wan, 

Benkdane et al. 2014). Chez les patients alcooliques et obèses, une diminution des M2 

corrèle avec les atteintes hépatiques et une diminution de l’apoptose des M1. Ce 

déséquilibre et ce dialogue entre les macrophages M2 et les macrophages M1 pourrait donc 

jouer un rôle important dans les étapes précoces du développement des complications 

hépatiques associées à l’alcool et à l’obésité (Wan, Benkdane et al. 2014).  

La fibrose hépatique est induite par l’inflammation, par des mécanismes communs à 

plusieurs hépatopathies. Cependant, lors des maladies alcooliques du foie, la fibrose est 

favorisée par l’acétaldéhyde qui augmente directement la production de collagène par les 

cellules étoilées. De plus, les adduits protéiques maintiennent l’activation des cellules 

étoilées (Mello, Ceni et al. 2008). L’alcool inhibe l’action anti-fibrosante des cellules NKT. Les 

cellules NKT (Natural Killer) entrainent un arrêt du cycle des cellules étoilées, et leur 

apoptose via la production d’IFNγ (Muhanna, Abu Tair et al. 2011).  
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Schéma 3 : Physiopathologie des maladies alcooliques du foie 
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PARTIE 2 : L’OSTEOPONTINE 

 

L’ostéopontine (OPN) est une molécule initialement identifiée comme une protéine de la 

matrice osseuse (Herring and Kent 1963) et considérée comme faisant le lien entre les 

cellules osseuses et la matrice extracellulaire (ostéo: os, pontine: pont) (Franzen and 

Heinegard 1985). L’OPN est produite dans de nombreux organes comme l’os par les 

ostéoblastes, le foie, le tissu adipeux ou le rein. Sous sa forme sécrétée, elle est détectée 

dans le lait, l’urine et la bile. Les fonctions de l’OPN sont pléïotropiques. L’OPN participe au 

remodelage tissulaire, à la régulation de l’immunité cellulaire et est impliquée dans plusieurs 

processus pathologiques inflammatoires chroniques (Maladie de Crohn, sclérose en plaque), 

la cancérogénèsere et les maladies cardio-vasculaires.  

Après avoir décrit la structure de l’OPN et son rôle dans l’inflammation, je rapporterais son 

implication dans les complications hépatiques liées à l’obésité, à l’alcoolisme et à l’ischémie-

reperfusion. 

1. Structure de l’ostéopontine (Figure 6) 

1.1. Gène 

L’OPN appartient à la famille des SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand N-linked 

Glycoprotein). Tous les membres de la famille SIBLING  ont en commun leur expression dans 

l’os ou la dent, et leur liaison à au moins un récepteur de la famille des intégrines.  

Le gène humain de l’OPN (spp1) se localise sur le chromosome 4 chez l’homme (4q13), et sur 

le chromosome 5 chez la souris (locus rirc) (Fet, Dickinson et al. 1989; Young, Kerr et al. 

1990; Patarca, Saavedra et al. 1993). 

Le gène humain comporte 7 exons et s’étend sur 7,8 kb. Les promoteurs de l’OPN ont été 

séquencés sur de nombreuses espèces. Les promoteurs conservés sont une TATA box, une 

CCAAT box inversée, une CG box et un élément de réponse à la vitamine D (Hijiya, Setoguchi 

et al. 1994; Sodek, Ganss et al. 2000). De plus, des sites de liaison pour les facteurs de 

transcriptions AP1 (activator protein 1), AP2, Ets1 (E twenty-six 1), SP1 (specificity protein 1), 

GATA1 (GATA binding protein 1), IRF1 (interferon regulatory factor 1), NFIL6 (nuclear factor 

interleukin 6) et PEA3 (polyoma enhancer activator 3) ont été identifiés(Hijiya, Setoguchi et 

al. 1994; Sodek, Ganss et al. 2000). 

Le gène humain est sujet à un épissage alternatif, produisant trois transcrits:  
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• Opn a (945 bp cDNA), codant pour la forme complète de la protéine, 

• Opn b (903 bp cDNA), dépourvu d’une séquence de 14 acides aminés (acides aminés 

(AA) : 58-71; correspondant à une séquence de 42 bp codée par l’exon 4), 

• Opn c (864 bp cDNA), dépourvu d’une séquence de 27 acides aminés (AA : 31-57) 

(Young, Kerr et al. 1990). 

Le rôle de ces différents transcrits n’est pas, à l’heure actuelle, clairement déterminé. 

 

1.2. Protéine 

Le gène humain de l’OPN est traduit en protéine de 33 kDa. Cette protéine est soumise à de 

nombreuses modifications post traductionnelles, incluant des phosphorylations 

sérine/thréonine, des glycosylations, des sulfatations et des fragmentations protéolytiques. 

Ces modifications résultent en isoformes dont le poids moléculaires varient de 25 à 75 kDa 

(Gimba and Tilli 2013; Musso, Paschetta et al. 2013). 

 

Il existe deux formes de l’OPN: une forme sécrétée (sOPN) et une forme intracellulaire 

(iOPN).  La traduction de la forme sécrétée est initiée à partir du codon AUG en N- terminal. 

Cette séquence signal permet à la protéine de se localiser dans des vésicules sécrétoires, afin 

d’être excrétée. La forme intracellulaire est générée à partir d’un site d’initiation alternatif, 

situé en aval de la séquence signal N-terminal, induisant la traduction et la localisation de 

l’OPN dans le cytoplasme (Shinohara, Lu et al. 2006).  

L’expression de ces deux formes dépend du type cellulaire: les cellules dendritiques 

expriment fortement l’OPN intracellulaire et faiblement l’OPN sécrétée, alors que dans les 

lymphocytes T, c’est la forme sécrétée qui est la plus exprimée (Shinohara, Kim et al. 2008).  

1.2.1. OPN sécrétée (OPNs) 

L’OPN sécrétée agit en se liant à des récepteurs de surface. L’OPN contient plusieurs motifs 

de liaison cellulaire: 

• un domaine RGD (arginine glycine aspartate, AA :145-147), présent sur plusieurs 

protéines de la matrice extra-cellulaire, et qui permet la liaison aux intégrines αvβ3, 

aαβ1, αvβ5 (Liaw, Lindner et al. 1995). Le domaine RGD comporte une séquence de 

50 acides aminés similaire à celle du motif RGD de la fibronectine. Ce domaine 

possède un site de clivage par la thrombine (Patarca, Saavedra et al. 1993).   
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• un domaine SVVYGLR (serine-valine-valine-tyrosine-glycine-leucine-arginine: AA: 162-

168 chez l’homme, 148-154 chez la souris), situé à l’extrémité C-terminale du 

domaine RGD. Il s’agit d’un site cryptique qui, après clivage par la thrombine, 

interagit avec l’intégrine α9β1 (Smith, Cheung et al. 1996; Yokosaki, Matsuura et al. 

1999). 

• un domaine LPV (leucine proline valine), situé en N-terminal qui interagit avec 

l’intégrine α4β1 (Bayless, Meininger et al. 1998)   

• un domaine ELVTDFTDLPAT interagissant avec α4β1 (Bayless and Davis 2001)  

• un site de liaison à CD44, non encore identifié (Weber, Ashkar et al. 1996) 

• un site de liaison au calcium (AA: 202-213)  

• deux sites de liaison à l’héparine, situées en N-terminal (AA: 151-160 and 276-283) 

(Patarca, Saavedra et al. 1993), qui interviennent dans la liaison de l’OPN à la matrice 

extra cellulaire (Giachelli and Steitz 2000; O'Regan, Nau et al. 2000). 

 

L’OPN contient également des sites de clivages: 

• par la thrombine, qui permet la présentation de sites de liaison au domaine RGD et 

SVVYGLR 

• par les protéinases de la matrice : MMP3 (stromelysine 1) et MMP7 (matrilysine), 

dont le rôle n’est pas encore élucidé (Agnihotri, Crawford et al. 2001).  

 

L’OPNs produite par les cellules immunitaires est responsable de prolifération, d’adhésion, 

de migration, d’activation cellulaire. Elle a également un rôle anti apoptotique et favorise 

l’angiogenèse (Wang and Denhardt 2008; Inoue and Shinohara 2011).  

1.2.2. OPN intra cellulaire (OPNi) 

Alors que la forme sécrétée a fait l’objet de nombreuses études, le rôle de la forme intra-

cellulaire de l’OPN reste encore à déterminer. L’OPNi peut être localisée sous la membrane 

cellulaire ou dans le noyau. L’OPNi membranaire est associée au complexe CD44-ERM (ezrin-

radixin-moesin), et serait impliquée dans la motilité cellulaire et le réarrangement du 

cytosquelette (Shinohara, Kim et al. 2008). L’OPNi nucléaire participerait à la division 

cellulaire (Junaid, Moon et al. 2007). Mais surtout, l’OPNi interviendrait dans l’immunité 

innée. Par exemple, l’OPNi joue un rôle dans la production de cytokines inflammatoires dans 
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les cellules dendritiques plasmocytoïdes.  L’OPNi est liée à MyD88 via TRL9. TRL9 entraine la 

production d’IFNγ, de TNFα et d’IL-6 via IRF7 et NF-κB. L’OPNi serait impliquée uniquement 

dans la voie dépendante d’IRF7 et n’aurait aucun rôle dans la voie NF-κB (Shinohara, Lu et al. 

2006; Uede 2011). L’OPNi inhibe la production d’IL-27 par les cellules dendritiques 

conventionnelles. Cette cytokine inhibe à son tour la polarisation des lymphocytes T en Th17 

(Uede 2011).  
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Figure 6 : Ostéopontine : traduction, structure moléculaire et interactions 

La traduction de l’OPN sécrétée est initiée à partir du codon conventionnel AUG, situé à 

l’extrémité 5’ du gène Opn. Ce fragment permet la direction de l’OPNs vers les vésicules 

sécrétoires. L’OPN intracellulaire est initiée à partir d’un site alternatif, ne possédant pas la 

séquence signal permettant la sécrétion de la protéine. iOPN reste donc localisée dans le 

cytoplasme de la cellule. L’ostéopontine se lie aux intégrines, des protéines dimériques 

trans-membranaires, composées de deux sous-unités (α et β). L’OPN possède plusieurs 

domaines d’interactions: ELVTDFTDLPAT se lie à l’ITG α4β1, le domaine arginine–glycine–

acide aspartique (RGD) interagit avec les intégrines αvβ3, αv β1, αv β5, et α8β1; le domaine 

sérine–valine–valine–tyrosine–glutamate–leucine–arginine (SVVYGLR) interagit avec les 

intégrines α9β1, α4 β1, and α4β7; deux domaines de liaison à l’héparine qui interagissent 

avec le récepteur CD44. L’OPN peut être clivée par deux classes de protéases: la thrombine 

et les métalloprotéases matricielles (MMPs).  
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2. OPN et carcinome hépatocellulaire 

L’hépatocarcinome représente la troisième cause de décès par cancer dans le monde 

d’après l’OMS. Il est principalement dû au virus de l’hépatite C ou B et à l’alcoolisme 

chronique, responsables de cirrhose hépatique. Il est intéressant de noter que plus d’un tiers 

des hépatocarcinomes dus à l’obésité surviendrait sur un foie non cirrhotique (Baffy, Brunt 

et al. 2012). Les caractéristiques histopathologiques de ces hépatocarcinomes associés au 

syndrome métabolique ont été rapportées par Paradis et coll.(Paradis, Zalinski et al. 2009). 

Ils sont le plus souvent de plus grande taille, uniques, et bien différenciés, par rapport aux 

carcinomes dus aux autres hépatopathies chroniques. Dans cette étude portant sur 31 cas, le 

foie non tumoral était stéatosique, mais ne présentait pas de stéatohépatite le plus souvent. 

Enfin, comme nous l’avons dit, la fibrose était le plus fréquemment non significative (F≤2). Si 

la pathogénèse des hépatocarcinomes développés sur foie cirrhotique est bien comprise, les 

mécanismes de l’hépatocarcinome survenant sur un foie non cirrhotique restent à élucider. 

Dans certaines séries, jusqu’à 54% des hépatocarcinomes en général, se développeraient sur 

un foie non cirrhotique (Nzeako, Goodman et al. 1996; Brancatelli, Federle et al. 2002). Lors 

des maladies non alcooliques du foie, d’autres voies de la carcinogénèse seraient 

responsables de la survenue d’un hépatocarcinome sur foie non cirrhotique. Le TNFα 

pourrait être un facteur oncogénique, via l’activation de NF-κB, JNK, et mTOR. L’IL-6 a des 

effets anti-apoptotiques et prolifératifs via l’activation du facteur de transcription STAT3. Ces 

deux cytokines pourraient être des acteurs dans la carcinogénèse non cirrhotique 

dépendante (Park, Lee et al. 2010). L’augmentation des acides gras libres dans le foie serait 

responsable d’une lipotoxicité qui contribuerait à la survenue d’un hépatocarcinome. Les 

acides gras libres altèreraient les voies normales de signalisation intra cellulaire et 

favoriseraient les mécanismes oncogéniques (Joshi-Barve, Barve et al. 2007; Vinciguerra, 

Carrozzino et al. 2009). Lors de la stéatose, les hépatocytes stockent dans leur cytoplasme 

des triglycérides. Il se pourrait que ces lipides, sources d’énergie, participent à la 

prolifération des cellules carcinomateuses. En effet, l’augmentation de la lipogenèse est 

corrélée à une augmentation de la prolifération cellulaire dans les hépatocarcinomes 

(Yamashita, Honda et al. 2009). Il a été rapporté que la résistance à l’insuline serait 

également impliquée dans la transformation carcinomateuse des hépatocytes (Bugianesi 

2007). Dans le CHC, l’OPN est un marqueur diagnostique et pronostique et son expression 
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corrèle à la progression tumorale (Wan, Xu et al. 2014; Zhu, Guo et al. 2014). L’OPN 

participerait à la croissance tumorale et à la dissémination métastatique en favorisant 

l’angiogenèse tumorale, via la sécrétion de VEGF, la dégradation de la matrice 

extracellulaire, via la sécrétion de protéinases de la matrice, MMP et uPA (urokinase 

plasminogen activator) (Zhang, Pan et al. 2011), et en modulant la réponse immunitaire. 

L’OPN préviendrait aussi l’apoptose des cellules tumorales et favoriserait leur survie, en 

augmentant la production de Bcl-2 et en activant les voies PI3K/Akt et NF-κB (Zhao, Dong et 

al. 2008; Cao, Li et al. 2012). Cependant, il a été rapporté que l’OPN pourrait être inactivée 

par clivage protéolytique par la caspase 8 et que les fragments clivés d’OPN induiraient la 

mort cellulaire via p53 (Kim, Lee et al. 2009).  

3. Rôle de l’ostéopontine dans l’inflammation (Figure 7) 

L’OPN contribue à la réponse inflammatoire induite lors d’agressions ou d’infections, en 

agissant comme une cytokine inflammatoire. L’OPN est augmentée en réponse aux lésions 

observées dans le tissu cardiaque, rénal, pulmonaire, osseux, articulaire, cérébral, hépatique 

et dans le système digestif (Wang and Denhardt 2008).  

Elle est exprimée par de nombreuses cellules inflammatoires telles les macrophages, les 

lymphocytes B et T, les polynucléaires et les cellules dendritiques (Lund, Giachelli et al. 

2009). L’OPN est produite par ces cellules et module leurs fonctions. Les cellules 

inflammatoires sont à la fois une source et une cible de l’OPN. 
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Figure 7 : Rôle et régulation de l’ostéopontine dans l’inflammation 
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3.1. Régulation de l’expression d’OPN lors de l’inflammation 

Il a été rapporté que les cytokines inflammatoires (IL-2, IL-3,TNFα, IL-1β, IFNγ et IL-6) et 

d’autres facteurs comme le LPS, l’angiotensine II ou le NO induisent la production d’OPN par 

les macrophages (Ogawa, Stone et al. 2005) (Denhardt, Mistretta et al. 2003; Gao, Guo et al. 

2004). Plus récemment, il a été décrit que les toll like receptors (TLR) pourraient induire 

l’expression d’OPNi dans les macrophages suite à une stimulation au LPS, via l’activation de  

PI3K, JNK (c-Jun N-terminal kinases), ERK (Extracellular signal-regulated kinases), AP-1 

(activator protein 1) et NF-κB (Zhao, Wang et al. 2010; Zhao, Wang et al. 2011).  Lors de 

l’obésité et de l’insulino-résistance, l’utilisation d’anticorps ciblés contre IL-18 diminuait 

l’expression d’OPN, suggérant que IL-18 régulerait positivement OPN (Ahmad, Al-Mass et al. 

2013). Une glycémie élevée augmenterait aussi l’expression d’OPN lors de l’inflammation 

(Samuvel, Sundararaj et al. 2010). 

A l’inverse, l’expression d’OPN serait inhibée dans les macrophages par les agonistes des 

récepteurs nucléaires PPARα (peroxisome proliferator-activated receptor), PPARγ (Oyama, 

Kurabayashi et al. 2000; Oyama, Akuzawa et al. 2002; Nakamachi, Nomiyama et al. 2007) et 

LXR (liver X receptor). Cette inhibition serait médiée par l’inhibition d’AP-1 (Ogawa, Stone et 

al. 2005). Lors de l’inflammation due à l’obésité, il a été rapporté que l’hormone de 

croissance (GH) inhiberait l’expression d’OPN (Lu, Kumar et al. 2013). 

3.2. Rôle chimioattractant 

Durant la phase aigüe de l’inflammation, l’OPN agit comme une molécule chimioattractive.  

L’OPN va être capable d’induire la migration des macrophages (Giachelli, Lombardi et al. 

1998), des polynucléaires neutrophiles (Koh, da Silva et al. 2007), des lymphocytes (Cao, Dai 

et al. 2008), et des cellules dendritiques (Weiss, Renkl et al. 2001). 

Cette fonction se fait via les récepteurs aux intégrines et à CD44. La migration cellulaire 

serait facilitée par l’expression de protéinase de la matrice (MMP2 et 9) (Philip, Bulbule et al. 

2001; Bruemmer, Collins et al. 2003).  

Chez la souris, une injection sous cutanée d’OPN induit une accumulation de macrophages 

au niveau du site d’injection, et l’utilisation d’anticorps anti-OPN inhibe la migration des 

macrophages en réponse à d’autres agents chimioattractants. L’expression de CD44, 

essentielle pour la migration des macrophages, est augmentée en réponse à l’OPN. Le rôle 

de l’OPN sur le potentiel migrateur des macrophages pourrait être dû à CD44 (Giachelli, 

53 

 



Lombardi et al. 1998; Marroquin, Downey et al. 2004; Zhu, Suzuki et al. 2004). De plus, 

l’OPNi, qui fait partie du complexe d’attachement CD44-ERM est impliquée dans la migration 

cellulaire (Zohar, Suzuki et al. 2000).  

Chez les souris déficientes en OPN, l’infiltration intrapéritonéale de polynucléaires 

neutrophiles après traitement au sodium de périodate est diminuée par rapport aux souris 

contrôles. L’injection d’OPN exogène restaure l’infiltration. In vitro, ce rôle chimioattractant 

de l’OPN exogène est démontré par la restauration de la vitesse de migration et la 

polarisation des polynucléaires après traitement à l’OPN de cellules invalidées pour l’OPN.  

Le rôle chimioattractant de l’OPN sur les lymphocytes et les cellules dendritiques a été 

démontré dans plusieurs études, in vivo et in vitro, où l’invalidation de l’OPN diminue la 

migration de ces cellules (Weiss, Renkl et al. 2001; Cao, Dai et al. 2008; Schulz, Renkl et al. 

2008). 

 

L’implication de l’OPN dans les processus auto-immun serait due à cette propriété 

chimioattractive. Une expression excessive ou non régulée d’OPN a été rapportée dans 

différentes maladies auto immunes. L’OPN promeut l’inflammation en favorisant la 

migration et la rétention des cellules inflammatoires. Par exemple, l’expression d’OPN est 

associée à l’infiltration des lymphocytes T dans la sarcoïdose (O'Regan, Chupp et al. 1999). 

L’OPN est un bio marqueur dans la sclérose en plaque (Wen, Liu et al. 2012; Szalardy, Zadori 

et al. 2013), et dans le lupus (Briggs 2013; Quaglia, Chiocchetti et al. 2014).Dans l’arthrite 

rhumatoïde, l’OPN reflète la sévérité de l’inflammation et la destruction osseuse (Shio, 

Kobayashi et al. 2010; Iwadate, Kobayashi et al. 2014). 

3.3. Rôle sur la prolifération et la survie cellulaire 

L’OPN favorise la survie et la prolifération cellulaire, permettant la réparation tissulaire. 

L’OPN est un facteur de survie pour les cellules immunes. En effet,  les macrophages 

n’exprimant pas l’OPN sont plus sensibles à l’apoptose. Cet effet est dû à la différentiation 

des monocytes en macrophages. Les monocytes sont connus pour être plus sensibles à 

l’apoptose que les macrophages. De plus, l’OPN favorise la production de protéines anti-

apoptotiques, via la voie Akt (Nystrom, Duner et al. 2007). L’activation de cette voie pourrait 

réguler la survie cellulaire via Mcl-1 (Induced myeloid leukemia, appartenant à la famille Bcl-

2 et inhibant l’apoptose), indépendamment des caspases et de NF-κB (Liu, Perlman et al. 

2001). 
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Pour les lymphocytes T, l’OPN prévient leur mort en inhibant la synthèse de protéines pro-

apoptotiques et induit la survie en activant la voie NF-κB (Hur, Youssef et al. 2007; Fan, Dai 

et al. 2008). 

Enfin, l’apoptose des cellules dendritiques augmente en présence d’anticorps anti-OPN 

(Kawamura, Iyonaga et al. 2005). 

3.4. Rôle sur la modulation de la réponse inflammatoire 

Durant la phase chronique de l’inflammation, l’OPN induit une réponse de type Th1, pro-

inflammatoire, via la régulation de cytokines: elle induit la production d’IL-12, de TNFα et 

d’IFNγ, cytokine pro-inflammatoires, et bloque la production d’IL-10, anti-inflammatoire par 

les macrophages et les lymphocytes T (Ashkar, Weber et al. 2000). L’OPN, aussi nommée 

«eta-1» (early T cell activation factor gene 1), est exprimée à la phase précoce de l’activation 

des lymphocytes T (Patarca, Freeman et al. 1989). L’expression du gène Opn dans les 

lymphocytes T est dépendante du facteur de transcription T-bet et induit une réponse de 

type Th1, pro-inflammatoire (Shinohara, Jansson et al. 2005).  

Dans les cellules dendritiques l’OPN induit la sécrétion du TNFα et de l’IL-12 (Renkl, Wussler 

et al. 2005). De plus, OPNi dans les cellules dendritiques prévient la production et la 

sécrétion d’IL-17, qui inhibe la polarisation de lymphocytes T en Th17 (Uede 2011).  

En revanche, l’OPN exogène n’aurait pas de fonction quant à la capacité de génération de 

ROS et de production de cytokines pro-inflammatoire par les polynucléaires (Koh, da Silva et 

al. 2007).  

3.5. Rôle sur la différenciation des cellules inflammatoires 

L’OPN n’est pas exprimée par les monocytes circulants mais son expression est fortement 

induite au cours de leur différenciation en macrophages (Krause, Rehli et al. 1996). L’OPN 

joue un rôle dans la différentiation des macrophages via CD44 (Atkins, Berry et al. 1998). 

OPN active la voie Akt, primordiale dans la différentiation macrophagique et 

constitutivement active dans les macrophages différenciés chez l’homme, via son interaction 

avec CD44 (Nystrom, Duner et al. 2007; Liu, Zheng et al. 2012).  

Au cours de la différenciation des cellules dendritiques myéloïdes (Kawamura, Iyonaga et al. 

2005; Schulz, Renkl et al. 2008), et de l’activation des cellules T naïves (Shinohara, Jansson et 

al. 2005), l’expression de l’OPN est fortement augmentée. 
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4. Ostéopontine et obésité 

L’implication de l’OPN dans l’obésité a été rapportée, notamment au niveau du tissu adipeux 

et du foie. Les modèles murins d’obésité les plus utilisés sont les souris génétiquement 

modifiées présentant une déficience en leptine (ob/ob) ou en récepteur de la leptine (db/db) 

et les souris sauvages soumises à un régime riche en graisse (HFD). Ces souris développent 

une obésité, une inflammation de bas grade, une résistance à l’insuline et une stéatose 

hépatique. Un modèle murin de complications hépatiques aussi utilisé, consiste à nourrir les 

souris sauvages avec un régime déficient en méthionine et choline (MCD). Un régime MCD 

entraine une stéatose (par défaut d’export des triglycérides hépatiques), une stéatohépatite 

(NASH) due à un afflux de macrophages et une augmentation des cytokines inflammatoires 

hépatiques, et une fibrose. Ce modèle n’est cependant pas associé à une obésité ou une 

insulino-résistance. 

4.1. Taux plasmatiques 

4.1.1. Homme 

Chez l’homme, le taux d’OPN circulant est plus élevé chez les patients obèses ou en surpoids 

que chez les patients minces.  Cette augmentation est corrélée à la masse grasse (Gomez-

Ambrosi, Catalan et al. 2007; Bertola, Deveaux et al. 2009).  

Dans l’obésité morbide, le taux circulant d’OPN est augmenté par rapport au taux observé 

chez des sujets minces ou en surpoids (Kiefer, Zeyda et al. 2008). 

Après perte de poids suite à un régime restrictif, il a été rapporté que le  taux d’OPN 

diminuait (Gomez-Ambrosi, Catalan et al. 2007). Après perte de poids suite à une prise en 

charge chirurgicale, le taux circulant d’OPN ne diminue pas, mais augmente (Bertola, 

Deveaux et al. 2009; Lancha, Moncada et al. 2014). Il a été proposé que l'os soit à l'origine 

des concentrations plasmatiques élevées de l'OPN après chirurgie bariatrique. En effet, 

l'OPN est sécrétée par les ostéoblastes et les ostéoclastes et joue un rôle essentiel dans le 

remodelage osseux (Denhardt and Noda 1998). En effet, il a été montré que la chirurgie 

bariatrique est associée à une carence, une augmentation des marqueurs du 

renouvellement osseux et à une diminution de la masse osseuse (Coates, Fernstrom et al. 

2004; Gomez-Ambrosi, Catalan et al. 2007). 
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4.1.2. Souris 

Une faible augmentation de l’OPN plasmatique chez les souris rendues obèses par un régime 

HFD a également été rapportée  (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007; Bertola, Deveaux et al. 

2009). Cependant, une autre étude rapporte que l’OPN plasmatique n’était pas modifiée 

chez les souris génétiquement obèses et diabétiques (db/db) (Kiefer, Zeyda et al. 2008). Il est 

cependant important de souligner que la production locale d'OPN (foie et tissu adipeux) est 

fortement augmentée dans ces modèles murins. De plus, ces souris ne présentent pas de 

complications hépatiques sévères (fibrose) qui pourraient expliquer cette faible 

augmentation d'OPN circulant (Ceci sera discuté plus tard). 

4.2. Tissu adipeux 

4.2.1. Homme 

Notre équipe a montré que l’expression génique de l’OPN était augmentée dans le tissu 

adipeux sous-cutané de patients obèses. Cette augmentation était corrélée à l’infiltration 

macrophagique.  Lors de la perte de poids, l’expression de l’OPN et l’infiltration 

macrophagique du tissu adipeux diminuait (Bertola, Deveaux et al. 2009). Dans cette étude 

l’augmentation de l’OPN était indépendante de l’insulino-résistance. 

Cependant, le lien avec l’insulino-résistance reste à clarifier.  Il a été rapporté que 

l’expression génique et protéique de l’OPN est augmentée dans le tissu adipeux viscéral chez 

les obèses et se majore lorsqu’un diabète est associé à l’obésité (Gomez-Ambrosi, Catalan et 

al. 2007). Dans l’étude de Chapmann et coll., l’augmentation de l’OPN observée chez des 

patients insulino-résistants diminue après traitement médicamenteux améliorant l’insulino-

sensibilité (TZD-Thiazolidinedione, agonistes de PPARγ utilisés comme antidiabétique oraux) 

(Chapman, Miles et al. 2010).  

4.2.2. Modèles murins 

Il a été rapporté que l’expression génique de l’OPN était augmentée dans le tissu adipeux 

épididymaire et sous-cutané de rats rendus obèses et insulino-résistants par un régime riche 

en graisse (Chapman, Miles et al. 2010), et dans le tissu adipeux épididymaire de souris 

obèses (génétiquement obèses et soumises à un régime riche en graisse) (Kiefer, Zeyda et al. 

2008).  

Afin de définir le rôle de l’OPN, plusieurs études ont rapporté les effets de l’invalidation de 

l’OPN lors de l’obésité. 
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• L’OPN régulerait les fonctions des adipocytes  

Des souris invalidées pour l’OPN ont été soumises à un régime riche en graisse (de 20 à 25 

semaines). Aucune différence de prise de poids n'a pas été observée par rapport aux souris 

contrôles par différentes équipes (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007; Kiefer, Neschen et al. 

2011). Cependant, Lancha et coll. ont récemment rapporté que les souris invalidées 

présentaient un poids inférieur par rapport aux souris sauvages, avec des adipocytes de plus 

petite taille. L’extension du tissu adipeux, reflétée par l’activité des protéinases de la matrice 

MMP2 et MMP9 était moins importante chez les souris invalidées pour l’OPN (Lancha, 

Rodriguez et al. 2014).  

Il semblerait que l'OPN pourrait directement réguler les fonctions des adipocytes à des 

étapes précoces. 

Lorsque des souris ont été soumises à un régime HFD pendant seulement 2 à 4 semaines, 

elles ne présentaient pas d’obésité, mais une hypertrophie des adipocytes. Chez les souris 

invalidées pour l’OPN les adipocytes étaient de taille normale (Chapman, Miles et al. 2010). 

OPN pourrait inhiber in vitro la différentiation adipocytaire mise en évidence par une faible 

diminution de l'expression de peroxysome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) et de 

l'adiponectine (Zeyda, Gollinger et al. 2011). Dans cette même étude, les auteurs ont mis en 

évidence que l'OPN exogène inhibe aussi le transport de glucose induit par l'insuline (Zeyda, 

Gollinger et al. 2011). Mais il semblerait que l'OPN régule de préférence les fonctions des 

adipocytes indirectement en favorisant l'inflammation du tissu adipeux.  

• L’OPN favoriserait l’inflammation du tissu adipeux 

L’invalidation de l’OPN des souris soumises à un régime riche en graisse diminue 

l’inflammation systémique et du tissu adipeux, avec notamment une diminution de 

l’infiltration macrophagique (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007).  

Réciproquement, chez les souris obèses (HFD), l’injection d’un anticorps dirigé contre l’OPN, 

favorise une diminution de l’infiltration des macrophages et une diminution de l’expression 

des gènes de l’inflammation dans le foie et le tissu adipeux épididymaire (Kiefer, Zeyda et al. 

2010).  

L’OPN interviendrait précocement dans l’inflammation du tissu adipeux. En effet, chez des 

souris soumises à un régime riche en graisse de courte durée (2 semaines), l’invalidation de 

l’OPN prévient la mise en place d’une inflammation du tissu adipeux épididymaire 

(Chapman, Miles et al. 2010).  
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• L’OPN favoriserait la résistance à l’insuline 

Suite à un régime riche en graisse, les souris obèses développent une insulino-résistance. 

L’invalidation génique de l’OPN ou la neutralisation de l’OPN rendent ces souris plus 

sensibles à l’insuline (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007; Chapman, Miles et al. 2010; Kiefer, 

Zeyda et al. 2010). Les auteurs suggèrent que l’OPN interviendrait très précocement dans le 

développement de l’insulino-résistance. En effet, des souris soumises à un régime riche en 

graisse pendant une courte durée (2 semaines) développent une insulino-résistance du tissu 

adipeux et hépatique, une inflammation du tissu adipeux mais sans prise de poids par 

rapport aux souris avec un régime normal. L’invalidation de l’OPN chez les souris rendues 

obèses améliore la sensibilité à l’insuline, diminue l’inflammation du tissu adipeux, 

soulignant le lien entre OPN, inflammation du tissu adipeux et insulino-résistance à des 

stades précoces (Chapman, Miles et al. 2010). 

• L’OPN favoriserait la fibrose du tissu adipeux 

Récemment, Lancha et coll. ont mis en évidence que l’invalidation de l’OPN pourrait prévenir 

la fibrose du tissu adipeux épididymaire chez des souris misent sous régime riche en graisse 

pendant 20 semaines. Cependant, cette fibrose est peu marquée et il est difficile de 

déterminer si c’est un effet direct de l’OPN. En effet, les souris invalidées pour l’OPN 

présentent une prise de poids plus faible que les souris contrôles (Lancha, Rodriguez et al. 

2014). 

4.3. Maladies non alcooliques du foie 

L’augmentation de l’OPN aurait un rôle sur les lésions hépatiques observées lors de l’obésité 

(stéatose, inflammation et fibrose). 

4.3.1. Stéatose 

4.3.1.1. Homme 

L’expression génique hépatique de l’OPN est augmentée chez les patients avec une NAFLD 

(Lima-Cabello, Garcia-Mediavilla et al. 2011).  

Notre équipe a aussi rapporté que l’expression  hépatique génique et protéique d’OPN était 

corrélée au degré de stéatose et à l’insulino-résistance (HOMA-IR) chez les patients obèses. 

Cette augmentation pourrait être secondaire à l’accumulation de triglycérides (Bertola, 

Deveaux et al. 2009).  
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4.3.1.2. Souris 

Chez la souris, un régime MCD entraine les lésions hépatiques observées au cours des 

NAFLD. L’expression protéique de l’OPN augmente dès le premier jour d’un régime MCD, et 

l’expression génique augmente à partir de la quatrième semaine (Sahai, Malladi et al. 2004).  

Chez la souris obèse, l'expression hépatique de l'OPN est augmentée et corrèle à la stéatose 

et au contenu en triglycéride (Bertola, Deveaux et al. 2009). 

• L’OPN favoriserait la stéatose 

L’invalidation de l’OPN chez les souris soumises à un régime riche en graisse prévient la 

stéatose hépatique, en diminuant la synthèse hépatique de triglycérides et en favorisant le 

stockage des acides gras dans le tissu adipeux, prévenant ainsi leur accumulation ectopique 

dans le foie (Kiefer, Neschen et al. 2011). De plus, l’invalidation de l’OPN diminue 

l’expression de molécules impliquées dans l’accumulation des lipides comme PPARγ, DGAT2 

et Cidec (cell-death inducing DFFA-like effector c, impliquée dans la formation des 

gouttelettes lipidiques) (Lancha, Rodriguez et al. 2014). Chez ces souris invalidées pour 

l’OPN, la sensibilité à l’insuline hépatique est aussi améliorée, ainsi que la voie de 

signalisation de l’insuline, favorisant une amélioration de l’homéostasie lipidique et 

glucidique hépatique (Kiefer, Zeyda et al. 2010; Kiefer, Neschen et al. 2011).  

4.3.2. Inflammation et fibrose 

4.3.2.1. Homme 

Chez un petit nombre de patients obèses, Syn et coll. ont rapporté une augmentation de 

l’expression hépatique d’OPN avec les NAFLD et plus spécifiquement avec la fibrose (Syn, 

Choi et al. 2011). L’OPN hépatique  est plus exprimée lorsque la  fibrose est avancée. Le taux 

d’OPN plasmatique reflète également le degré de fibrose (Syn, Agboola et al. 2012).  

La protéine, mise en évidence par immunohistochimie, est plus importante au sein d’un 

parenchyme hépatique fibreux. Elle est principalement exprimée par les cellules biliaires, les 

cellules inflammatoires et les cellules étoilées (Lee, Seo et al. 2004).  

4.3.2.2. Modèles murins 

• L’OPN favoriserait l’inflammation hépatique  

Chez les souris génétiquement obèses (ob/ob et db/db), le traitement à la D-galactosamine 

(hépatotoxique) s’accompagne d’une augmentation de l’OPN hépatique. Lorsque ces souris 

sont traitées avec un anticorps dirigé contre l’OPN, les lésions hépatiques inflammatoires et 
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l’infiltration hépatique par les macrophages sont diminuées (Kwon, Won et al. 2010). Lors 

d’un régime MCD, les souris invalidées pour l’OPN présentent une diminution de 

l’inflammation et de la fibrose hépatique associée à une diminution du taux de 

transaminases (Sahai, Malladi et al. 2004). De même, lorsque les souris sont soumises à un 

régime riche en graisse, l’inflammation hépatique est moins importante chez les souris 

n’exprimant pas OPN (Kiefer, Neschen et al. 2011). La neutralisation d'OPN avec un anticorps 

dirigé contre OPN corrige aussi cette inflammation hépatique chez les souris obèses. Mais ce 

traitement est aussi associé à une diminution de l'inflammation du TA (Kiefer, Zeyda et al. 

2010). 

Ces études soulignent encore une fois le lien entre OPN, inflammation et insulino-résistance 

du tissu adipeux et les lésions hépatiques.  

• L’OPN favoriserait la fibrose hépatique 

Différentes études ont mis en évidence le rôle de l’OPN sur la fibrose hépatique. 

Dans un modèle de fibrose hépatique induite sur des rats traités au CCl4, l’expression 

génique de l’OPN augmente avec la fibrose (Lee, Seo et al. 2004). L’augmentation de l’OPN 

lors du développement de la fibrose dans un modèle murin de NASH (souris soumises à un 

régime MCD) a été rapportée par Sahai et coll. L’invalidation de l’OPN protégeait 

partiellement du développement de la fibrose hépatique (Sahai, Malladi et al. 2004). Plus 

récemment, Syn et coll. ont rapporté que chez les souris soumises à un régime MCD, la 

surexpression de l’OPN aggrave la fibrose (Syn, Choi et al. 2011).  

L’invalidation de l’OPN diminue aussi la fibrose hépatique induite pas un régime riche en 

graisse, avec une diminution de l’expression de gènes du collagène (Col1a1, Col6a1 et 

Col6a3) (Lancha, Rodriguez et al. 2014). Cependant, la prise de poids et l’inflammation du 

tissu adipeux sont diminuées chez ces souris invalidées pour l’OPN.  

L’OPN serait une cible de la voie de signalisation Hedgehog (Hh),  responsable des réponses 

pro-fibrogéniques (Schéma 4, d’après (Machado and Cortez-Pinto 2011)). Les ligands Hh sont 

produits par les cellules inflammatoires, notamment les NKT (Syn, Choi et al. 2011), ainsi que 

par les hépatocytes ballonisés présents lors de la NASH (Rangwala, Guy et al. 2011). Les 

cytokines profibrogéniques (la leptine, le PDGF/platelet-derived growth factor, et TGFβ) 

induiraient la production d’Hh via la PI3k (phosphoinositide 3-kinase) sur ces hépatocytes 

(Machado and Cortez-Pinto 2011). Les ligands Hh augmenteraient à leur tour la production 

d'OPN dans les cellules progénitrices et étoilées via la voie patch (récepteur des Hh)/Gli-2 
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(facteur de transcription)/Sox9 (SRY (sex determining region Y)-box 9) (Pritchett, Harvey et 

al. 2012). La voie Hh entraine la différentiation des cellules étoilées en myofibroblastes via 

OPN. La voie Hh induit également sur les cellules progénitrices hépatiques à la fois une 

différentiation en hépatocytes, et une différentiation en myofibroblastes par activation de la 

transition épithélio-mésenchymateuse. L’OPN produite par les cellules des canaux biliaires, 

les cellules étoilées, et également les cellules T NK, serait responsable d’une activation des 

cellules étoilées en myofibroblastes (Syn, Agboola et al. 2012).  

Une étude réalisée sur des cellules étoilées hépatiques de rat, rapporte une augmentation 

de l’expression génique et protéique de l’OPN lors de l’activation de ces cellules en 

myofibroblastes. De plus, l’OPN induit la prolifération et la migration des cellules étoilées. 

L’OPN favoriserait la migration des cellules en remodelant la matrice extracellulaire, 

notamment en augmentant l’expression de la protéinase de la matrice MMP2 (matrix 

metalloproteinase 2), et MTI-MMP (membrane type 1 matrix metalloproteinase, un 

activateur de l’enzyme MMP2) et du collagène de type 1 (Lee, Seo et al. 2004).  
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Schéma 4: OPN et fibrose hépatique, d’après Machado et coll. 

Les hépatocytes ballonisés produisent le ligand Hedgehog (Hh) qui agit sur les cellules 

progénitrices et les cellules étoilées. Les cellules progénitrices vont assurer la régénération 

cellulaire en se différentiant en hépatocytes, mais vont également subir une transition 

épithélio-mésenchymateuse et se différencier en myofibroblastes. Les cellules étoilées vont 

être activées et se différenciées en myofibroblastes. Les cytokines pro-fibrosantes vont 

induire la production de Hh, via PI3k (phosphoinositide 3-kinase). L’OPN est induit par la voie 

Hh, probablement via Sox9 (SRY (sex determining region Y)-box 9), et participerait à la 

régénération et la fibrose hépatique. 
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5. Ostéopontine et alcool 

Comme nous l’avons vu dans la première partie, la consommation chronique d’alcool est 

responsable de lésions hépatiques. Dans un premier temps la stéatose se développe. Une 

infiltration du parenchyme par des cellules inflammatoires, notamment des polynucléaires 

neutrophiles, associée à des lésions hépatocellulaires surviennent. Il s’agit de lésions 

d’hépatite alcoolique. L’évolution se fait ensuite vers la fibrose et la cirrhose (Orman, Odena 

et al. 2013). Le rôle de l’OPN dans la survenue et l’évolution de ces lésions hépatiques a été 

mis en évidence dans plusieurs études. 

5.1. Patients 

Différentes études rapportent une augmentation de l’OPN lors de la consommation 

chronique d’alcool chez l’homme. 

En 2006, il a été montré sur un petit nombre de patients que l’expression génique de l’OPN 

augmentait dans le foie de patients avec une hépatite alcoolique aigüe par rapport aux 

patients alcooliques avec stéatose et par rapport aux patients contrôles (Seth, Gorrell et al. 

2006).  

Plus récemment, en étudiant le transcriptome de 15 patients alcooliques, il a été rapporté 

que l’expression d’OPN était augmentée par rapport aux foies normaux (Affo, Dominguez et 

al. 2013).  

Une étude postérieure à mon travail de thèse (Patouraux, Bonnafous et al. 2012) a mis en 

évidence chez 49 patients alcooliques que le taux plasmatique et l’expression génique 

hépatique d’OPN augmentent chez les patients avec une hépatite alcoolique. Le taux 

plasmatique et l’expression génique sont corrélés, et augmentent avec la sévérité des 

lésions hépatiques, et également lors du stade de cirrhose. Par étude immunohistochimique, 

les auteurs ont montré que la protéine OPN était plus exprimée dans les foies de patients 

alcooliques. La protéine se localise principalement dans les zones de fibrose. De plus, 

l’expression plasmatique et génique de l’OPN prédit la mortalité des patients alcooliques. 

Enfin, l’expression génique de l’OPN est corrélée à l’expression de chimiokines telle l’IL-8, 

responsable de l’afflux de polynucléaires neutrophiles (Morales-Ibanez, Dominguez et al. 

2013).  

Enfin, une étude publiée en 2014 rapportait que l’expression de l’isoforme OPNc  

augmentait dans le foie de patients alcooliques présentant une stéatose, une stéatohépatite 
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et une cirrhose  par rapport à des sujets contrôles. Le taux d’OPN plasmatique étudié sur une 

autre cohorte était plus élevé chez les patients alcooliques cirrhotiques que chez les sujets 

contrôles (Seth, Duly et al. 2014).  

5.2. Modèles murins 

5.2.1. Inflammation et souffrance hépatique 

Les rats nourris pendant 6 semaines avec un régime liquide de type Lieber-DeCarli contenant 

de l’éthanol (EtOH) développent une stéatose hépatique. L’injection de LPS entraine des 

lésions identiques à celles observées dans l’hépatite alcoolique aigüe (Apte, Banerjee et al. 

2005). Dans ce modèle, l’expression hépatique de l’OPN (génique et protéique) et le taux 

plasmatique d’OPN ont été étudiés. 

Lors de la stéatose, l’OPN augmente modérément dans le foie, mais son taux plasmatique 

n’est pas modifié.  Lors de l’hépatite alcoolique aigüe, les niveaux d’OPN hépatique et 

plasmatique sont fortement augmentés (Apte, Banerjee et al. 2005). L’expression génique 

d’OPN est corrélée à son expression protéique. L’ARNm de l’OPN est exprimée initialement 

surtout dans les cellules des canalicules biliaires. L’ARNm augmente précocement et précède 

l’infiltration des polynucléaires (Banerjee, Burghardt et al. 2006). 

Dans le sérum c’est la forme clivée par la thrombine qui est augmentée. Cette augmentation 

est corrélée à l’infiltration hépatique par les polynucléaires neutrophiles (Apte, Banerjee et 

al. 2005). En utilisant un anticorps neutralisant l’OPN, il a été montré que l’infiltration de 

polynucléaires était moindre (Banerjee, Apte et al. 2006).  

L’infiltration des polynucléaires dans le foie et les lésions associées seraient dues au 

domaine de liaison aux intégrines N-terminal de l’OPN. Les intégrines α4β1 et α9β1 situées 

sur les polynucléaires neutrophiles se lient à ce domaine. L’expression génique et protéique 

de ces intégrines augmente avec la sévérité des lésions hépatiques induites par l’alcool. Le 

traitement par un anticorps neutralisant l’OPN diminue cette expression (Banerjee, Lee et al. 

2008).  

 

Afin de déterminer un lien entre OPN et lésions hépatiques, l’expression de l’OPN a été 

étudiée chez des rats mâles et femelles soumis à un régime contenant de l’EtOH. Dans ce 

modèle, les femelles présentent des lésions plus importantes que les mâles, et l’expression 

génique hépatique d’OPN était plus élevée chez les femelles que chez les mâles. La 
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sensibilité supérieure des femelles aux lésions induites par l’alcool serait due à l’expression 

supérieure d’OPN par rapport aux mâles (Banerjee, Apte et al. 2006).  

Cette expression serait régulée en partie par les œstrogènes. Sur des rats femelles ayant subi 

une ovariectomie et soumises à un régime contenant de l’EtOH, de faibles doses 

d’œstrogènes diminuent l’expression génique et protéique d’OPN dans le foie, alors que de 

fortes doses l’augmentent. Par ce mécanisme, les œstrogènes auraient un rôle protecteur 

sur les lésions hépatiques, mais cette fonction serait dépassée avec de fortes doses 

(Banerjee, Rose et al. 2009).  

Chez la souris, un régime contenant de l’éthanol ou son métabolite, l’acétaldéhyde, est 

suffisant pour induire une hépatite alcoolique. Chez des souris invalidées pour l’OPN et 

soumises à un régime contenant de l’EtOH, les lésions hépatiques étaient moins importantes 

que celles observées chez les souris contrôles. L’expression des cytokines pro-

inflammatoires était diminuée.  L’infiltration des polynucléaires étaient diminuée, mais pas 

celle des macrophages. Par des approches cellulaires, les auteurs ont mis en évidence que 

les cellules étoilées et les macrophages seraient une source de production d’OPN (Morales-

Ibanez, Dominguez et al. 2013).   

5.2.2. Fibrose hépatique 

Il a été montré que l’OPN est augmentée dans les cellules étoilées isolées de foie de patients 

cirrhotiques (Sancho-Bru, Bataller et al. 2005). Dans cette étude réalisée sur 10 patients, 2 

présentaient une cirrhose d’origine alcoolique, 8 avaient une cirrhose secondaire à une 

infection par le virus C.  

A partir de modèles murins de fibrose hépatique, l’implication de l’OPN dans ce processus a 

été approfondie. Un traitement au long cours par du CCl4 ou une ligature des voies biliaires 

sont des modèles de fibrose hépatique chez les souris et les rats. 

La protéine OPN, identifiée par immunohistochimie, est plus exprimée dans les cellules 

étoilées des foies de rats traités au CCl4 que dans les foies de rats contrôles (Kawashima, 

Mochida et al. 1999). L’expression génique de l’OPN dans les cellules étoilées isolées à partir 

de foie de souris est augmentée chez les souris ayant eu un traitement pro-fibrosant (De 

Minicis, Seki et al. 2007). Chez des souris invalidées pour l’OPN, la nécrose et la fibrose sont 

moins importantes que chez les souris sauvages après traitement pro-fibrosant (Lorena, 

Darby et al. 2006). Inversement, des souris transgéniques surexprimant l’OPN au niveau des 

hépatocytes et traitées au CCl4 pendant 4 semaines présentaient une fibrose plus 
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importante que les souris sauvages. La nécrose et l’inflammation n’étaient pas différentes 

entre les deux groupes. Au bout d’un an, les souris transgéniques surexprimant l’OPN 

présentaient une fibrose péricentrolobulaire, périportale et sinusoïdale spontanée, sans 

traitement pro-fibrosant (Urtasun, Lopategi et al. 2012).  

Les mécanismes par lesquels l’OPN pourrait favoriser la fibrose ont été étudiés. 

Le traitement de fibroblastes par la cytokine TGFβ induit leur différentiation en 

myofibroblastes, comme en témoignent l’augmentation du marqueur myofibroblastique 

actine muscle lisse et la production de fibronectine. Les cellules invalidées pour l’OPN ne se 

différencient pas après traitement au TGFβ, suggérant que l’OPN est nécessaire à la 

différentiation des myofibroblastes (Lenga, Koh et al. 2008). Une autre approche in vitro 

suggère que le LPS augmenterait l’expression de l’OPN dans les cellules étoilées, et 

favoriserait leur action fibrosante (Morales-Ibanez, Dominguez et al. 2013). 

Il a été rapporté que l’OPN induirait une augmentation de la production de collagène 1 par 

les cellules étoilées hépatiques. Cette activation des cellules étoilées se ferait via l’intégrine 

α5β3 et par la voie PI3K/AKT/NF-κB, d’après l’étude in vitro réalisée par Urtasun et coll. De 

même, les cellules étoilées isolées de foie de souris invalidées pour l’OPN auraient des 

capacités fibrogéniques moindres que cellules des souris sauvages (Urtasun, Lopategi et al. 

2012).  

Plus récemment, le rôle et les mécanismes d’actions de l’OPN lors de la fibrose hépatique 

due à l’alcool ont été mis en évidence. Les auteurs rapportent que l’OPN hépatique (génique 

et protéique, forme totale et clivée) était augmentée après une alcoolisation aigüe unique 

des souris, et que l’expression génique et protéique de l’OPN était augmentée dans une 

lignée de cellules étoilées traitées à l’alcool pendant 4 heures.  Cette augmentation était 

associée à l’augmentation des récepteurs de l’OPN, CD44 et l’intégrine α5β3, et à 

l’augmentation de la phosphorylation des protéines Akt et Erk. Cette augmentation était 

associée à une régulation de gènes impliqués dans la fibrogenèse (TGFβ, PAI-1, collagènes) 

et dans le remodelage de la matrice extracellulaire (plasmine, uPA, MMP) et à une 

augmentation de la migration des cellules étoilées. L’inhibition de l’OPN (souris invalidées 

pour l’OPN et utilisation d’anticorps anti-OPN dans les cellules étoilées) inhibait 

partiellement la phosphorylation des protéines Akt et Erk, l’activation et la migration des 

cellules étoilées. L’expression de gènes impliqués dans la fibrogenèse et le remodelage de la 

matrice extracellulaire était modifiée en l’absence d’OPN. L’ensemble de ces résultats 
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suggèrent que l’OPN, augmentée lors d’une alcoolisation aigüe, serait un acteur clé dans le 

rôle pro-fibrogénique des cellules étoilées en réponse à l’alcool. L’OPN régulerait 

l’expression de gènes impliqués dans le développement de la fibrose. Cette régulation 

complexe favoriserait le développement de la fibrose (Seth, Duly et al. 2014). 

Enfin, le rôle des cellules canaliculaires biliaires a été étudié. Il existe une relation entre la 

prolifération ductulaire et le développement de la fibrose hépatique. Dans le foie des souris 

invalidées pour l’OPN traitées au thioacétamide (hépatotoxique), la prolifération des cellules 

canaliculaires et la fibrose étaient diminuées par rapport aux souris sauvages. Pour étudier le 

lien entre OPN, prolifération ductulaire et fibrose, des co-cultures ont été réalisées avec des 

cellules étoilées. Ce seraient les cellules biliaires qui favoriseraient l’activation et l’action 

fibrogénique des cellules étoilées via OPN et TGFβ (Wang, Lopategi et al. 2014).  

5.3. Rôle protecteur de l’OPN dans l’alcoolisme chronique  

D’après de nombreuses données de la littérature, l’OPN favoriserait les complications 

hépatiques lors de l’obésité et de l’alcoolisme. Mais l’OPN est une protéine complexe qui 

peut avoir un rôle anti-inflammatoire dans certaines conditions. Deux études suggèrent un 

rôle protecteur de l’OPN dans les lésions hépatiques induites par l’alcool. Comme nous 

l’avons vu dans la première partie, l’alcool est responsable d’une perte de l’intégrité de la 

muqueuse intestinale, permettant une translocation de LPS favorisant l’inflammation 

hépatique. L’OPN pourrait agir au niveau du tube digestif et du foie. 

L’OPN est détectée dans le lait, et serait absorbée et localisée dans la muqueuse intestinale. 

L’administration par voie orale de l’OPN purifiée à partir du lait diminue les lésions 

hépatiques induites par l’alcool chez la souris. L’OPN aurait, dans la muqueuse digestive un 

rôle anti-inflammatoire et préserverait l’intégrité de la muqueuse intestinale (Ge, Lu et al. 

2013).  

Au niveau hépatique, la surproduction d’OPN pourrait se lier au LPS, bloquant alors 

l’activation des macrophages, la production de ROS et de TNFα. De plus, l’excrétion d’OPN 

par les canaux biliaires ciblerait l’intestin, source du LPS. Cette capacité à prévenir 

l’inflammation et l’endotoxinémie est mise en évidence dans un modèle murin surexprimant 

l’OPN dans les hépatocytes, chez qui la stéatose, l’infiltration de macrophages et l’expression 

du TNFα étaient diminuées lors de la prise d’alcool (Ge, Leung et al. 2014).  

Il avait déjà été rapporté un rôle anti-inflammatoire de l’OPN au niveau digestif, dans les 

colites aigües. Dans un modèle murin de colite aigüe, l’invalidation de l’OPN est associée à 
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des lésions digestives plus marquées que chez les souris sauvages. L’administration per os de 

l’OPN du lait lors d’une colite aigüe s’accompagne d’une diminution de l’infiltrat 

inflammatoire (macrophages et polynucléaires neutrophiles) du tube digestif, d’une 

diminution de la production de médiateurs pro-inflammatoires, et d’une diminution de la 

perte de poids. 

Il semblerait que l’activation par l’OPN de l’immunité acquise préviennent les lésions de 

colites aigües et favorise la réparation tissulaire. Au stade chronique, l’OPN favoriserait une 

réponse inflammatoire de type Th1 (da Silva, Ellen et al. 2009; Heilmann, Hoffmann et al. 

2009).  

 

Il semblerait que l’OPN puisse aussi avoir dans certaines conditions un rôle anti-

inflammatoire dans les macrophages. Le mécanisme impliqué serait dû à la capacité de 

l’OPN à inhiber la production de NO (Rollo, Laskin et al. 1996; Rittling and Denhardt 1999). 

iNOS induit la production de NO, une molécule de défense contre les agents pathogènes, 

mais qui est toxique. iNOS est systématiquement exprimée dans plusieurs types cellulaires, 

dont les macrophages, durant l’inflammation. Il a été montré que le NO effectue un rétro 

control négatif sur sa propre synthèse en augmentant l’expression d’OPN. L’OPN inhiberait 

iNOS, en augmentant l’ubiquitination et la dégradation de STAT-1, nécessaire à la production 

d’iNOS (Guo, Cai et al. 2001; Gao, Guo et al. 2007; Guo, Wai et al. 2008).  

 

Comme nous venons de le voir, l’OPN peut avoir un rôle protecteur. Le développement de la 

stéatose et de l’inflammation au cours des maladies non alcooliques du foie, ainsi que le 

développement de la fibrose au cours de l’alcoolisme sont des processus chroniques.  
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6. Ostéopontine et ischémie reperfusion 

L’ischémie-reperfusion est un modèle de souffrance aigüe, où l’implication de l’OPN a été 

étudiée. Après avoir exposé les mécanismes lésionnels de l’ischémie-reperfusion, je 

rapporterai l’implication de l’OPN dans ce modèle de souffrance aigüe. Si le rôle de 

l’ostéopontine a été étudié dans plusieurs organes soumis à une ischémie-reperfusion, peu 

d’études rapportent son implication dans l’ischémie-reperfusion hépatique. 

6.1. L’ischémie reperfusion (IR) 

6.1.1. Définition de l’ischémie-reperfusion 

L’ischémie est la diminution de l'apport sanguin artériel à un organe. Cette diminution 

entraîne essentiellement une baisse de l'oxygénation des tissus de l'organe en dessous de 

ses besoins et la perturbation, voire l'arrêt, de sa fonction. 

Lorsque la température de l’organe est de 37°C, on parle d’ischémie normothermique (ou 

ischémie chaude). Lors de la transplantation d’organe, un refroidissement est nécessaire afin 

d’assurer la préservation de l’organe.  L’ischémie froide correspond à la phase où l’organe 

qui n’est plus vascularisé est maintenu à une température de 4°C, entre le moment du 

prélèvement et la revascularisation. Les lésions d’ischémie chaude lors de la transplantation 

sont liées à une anoxie soit chez le donneur avant le prélèvement, soit chez le receveur lors 

d’un retard à une bonne revascularisation. 

Le syndrome de reperfusion correspond à l'ensemble des conséquences de la 

revascularisation de l’organe. 

6.1.2. Ischémie-reperfusion hépatique 

La chirurgie hépatique peut nécessiter une interruption transitoire du flux sanguin qui induit 

des lésions d’ischémie et de reperfusion. Cette IR est responsable de modifications 

histologiques, métaboliques, enzymatiques et cellulaires qui font toute la gravité des lésions. 

Ces deux phases impliquent l’activation de nombreuses voies et mécanismes complexes 

ayant des effets délétères sur le tissu hépatique, aboutissant à la mort cellulaire. 

Ces lésions s’observent lors des procédures chirurgicales comme la résection hépatique 

partielle, mais également au cours d’un choc hypovolémique, de maladie veino-occlusive ou 

du syndrome de Budd-Chiari. Elles peuvent aussi être induites par certains toxiques.  

Plus de 900 greffes de foie sont effectuées chaque année en France, 5 000 en Europe. La 

transplantation hépatique est indiquée dans les cirrhoses décompensées, les hépatites 
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fulminantes, et en cas d’insuffisance hépatique grave. Lors de la transplantation hépatique, 

une ischémie froide est intentionnellement appliquée pour réduire l’activité métabolique du 

greffon avant son implantation et sa reperfusion chez le receveur. Les cellules non 

parenchymateuses (cellules endothéliales des sinusoïdes, cellules de Kupffer, cellules 

étoilées et épithélium biliaire) sont plus sensibles à cette ischémie (Churchill, Cheetham et 

al. 1994). Les hépatocytes ne meurent pas au cours de l’ischémie froide, mais subissent des 

modifications (Ikeda, Yanaga et al. 1992).  

6.1.3. Physiopathologie de l’ischémie-reperfusion (Schéma 4) 

Les mécanismes moléculaires conduisant à ces lésions induites par l’ischémie-reperfusion 

(IR) sont multi-factoriels, complexes et touchent tous les composants cellulaires du foie.  

6.1.3.1. Phase ischémique 

Durant la phase ischémique, l’anoxie des hépatocytes (cellules dépendantes de l'oxygène) 

est clairement l’un des processus prédominants. Le manque d’apport en oxygène et en 

nutriments entraine: 

• une déplétion en ATP, due à la carence en nutriments et à l’hydrolyse de l’ATP 

(conversion de l’ATP synthétase en ATP hydrolase au niveau de la chaine respiratoire 

mitochondriale), 

• l’activation de la glycolyse anaérobie, voie de production d’ATP, qui entraine la 

production de lactate, hydrolysé en ions H+ (Allen and Xiao 2003), 

• une diminution du pH (par augmentation des ions H+), entrainant une altération des 

pompes ioniques Na/Ca/H, conduisant à une augmentation du sodium et du calcium 

intra cytoplasmique et mitochondrial (Riess, Camara et al. 2002; Allen and Xiao 

2003). 

A terme, ces processus entrainent une perte de la polarité membranaire, un gonflement 

cellulaire, une désorganisation du cytosquelette et la nécrose cellulaire. 

Au niveau hépatique, au décours d'une phase d'ischémie de courte durée, il a été observé 

une hyperémie réactionnelle avec vasodilatation, tandis qu'après une période ischémique 

prolongée apparaissent des altérations micro-vasculaires avec réduction ou arrêt de la 

perfusion capillaire. 
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6.1.3.2. Phase de reperfusion 

Durant la phase de reperfusion, le rétablissement du flux sanguin au niveau de l’organe, 

s’accompagne d’effets néfastes. La ré-oxygénation s’accompagne d’une production 

d’espèces radicalaires de l’oxygène (ROS). Les principaux mécanismes impliqués dans la 

production de ROS sont: 

• l’ATP en excès qui est dégradé en hypoxanthine, générateur de ROS, 

• la conversion de la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase, dépendant de 

l’augmentation du calcium intra cytoplasmique, qui induit la réduction de l'oxygène, 

aboutissant à la formation d’anions superoxides, 

• l'activation des neutrophiles dont l'enzyme NADPH-oxydase catalyse la réduction de 

l'oxygène et produit de grandes quantités d'anions superoxides. 

Les ROS sont produits initialement par les cellules de Kupffer, et les hépatocytes à un 

moindre degré, puis par les cellules NKT et plus tardivement par les polynucléaires 

neutrophiles. Cet excès de ROS a des effets délétères pour le fonctionnement cellulaire. Les 

ROS induisent un stress oxydatif intra-cellulaire qui conduit à la nécrose cellulaire. 

Un autre type de mort cellulaire, l’apoptose s’observe également lors de la reperfusion. La 

surcharge calcique, le stress oxydant et la correction de l’acidose entrainent un phénomène 

de transition de perméabilité membranaire mitochondriale. Cette perméabilité de la 

membrane de la mitochondrie conduit à la libération du cytochrome c, qui dans le 

cytoplasme, va activer la voie des caspases apoptotiques et conduire à l’apoptose (Crompton 

2000).  

La reperfusion s’accompagne aussi d’une augmentation de l’inflammation hépatique. En 

effet, les ROS activent l’inflammation via la voie NF-κB, la production de TNFα et d’IL-1. Cette 

réponse inflammatoire aggrave les lésions hépatocytaires. La surproduction de TNFα par les 

cellules de Kupffer peut induire une mort hépatocytaire (Schwabe and Brenner 2006; de 

Groot and Rauen 2007; Peralta, Jimenez-Castro et al. 2013). 

La production importante de NO par les macrophages entrainerait également la mort 

hépatocytaire. En effet, l’inhibition d’iNOS améliore les lésions observées lors de IR 

hépatique (Taniai, Hines et al. 2004; Hamada, Duarte et al. 2009). L'agression de 

l'endothélium vasculaire par les ROS entraine une obstruction vasculaire micro-circulatoire. 

Les lésions induites par l’IR impliquent donc de nombreux partenaires dont les hépatocytes, 

les cellules de Küpffer, les cellules endothéliales, les neutrophiles, les lymphocytes et des 
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réponses spécifiques comme le stress oxydatif (radicaux libres de l’oxygène, radicaux libres 

du nitrogène), l’inflammation (TNFα) et la mort cellulaire. Cependant, une grande partie des 

mécanismes et des acteurs impliqués dans les lésions hépatiques induites par l’IR sont 

encore inconnus ou imprécis.  
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Schéma 5 : Physiopathologie de l’ischémie-reperfusion 

Pendant l’ischémie, la production d’ATP diminue. La glycolyse anaérobie devient alors la principale 

source de production d’ATP. Ceci entraine une acidose qui active l’échangeur Na+/H+, afin de 
restaurer le pH intracellulaire. L’entrée de sodium active à son tour l’échangeur Na+/Ca2+, 
aboutissant à une surcharge calcique. Lorsque l’ischémie se prolonge, cette acidose inactive 

finalement la glycolyse anaérobie. La cellule va alors se nécrosée. La reperfusion réintroduit 

brutalement de l’oxygène et de l’ATP. La chaîne respiratoire mitochondriale, endommagée par 

l’ischémie, ne produit pas de l’ATP mais des espèces radicalaires de l’oxygène (ROS). La surcharge 

sodique et calcique entraine la production de ROS. De plus, l’hypoxanthine, produit de 

dégradation de l’ATP, induit également une surproduction de ROS. Cet excès de ROS conduit à des 

lésions des membranes cellulaires et à une activation indirecte de l’inflammation en recrutant les 

leucocytes et en stimulant la production de cytokines. Par ailleurs, des cellules irrémédiablement 

lésées par l’ischémie évolueront vers l’apoptose. 
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6.1.4. Aspects histopathologiques 

L’hépatite ischémique se caractérise par une nécrose centrolobulaire des hépatocytes sans 

infiltrat inflammatoire, associée à une distension des veines centrolobulaires et des 

sinusoïdes. Une congestion hémorragique des sinusoïdes peut s’observer. 

Lors de la transplantation hépatique, une biopsie hépatique dite «de reperfusion» (biopsie à 

J0) est le plus souvent réalisée. Ainsi, les lésions dues à l’ischémie-reperfusion peuvent être 

évaluées. On observera une infiltration par des cellules inflammatoires; polynucléaires 

neutrophiles initialement, puis macrophages. Ces cellules prédominent dans les sinusoïdes 

et autour des veines centro-lobulaires. Il peut s’y associer une nécrose de coagulation 

hépatocytaire, initialement dans les régions centro-lobulaires, mais pouvant être plus 

étendue. Lorsqu’elle est importante, cette nécrose peut être responsable d’un 

dysfonctionnement primaire du greffon. La stéatose microvacuolaire peut également être la 

conséquence de l’ischémie-reperfusion. Dans les espaces portes, on notera une réaction 

ductulaire légère à modérée. 

La reperfusion d’un greffon macrostéatosique entraine une altération du flux sanguin 

sinusoïdal et la lyse des triglycérides intra-cytoplasmiques. Les lipides se localisent alors dans 

les sinusoïdes, sous la forme de gouttelettes, associées à de la fibrine, des polynucléaires 

neutrophiles et une congestion. 
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6.2. Ostéopontine et ischémie-reperfusion 

De façon intéressante, le rôle de l’OPN dans la survenue des lésions d’IR hépatique n’a pas 

encore été étudié. L’augmentation de son expression a déjà été rapportée dans les cellules 

ganglionnaires rétiniennes de rats et de souris soumis à une ischémie-reperfusion du nerf 

optique (Chidlow, Wood et al. 2008), dans un modèle d’ischémie-reperfusion ex vivo de 

cardiomyocytes de porc (Kossmehl, Schonberger et al. 2005) et dans des cultures de cellules 

musculaires lisses aortiques de rats soumises à une hypoxie (Sodhi, Phadke et al. 2001). 

Même si dans le foie, de nombreux types cellulaires l’expriment, à l’heure actuelle, les seules 

données concernant son implication dans la survenue et l’intensité des lésions d’IR sont 

rapportées dans le rein. En effet, l’invalidation de l’OPN dans un modèle de souris soumis à 

une IR rénale entraînerait dans les phases tardives une diminution de l’infiltration 

macrophagique, une diminution de la fibrose et une augmentation des phénomènes 

apoptotiques (Ophascharoensuk, Giachelli et al. 1999; Persy, Verhulst et al. 2003). 

6.2.1. Rein 

Le rôle de l'OPN lors de l’IR a été principalement rapporté au niveau rénal. L’OPN est 

exprimée constitutivement par les cellules tubulaires distales chez l’homme et le rongeur 

(Xie, Sakatsume et al. 2001). L’OPN augmente lors de l’IR rénale. Cependant son rôle n’est 

pas encore clairement établi. L’OPN est en effet responsable d’une infiltration de 

macrophages, ayant un effet délétère, mais possède également des propriétés anti-

apoptotiques et pro régénératives, permettant la protection rénale. 

6.2.1.1. Le rôle chimioattractant de l’OPN lors de l’ischémie-reperfusion 

L’expression de l’OPN augmente lors de lésions rénales induites dans des modèles murins et 

dans certaines pathologies rénales chez l’homme. Cette augmentation est associée à 

l’infiltration macrophagique (Okada, Moriwaki et al. 2000; Okada, Moriwaki et al. 2000). 

Il a été montré sur un modèle murin que durant les 7 jours suivant une IR, l’OPN favoriserait 

le recrutement des macrophages dans le rein post- ischémique. Cet afflux de macrophages a 

un rôle délétère, mais serait compensé par les mécanismes protecteurs de l’OPN, qui seront 

développés dans les paragraphes suivants (Persy, Verhulst et al. 2003). 

L’OPN a aussi été étudiée dans le rejet aigu et il a été rapporté que les taux d’OPN 

plasmatique et urinaire sont augmentés chez les patients ayant un rejet aigu, par rapport 

aux patients greffés sans rejet et aux sujets contrôles. Le rejet est caractérisé par une 

infiltration cellulaire interstitielle, et l’expression d’OPN était corrélée à cet infiltrat. Il est 
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suggéré que le rôle délétère de l’OPN serait dû à sa propriété chimioattractive (Alchi, Nishi et 

al. 2005; Wang, Tang et al. 2013). 

Une étude plus récente rapporte que les souris invalidées pour l’OPN présentaient moins de 

lésions induites par l’IR (45 min d’ischémie suivie de 4h de reperfusion) et une diminution de 

l’infiltration des cellules NKT. L’expression de l’OPN par les cellules épithéliales des tubules 

rénaux augmenterait, et régulerait les lésions induites par les lymphocytes NKT lors de l’IR 

(Zhang, Shek et al. 2010).  

6.2.1.2. L’OPN est un facteur de survie des cellules des tubules rénaux 

Les mécanismes impliqués dans la survie cellulaire seraient l’inhibition de l’apoptose et 

l’inhibition de la synthèse de NO, toxique pour les cellules rénales.  

En effet, l’invalidation de l’OPN ne modifie pas la fonction rénale après un accident 

ischémique aigu, mais inhibe l'apoptose (Persy, Verhulst et al. 2003). 

Il a aussi été rapporté que les rats Brown Norway sont plus résistants à l’IR rénale. La 

surexpression de l'OPN via l' hyper-activation de la voie de signalisation Wnt détectée dans 

les cellules de rein de rats Brown Norway, joue un rôle critique dans le maintien de leur 

résistance à l’ischémie intrinsèque. L'activation de l’OPN diminue la libération 

mitochondriale de cytochrome c et l’activité de la caspase 3, ce qui prévient l’apoptose après 

IR (Vinas, Sola et al. 2010). Le rôle anti-apoptotique de l’OPN se ferait également par sa 

capacité à activer la voie NF-κB, comme cela a été démontré, dans des cellules tubulaires 

proximales soumises à une hypoxie (Noiri, Dickman et al. 1999). 

La survie cellulaire serait due également à l’inhibition de la synthèse de NO par l’OPN. Il a été 

rapporté qu’après une ischémie rénale de 30 minutes, les souris invalidées pour l’OPN 

présentaient une fonction rénale diminuée après 24 heures. De plus, la nécrose tubulaire 

était plus importante chez les souris n’exprimant pas OPN que chez les souris contrôles. 

L’invalidation d’OPN s’accompagnait d’une augmentation d’iNOS, suggérant que l’OPN aurait 

un rôle protecteur en inhibant iNOS (Noiri, Dickman et al. 1999). L’inhibition de la production 

d’iNOS par les cellules des tubules rénaux proximaux a été rapportée dès 1994 in vitro. 

L’OPN inhibait iNOS via l’intégrine α5β3, et donc la synthèse de NO après stimulation au LPS 

et à l’IFNγ (Hwang, Lopez et al. 1994). Une autre étude a aussi mis en évidence que l’OPN 

pouvait induire une diminution de la transcription d’iNOS suite à une stimulation par le TNFα 

dans les cellules mésangiales glomérulaires. La synthèse de NO par des cellules mésangiales 
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rénales était diminuée lors de l’ajout d’OPN, et un anticorps anti-OPN augmentait la 

synthèse de NO dans ces cellules (Nagasaki, Ishimura et al. 1999).  

6.2.1.3. L’OPN est associée à la régénération cellulaire après ischémie 

reperfusion 

Le niveau d’expression génique et protéique de l’OPN est augmenté après une 

ischémie dans les cellules des tubes proximaux  régénératifs (Padanilam, Martin et al. 1996). 

L’augmentation de l’OPN aux niveaux de ces cellules régénératives a été rapportée dans un 

modèle d’IR sur des rats. Cinq à sept jours après l’ischémie, l’expression d’OPN est associée à 

des modifications morphologiques régénératives (Persy, Verstrepen et al. 1999). 

L’expression génique est augmentée jusqu’à 3 jours après l’IR, et la protéine se détecte 

jusqu’à 7 jours (Lewington, Padanilam et al. 2000). La détection de l’OPN dans les cellules 

tubulaires en régénération s’observe également lors de lésions induites par des agents 

néphrotoxiques, comme cela a été mis en évidence chez des rats traités à la gentamycine 

(Xie, Nishi et al. 2001). 

6.2.2. Cerveau 

Comme dans le rein, le rôle protecteur de l’OPN après IR prédominerait grâce à ses 

propriétés anti-apoptotiques. 

L’invalidation de l’OPN dans un modèle d’infarctus cérébral chez la souris n’entraine pas de 

modification de la zone infarcie, mais est responsable d’une dégénération accrue du 

thalamus homolatéral, associé à une augmentation de l’activation macrophagique et de 

l’expression des gènes de l’inflammation (Schroeter, Zickler et al. 2006). Il a été montré que 

l’apport d’OPN in vitro augmentait la survie des cellules cérébrale lors de l’hypoxie. Cette 

propriété dépendrait du domaine de liaison aux intégrines RGD. L’OPN entrainerait une 

augmentation de la phosphorylation d’Akt et de l’activation de la voie MAPK (Mitogen 

Activated Protein Kinase). L’activation de ces voies entrainerait l’inhibition de la protéine 

Bad, pro-apoptotique. De plus, il s’associerait une synthèse accrue de protéine de survie. 

Dans cette étude, là encore, l’invalidation de l’OPN ne modifiait pas l’infarcissement, mais 

l’injection intra-cérébrale d’OPN améliorait la survie cellulaire (Meller, Stevens et al. 2005). 

Les mécanismes conduisant aux lésions hépatiques observées après IR normothermique 

sont complexes et les protagonistes semblent nombreux. Cependant, l’OPN peut être 

identifié comme un acteur potentiellement impliqué dans la constitution de ces lésions.  
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OBJECTIFS 
 

Ce travail de thèse porte sur le rôle de l’ostéopontine dans le développement des 

complications hépatiques liées à l’obésité, à l’alcoolisme, et à l’ischémie-reperfusion.  

La recherche de facteurs impliqués dans le développement des maladies du foie non 

alcooliques et alcooliques fait à l’heure actuelle l’objet de nombreux travaux. 

L’OPN est une protéine impliquée dans de nombreux processus physiologiques et 

pathologiques, et apparait comme un acteur important dans les complications associées à 

l’obésité et à l’alcoolisme. 

Les objectifs de ce travail étaient les suivants : 

1. Étudier le rôle de l’ostéopontine dans l’inflammation du tissu adipeux et hépatique lors 

de l’obésité. 

Les travaux de l’équipe ont permis de mettre en évidence le rôle de l’OPN sur l’inflammation 

du tissu adipeux au cours de l’obésité. La poursuite de ces travaux et le rôle de l’OPN sur les 

complications hépatiques associées à l’obésité sont présentés dans la première partie des 

résultats. 

2. Étudier l’expression de l’ostéopontine dans la fibrose hépatique chez les patients 

alcooliques. 

Les lésions histopathologiques observées dans les maladies non alcooliques et alcooliques 

du foie sont identiques. Si le développement de la stéatose et de l’inflammation dépendent 

de mécanismes en partie différents, la fibrose est une réponse commune à l’inflammation et 

la souffrance hépatique. L’expression de l’OPN lors de la fibrose hépatique chez des patients 

alcooliques a fait l’objet d’une publication, présentée dans la deuxième partie des résultats. 

3. Étudier le rôle de l’ostéopontine dans les lésions hépatiques induites par l’ischémie-

reperfusion. 

Le rôle de l’OPN dans l’ischémie-reperfusion a été étudié dans le rein principalement. A la 

différence de ce que nous avons observé dans le foie, l’OPN semble avoir un rôle protecteur 

lors de l’ischémie-reperfusion rénale. Nous avons voulu déterminer si l’OPN hépatique 

pouvait avoir un rôle protecteur lors de l’ischémie-reperfusion hépatique. Ce travail est 

présenté dans la troisième partie des résultats. 
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PARTIE 1 : OPN ET OBESITE 

L’OPN favorise le développement de la NASH en modulant la fonction 

des lymphocytes T dans le tissu adipeux et le foie 
 

L'obésité est caractérisée par une augmentation du tissu adipeux. L’inflammation et 

l’insulino-resistance de ce dernier jouent un rôle important dans le développement des 

complications hépatiques de l’obésité.  

Lors de l’obésité, l’accumulation des macrophages, mais également des cellules dendritiques 

et des lymphocytes dans le tissu adipeux participe à l’inflammation, à l’insulino-résistance et 

au développement de la stéatose hépatique. Ces cellules sécrètent des cytokines pro-

inflammatoires qui altèrent la signalisation de l'insuline dans les adipocytes, ce qui conduit à 

une augmentation de la lipolyse et à la libération d’acides gras libres dans la circulation 

favorisant à son tour la résistance à l'insuline hépatique et la stéatose hépatique. 

Parmi les différents acteurs impliqués dans l’inflammation du tissu adipeux et les 

complications hépatiques liées à l’obésité, l’ostéopontine (OPN) a cette propriété de réguler 

le recrutement et les fonctions des macrophages, lymphocytes et cellules dendritiques. Nous 

et d'autres équipes avons pu mettre en évidence le rôle de l'OPN dans le recrutement des 

macrophages dans le tissu adipeux, dans la stéatose et la fibrose hépatique dans l'obésité et 

les maladies chroniques du foie (Sahai, Malladi et al. 2004; Nomiyama, Perez-Tilve et al. 

2007; Bertola, Deveaux et al. 2009; Kiefer, Zeyda et al. 2010; Syn, Choi et al. 2011). Nous 

poursuivons l’étude de l’OPN dans les NAFLD et en particulier son rôle dans la régulation du 

recrutement et de l’activité des LT qui contribuent à l’inflammation du tissu adipeux et du 

foie. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Human studies: Morbidly obese patients (n=55) were recruited through the Department of 

Digestive Surgery and Liver Transplantation (Nice hospital) where they underwent bariatric 

surgery for their morbid obesity. Bariatric surgery was indicated for these patients in 

accordance with French guidelines. Exclusion criteria were: presence of a hepatitis B or 

hepatitis C infection, excessive alcohol consumption (>20g/d) or another cause of chronic 

liver disease as previously described (Anty, Bekri et al. 2006; Bekri, Gual et al. 2006; Bertola, 

Deveaux et al. 2009). The characteristics of the study groups are described in Table 1. Before 

surgery, fasting blood samples were obtained and used to measure alanine amino 

transferase (ALT), aspartate aminotransaminase (AST), glucose, insulin and HbA1c Insulin 

resistance was calculated using the homeostatic model assessment (HOMA-IR) index 

(Wallace, Levy et al. 2004). Surgical liver and subcutaneous adipose tissue (SCAT) biopsies 

were obtained during surgery and no ischemic preconditioning had been performed. Hepatic 

histopathological analysis was performed according to the scoring system of Kleiner et 

al.(Kleiner, Brunt et al. 2005). Four histopathological features were semi-quantitatively 

evaluated: grade of steatosis (0, <5%; 1, 5%-30%; 2, >30%-60%; 3, >60%), lobular 

inflammation (0, no inflammatory foci; 1, <2 inflammatory foci per 200x field; 2, 2-4 

inflammatory foci per 200x field; 3, >4 inflammatory foci per 200x field), hepatocellular 

ballooning (0, none; 1, few balloon cells; 2, many cells/prominent ballooning), and stage of 

fibrosis (from 0, none to 4, cirrhosis). In addition, abdominal subcutaneous adipose tissue 

was obtained from 6 women before (age, 40.7±3.1 years; BMI, 43.1±2.0 kg/m²) and 2 years 

after (BMI, 26.0±3.8 kg/m²) weight loss following bariatric surgery (mean weight loss: 

44.3±11.4 kg). Serum was obtained from 25 patients before (BMI, 43.9±5.3kg/m²) and 1 year 

after (BMI, 27.9±3.8kg/m²) weight loss following bariatric surgery (mean weight loss: 

42.3±12.3 kg). The second surgery was performed for cosmetic purpose. 

Control subjects: Liver tissue was obtained from 5 lean subjects (5 women; age, 44±9 years; 

BMI, 21±1.9 kg/m²) undergoing partial hepatectomy for benign tumors (neighbour tissues 

from four adenoma and one focal nodular hyperplasia). Three subjects were undergoing a 

left lobectomy or a bisegmentectomy without ischemic preconditioning and two patients 

were undergoing a right hepatectomy with a potential ischemic preconditioning (missing 

data). Liver samples did not display any hepatic steatosis, inflammation or fibrosis. Control 
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subcutaneous adipose tissue was obtained from 4 lean subjects (2 females and 2 males; age 

37.3±11.5 years; BMI 20.9±0.5 kg/m²) undergoing lipectomy for cosmetic purposes. 

All subjects gave their informed written consent to participate in this study in accordance 

with French legislation regarding Ethics and Human Research (Huriet-Serusclat law). The 

“Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Nice” 

approved the study (07/04:2003, N° 03.017). 

 

Animals and study design. Two-month-old male Wild-type (Wt) and OPN-deficient (OPN KO) 

(B6.129S6(cg)-spp1 tm1Blh/J from Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) C57BL/6 male 

mice were acclimated to our animal facilities under a 12/12-h light/dark cycle at a 

temperature of 21 ± 2 °C and were fed ad libitum either a HFD (45 kcal % fat, 35 kcal % 

carbohydrate, 20 kcal % protein) (D12451; Research Diets) or normal diet (ND) for 33 weeks. 

LPS challenge: Wt and OPN KO Mice (6 mice per group) were injected intraperitoneally once 

with LPS (2 µg/g of body weight) or saline buffer. After 6h, the blood was collected, mice 

were immediately sacrificed and the liver removed. One part of the biopsy was immediately 

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analyzed. The second part was fixed in 

buffered formalin, paraffin-embedded, sectioned, and stained with hematoxylin-eosin-

safran and picro-sirius red. And the last part was used for flow cytometric analysis. OPN 

treatment: Wild-type C57BL/6 male mice (n=6/group, 7-8 weeks of age) were treated with 

either intra-peritoneal daily injections of OPN (4 µg or 8 µg endotoxin-free recombinant 

mouse OPN, R&D Systems) or vehicle for 6 days. At the time of sacrifice, white epididymal 

adipose tissue pads were removed and immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -

80°C until gene expression analyzed. The guidelines of laboratory animal care were followed, 

and the local ethical committee approved the animal experiments. 

 

Intraperitoneal glucose tolerance test (IGTT). Mice were fasted for 8 h with free access to 

water. Conscious mice received an intraperitoneal injection of a glucose solution (1 g/kg 

body weight; 250 mg/ml) and blood glucose levels were determined before (baseline) and 

every 30 min for 120 min using a glucometer optium (Xceed; Abbott). 

 

Circulating levels of transaminases and OPN. Determination of plasma transaminases 

(AST/ALT) was performed using in vitro test with pyridoxal phosphate activation on 
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Roche/Hitachi cobas c systems (ASTPM, ALTPM, cobas, Meylan, France). Roche/Hitachi 

cobas c systems automatically calculate the analyte concentration of each sample. Plasma 

OPN levels were evaluated with the Quantikine ELISA Mouse/Rat OPN Immunoassay (R&D 

Systems), as per manufacturer’s instructions. 

 

Isolation of non parenchymal fraction from liver: Mouse livers were perfused first with a 

HEPES buffer containing 8 g/L NaCl, 33 mg/L Na2HPO4, 200 mg/L KCl  and 2,38 g/L HEPES, 

pH 7.65 for 2 min at 5 ml/min and then with HEPES buffer supplemented with 1,5g/L CaCl2 

and 25mg/L liberase (Roche Diagnostics) for 7 min at 5 ml/min. Livers were then carefully 

removed, minced and the resultant cell suspension was then filtered (100 µm). The non 

parenchymal cells in the supernatant of first centrifugation were collected by centrifugation 

for 5 min at 450 × g and then incubated in NaCl 0.9% buffer supplemented with 0,02% 

pronase E (Sigma) for 20 min at 37 °C under gentle agitation. Finally, cells were collected by 

centrifugation at 450 × g for 5 min and used for flow cytometric analysis 

 

Preparation of the stromal vascular fraction from adipose tissue: In mice studies, white 

epididymal AT pads were removed, immediately cut into small pieces, and rinsed in a buffer 

containing 120 mmol/L NaCl, 4 mmol/L KH2PO4, 1 mmol/L MgSO4, 750 μM CaCl2, 10 

mmol/L NaHCO3, and 30 mmol/L HEPES (pH 7.4). Explants were incubated at 37°C for 30 min 

in 15 mL of the above buffer supplemented with 1% BSA, 280 mM glucose, and 15 mg of 

type-1 collagenase (Worthington Biochemical Corporation). Adipocytes were then collected 

by filtration and floatation. The stromal vascular fraction (SVF) was collected by 

centrifugation for 15 min at 260g. In human studies, AT was immediately processed after 

removal and digested using collagenase (250 units/ mL in PBS13, 2% BSA [pH 7.4]) for 30 min 

under constant shaking. After centrifugation (300g, 10 min), the pellet containing the SVF 

was resuspended in erythrocyte lysis buffer (155 mmol/L NH4Cl, 5.7 mmol/L K2HPO4, 0.1 

mmol/L EDTA) for 10 min. Finally and after successive filtration through 100-, 70-, and 40-μm 

sieves, the cells were resuspended in PBS plus 2% FCS. The SVF was analyzed by flow 

cytometry or used to separate the different cellular fractions. 

 

Antibodies and flow cytometric analysis: Antibodies against mouse CD45 (clone 30-F11), 

CD3e (clone 145-2C11), CD4 (clone RM4-5), CD8α (clone 53-6.7), FoxP3 (clone FJK-16s) IFNγ 
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(clone XMG1.2) were purchased from Becton–Dickinson or eBioscience. For intracellular 

staining of IFNγ and FoxP3, the FoxP3 transcription factor staining buffer set (eBioscience) 

was used according to the manufacturer’s instructions. Flow cytometry was performed on a 

FACS-Canto and analyzed using FACSDiva version 6.0 software (BD-Bioscience). 

 

Real-time quantitative PCR analysis. Cell or total liver RNA was extracted using the RNeasy 

Mini Kit (74104, Qiagen, Hilden, Germany) and treated with Turbo DNA-free (AM 1907, 

Thermo Fisher scientific Inc.) following the manufacturer’s protocol. The quantity and quality 

of the RNA were determined using the Agilent 2100 Bioanalyzer with RNA 6000 Nano Kit 

(5067-1511, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Total RNA (1 mg) was reverse 

transcribed with a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher scientific 

Inc.). Real-time quantitative PCR was performed in duplicate for each sample using the 

StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher scientific Inc.) as previously described 

(Anty, Bekri et al. 2006; Bekri, Gual et al. 2006). TaqMan gene expression assays were 

purchased from Thermo Fisher scientific Inc.  Gene expression was normalized to the mouse 

housekeeping gene RPLP0 and calculated based on the comparative cycle threshold Ct 

method (2–∆∆Ct). 

 

Statistical analysis. Statistical significance of differential gene expression between two study 

groups was determined using the nonparametric Mann– Whitney test with the 2–∆∆Ct of 

each group. Other data from mice and cell preparations were statistically analyzed using the 

Mann–Whitney test or the Student t-test. Data from cell lines were statistically analyzed 

using the Student t-test. Correlations were analyzed using the Pearson’s correlation test. P < 

0.05 was considered as significant.  
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Résultats 

1. Étude chez l’homme 
 

Des biopsies hépatiques et du tissu adipeux sous-cutané (TASC) ont été réalisées chez 55 

patients obèses morbides lors d’une intervention de chirurgie bariatrique. Les 

caractéristiques clinico-biologiques des patients obèses sont présentés dans le Tableau I. Les 

groupes de patients constitués pour le TASC sont : des sujets minces (n=4), des sujets obèses 

normo-glycémiques (n=10) et des sujets obèses atteints de diabète de type II (n=10). Les 

groupes de patients pour le foie sont : des sujets contrôles (n=4), des sujets obèses sans 

complications hépatiques (n=9), des sujets obèses avec une stéatose (n=15) et des sujets 

obèses avec une stéatohépatite (n=12).Deux ans plus tard, 6 de ces patients ont bénéficié 

d’une chirurgie à visée esthétique, au cours de laquelle du tissu adipeux sous-cutané a été 

prélevé. Les sujets contrôles étaient des patients minces, 5 ayant eu un prélèvement 

hépatique au cours d’une intervention pour tumeur bénigne hépatique, 4 ayant eu un 

prélèvement de tissu adipeux sous cutané au cours d’une intervention à visée esthétique. 
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Tableau 1. Caractéristiques clinico-biologiques des patients obèses 
 

 SCAT Liver 

  Obese T2D Without NAFLD Steatosis NASH 

n 10 10 8 15 12 

Age (years) 34.6 ± 2.8 47.4 ± 2.0$ 37.7 ± 4.4 34.0 ± 4.3 41.3 ± 3.0 

BMI (kg/m²) 42.8 ± 2.0 46.9 ± 1.9 43.4 ± 0.5 44.2 ± 1.2 44.2 ± 1.7 

  ±   ±           

ALT (IU/L) 20.2 ± 2.9 29.7 ± 4.3$ 17.3 ± 2.9 31.2 ± 2.8* 91.7 ± 21.8*# 

AST (IU/L) 19.2 ± 1.5 31.2 ± 7.8$ 20.7 ± 2.9 23.2 ± 1.4 57.9 ± 11.9*# 

Fasting insulin (mIU/L) 9.6 ± 1.1 23.3 ± 4.6$ 9.7 ± 2.4 15.4 ± 3.3 38.3 ± 7.9*# 

Fasting glucose (mmol/L) 5.0 ± 0.1 9.3 ± 1.2$ 4.8 ± 0.1 5.3 ± 0.1* 7.6 ± 1.2* 

HOMA-IR 2.1 ± 0.2 9.8 ± 2.5$ 2.0 ± 0.4 3.7 ± 0.8 12.7 ± 3.0*# 

HbA1c (%) 5.4 ± 0.1 7.8 ± 0.6$ 5.3 ± 0.1 5.6 ± 0.1 6.7 ± 0.4*# 

                

NAFLD Activity Score (n)   0 (8) 2 (5) 3 (10) 5 (12) 
Grade of steatosis (n)   0 (8) 2 (6) 3 (9) 3 (12) 

Lobular inflammation (n)   0 (8) 0 (15) 1 (12) 

Hepatocellular ballooning (n)   0 (8) 0 (15) 1 (12) 

        

        

SCAT: Subcutaneous adipose tissue; T2D: obese diabetics patients; Without NAFLD: patients with normal liver histology; 

Steatosis: patients with steatosis; NASH: patients with severe steatosis and NASH. Data are expressed as mean ± SEM and 

compared using the non parametric Mann Whitney test: $ p<0.05 compared with obese non-diabetics; * P<0.05 

compared with Without NAFLD and # P<0.05 compared with Steatosis.  

BMI: Body mass index; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; HOMA-IR: Homeostasis model 

assessment estimated insulin resistance; HbA1c: Glycated haemoglobin; NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease. 

  

87 

 



1.1. Expression de l’OPN et des marqueurs de cellules inflammatoires dans le tissu 

adipeux chez l’homme lors de l’obésité  
 

Parmi les patients obèses, certains ne développent pas de résistance à l’insuline (diabète de 

type II). Ils correspondent à un groupe particulier de patients obèses métaboliquement 

sains. Dans le tissu adipeux sous-cutané (TASC), l’expression génique de l’OPN est 

progressivement augmentée chez les patients obèses puis chez les patients obèses 

diabétiques (Figure 1A). De même, il existe une augmentation progressive de l’expression de 

marqueurs de macrophage (CD68), de LT (CD4 et CD8a) (Figure 1A) et des cellules 

dendritiques (CD1c) (Bertola, Ciucci et al. 2012) avec l’obésité et l’insulino-résistance. 

L'expression de l'OPN corrèle avec celle des marqueurs de macrophages (CD68), de cellules 

dendritiques (CD1c), de lymphocytes T totaux, CD8 et CD4 (Table 2). 

Deux ans après la chirurgie bariatrique, les patients présentent une perte de poids et une 

diminution de l’inflammation systémique, reflétée par le niveau de CRP (Figure 2A), ainsi que 

du niveau d’expression génique d’IL-6 et de CCL2 (Chemokine ligand 2 ou Monocyte chimo-

attractant protein 1 -MCP1) dans le TASC. L’expression de Glut 4 (Glucose transporter type 4, 

témoin de la sensibilité à l’insuline) est quant à elle augmentée (Figure 2B). L’expression 

génique de l’OPN, des marqueurs de monocytes/macrophage (CD11b/CD68), de LT CD8, et 

de CD44 (marqueur de LT activés) est diminuée après la perte de poids. L’expression de 

l’OPN est corrélée à celle de ces marqueurs (Figure 2D). L’expression des marqueurs de 

cellules dendritiques CD1c et de LT CD4 n’est pas modifiée (Figure 2C). La diminution de 

l’inflammation du TASC pourrait être associée à une diminution des 

monocytes/macrophages et une diminution de l’activation des LT (diminution de 

l’expression de CD44, augmentation des Treg). 

1.2. Expression de l’OPN et des marqueurs de cellules inflammatoires dans le foie 

chez l’homme lors de l’obésité  
 

Dans le foie, l’expression de l’OPN augmente légèrement chez des patients avec une 

stéatose et plus intensément lors de l’inflammation (NASH) (Figure 1B). A la différence du 

TA, il n’y a pas de modification dans l’expression des marqueurs des cellules immunes avec 

l’obésité ou la stéatose hépatique. Ce n’est qu’en présence de NASH (inflammation 

hépatique) que nous observons une augmentation de l’expression des marqueurs des 

cellules dendritiques (CD1c), des macrophages (CD68), et des LT CD8 mais non des LT CD4 
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(Figure 1B). Par ailleurs, tous ces marqueurs sont corrélés avec l’expression de l’OPN dans le 

foie de ces patients (Table 2). 

Nous avons pu montrer que l’expression de l’OPN et des cellules inflammatoires augmentait 

en fonction de l’obésité et de l’insulino-résistance dans le TA et en fonction de la stéatose et 

de la NASH dans le foie. L’OPN pourrait jouer un rôle prépondérant dans le recrutement des 

cellules inflammatoires dans le tissu adipeux, participant ainsi à l’insulino-résistance, et une 

régulation plus fine (polarisation) dans le foie lors des complications de l’obésité. 
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Figure 1: Upregulation OPN and markers of immune cells with T2D and NAFLD in SCAT and liver, 

respectively, in obese patients. (A) SCAT OPN, CD68, CD4 and CD8a mRNA expression levels were analyzed 

by real-time quantitative PCR in lean patients (n=4), in morbidly obese patients without (n=10) and with T2D 

(n=10). (B) Liver OPN, CD1c, CD68, CD3e, CD4 and CD8a mRNA expression levels were analyzed by real-time 

quantitative PCR in lean patients (n=4), in morbidly obese patients without NAFLD (n=7-8), with hepatic steatosis 

(n=13-15) and with NASH (n=9-12). The gene expression was normalized to the mRNA levels of RPLP0. Results 

are expressed relative to the expression level in controls and expressed as means±SEM. *P<0.05, compared with 

controls; 
$
P<0.05, compared with obese patients without T2D (A) or Without NAFLD (B); 

#
P<0.05, compared with 

obese patients with hepatic steatosis.  
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Figure 2: Weight loss in obese patients is associated with a strong decrease in the gene expression of 

OPN, markers of macrophage and CD8 T cells in the subcutaneous adipose tissue in patients. (A) Six 

patients were studied before and two years after bariatric surgery for BMI and systemic inflammation (as 

evaluated by the circulating levels of CRP). (B) Glut4, IL6, CCL2 and (C) OPN, makers of 

monocytes/macrophages (CD11b, CD68), dendritic cells (CD1c) and T cells (CD4, CD8a and CD44) mRNA 

expressions were analyzed by real-time quantitative PCR in subcutaneous adipose tissue obtained from these 

patients before and after weight loss. Data are presented as relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA and are 

expressed as means±SEM. *P<0.05. (D) Correlations between OPN and CD11b, CD68, CD8a and CD44 mRNA 

expression levels (fold versus lean ) were analyzed using the Pearson’s correlation test. 
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Correlations between OPN, CD68, CD1c, CD3e, CD4 and CD8a mRNA expression levels (fold versus lean) in 

SCAT of morbidly obese patients without (n=10) or with T2D (n=10) and in liver of morbidly obese patients without 

(n=7-8) or with NAFLD (Steatosis n=13-15, NASH n=9-12) were analyzed using the Pearson’s correlation test. 

  

Table 2. Correlation between hepatic and subcutaneous adipose tissue OPN expression and  markers of immune cells in obese patients. 

OPN 

CD68 CD1c CD3e CD4 CD8a 

r
s
 P N r

s
 P N r

s
 P N r

s
 P N r

s
 P N 

Liver  0.214 0.21 36 0.645 <0.001 37 0.384 0.021 36  0.044 0.800 38 0.527 0.001 38 

SCAT  0.780 <0.001 24 0.625 0.001 24 0.498 0.013 24 0.730 <0.001 24 0.777 <0.001 24 

                Spearman’s rank correlation test. 
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2. Étude chez la souris 
 

Afin de déterminer le rôle de l’OPN, dans le recrutement et/ou l’activation des cellules 

immunes, nous avons étudié les effets de l’invalidation de l’OPN dans le tissu adipeux et le 

foie de souris rendues obèses après un régime riche en graisse. 

2.1. Effets de l’invalidation de l’OPN sur la prise de  poids et la résistance à l’insuline 

du tissu adipeux 
Les souris invalidées pour l’OPN rendues obèses par un régime riche graisse (24% en 

grammes ou 45% en kcal de gras, 24% en grammes ou 20% en kcal de protéines, 41% en 

grammes ou 35% en kcal d’hydrates de carbone) pendant 33 semaines présentent la même 

courbe de poids que les souris sauvages (Figure 3A). Cependant, leur glycémie à jeun est 

moins élevée que celle des souris sauvages (Figure 3B), et leur tolérance au glucose n’est pas 

significativement différente de celle observée chez les souris contrôles (minces) (Figure 3C).  

L’expression des gènes impliqués dans l’insulino-résistance du tissu adipeux épididimaire 

(TAE) est améliorée chez les souris invalidées pour l’OPN. Elles ont une expression de GLUT4 

augmentée par rapport aux souris sauvages. L’invalidation de l’OPN entraine également une 

augmentation de PNPLA2 (patatin-like phospholipase domaincontaining 2) qui code pour 

l’ATGL (adipose triglyceride lipase) et le gène LIPE qui code pour l’HSL (Hormone-sensitive 

lipase), toutes deux impliquées dans la lyse des triglycérides (Figure 4). Comme attendu, 

nous avons donc pu mettre en évidence que chez les souris obèses, l’invalidation de l’OPN 

prévient l’hyperglycémie, l’intolérance au glucose et l'insulino-resistance du TAE provoquée 

par un régime riche en graisse, sans modification de la prise de poids (Nomiyama, Perez-

Tilve et al. 2007; Chapman, Miles et al. 2010; Kiefer, Zeyda et al. 2010). 
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Figure 3: OPN deficiency prevents HFD-induced hyperglycemia and glucose intolerance without changing 

weight gain. Wild-type OPN+/+ (Square, n = 20) and OPN-/-(triangle, n = 19) mice fed a normal diet (ND) or high 

fat diet (HFD). (A) Weight gain was followed for 33 weeks. (B) To the week 25, the fasting glucose level has been 

evaluated and (C) an intraperitoneal glucose tolerance test (IGTT) has been performed. Mice were first fasted for 

8 h with free access to water and then received an intraperitoneal injection of a glucose solution (1 g/kg body 

weight; 250 mg/ml) and blood glucose levels were determined before (baseline) and every 30 min for 120 min. 

Data expressed as mean ± SEM. 
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Figure 4: OPN deficiency prevents HFD-induced adipose tissue insulin resistance and systemic 

inflammation. EAT GLUT4, LIPE and PNPLA3 mRNA expression levels were analyzed by real-time quantitative 

PCR in ND Wt (n=8), HFD WT (n=9) Wt, ND OPN-/- (n=8) and HFD OPN-/- (n=11) mice. Data are presented as 

relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA and are expressed as means±SEM. *P<0.05, compared with ND Wt 

mice; 
$
P<0.05, compared with ND OPN-/-; 

#
P<0.05, compared with HFD Wt mice 

 

  

95 

 



2.2. Effets de l’invalidation de l’OPN sur l’inflammation du tissu adipeux 
 

L’expression génique de l’OPN est fortement augmentée dans le TAE de souris sauvages 

soumises à un régime riche en graisse (Figure 5A). Chez ces souris rendues obèses, 

l’invalidation de l’OPN prévient l’infiltration des LT totaux (CD3), CD4 et CD8 dans le TAE 

(Figure 5B) et la polarisation des LT en Th1 (type pro-inflammatoire), mis en évidence par un 

marquage intra-cytoplasmique de l’IFNγ dans les LT CD4 (Figure 5C). Les analyses de 

cytométrie en flux nous ont aussi permis de mettre en évidence que l’invalidation de l’OPN 

prévient la diminution des Treg (expression de FOXP3 dans les LT CD4) (Figure 5B). Enfin, 

l’augmentation de l’expression génique de marqueur de macrophages (F4/80) pro-

inflammatoire M1 (CD11c) est prévenue chez les souris obèses invalidées pour l’OPN (Figure 

5D). 

L’invalidation de l’OPN diminue bien le recrutement des macrophages, comme déjà mis en 

évidence par différents groupes (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007), mais aussi des LT et 

prévient la polarisation pro-inflammatoire (Th1) des cellules CD4 et la diminution des Treg. 
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Figure 5: OPN deficiency prevents the recruitment and the Th1 polarization of the T cells and the 

decrease in Treg in the epididymal white adipose tissue (EAT) in response to HFD. (A) EAT OPN mRNA 

expression levels were analyzed by real-time quantitative PCR in ND (n=8) and HFD (n=9) Wt mice. (B) 

Epididymal fat pads were isolated from lean (ND) and obese (HFD) Wt and OPN-/- (after 33 weeks of diet, 4-5 

mice per group), and the SVF was stained for CD3, CD4, CD8 and Foxp3. (C) Cytokine profiles of activated T 

cells by intra-cytoplasmic analysis for IFN-γ. (D) EAT F4/80 and CD11c mRNA expression levels were analyzed 

by real-time quantitative PCR in ND Wt (n=8), HFD WT (n=9) Wt, ND OPN-/- (n=8) and HFD OPN-/- (n=11) mice. 

Data are presented as relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA and are expressed as means±SEM. *P<0.05, 

compared with ND Wt mice; 
$
P<0.05, compared with ND OPN-/-; 

#
P<0.05, compared with HFD Wt mice.  
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2.3. Effets de l’OPN sur le recrutement des cellules immunes 
 

Afin de déterminer si l’OPN seule pouvait entrainer une infiltration de cellules immunes dans 

le tissu adipeux, nous avons réalisé une injection d’OPN en intrapéritonéale chez des souris 

minces (1 injection de 4 ou 8 µg par jour pendant 6 jours). Nous observons une 

augmentation de l’expression de marqueurs de monocytes/macrophages (CD11b, F4/80), de 

M1/cellules dendritiques (CD11c), de lymphocytes T (CD4, CD8), de Th1 (Tbet) et de 

l’expression de TNFα dans le TAE de ces souris (Figure 6A et B). 

Ces résultats indiquent qu’une forte augmentation de l’OPN est capable d’induire une 

inflammation associée à un enrichissement du TAE en macrophages mais aussi en LT. 

Nous avons voulu ensuite déterminer si la diminution de l’inflammation et de l’insulino-

résistance du TA lors de l’invalidation de l’OPN étaient associées à une prévention des 

complications hépatiques. 
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Figure 6: OPN injection promotes the enrichment of immune cells into EAT as evaluated by the gene 

expression of markers in lean mice. Wild-type C57BL/6 male mice (n=6/group, 7-8 weeks of age) were treated 

with either intra-peritoneal daily injections of OPN (4 µg (A) or 8 µg (B) endotoxin-free recombinant mouse OPN, 

R&D Systems) or vehicle for 6 days. EAT mRNA expression levels of markers of macrophages (F4/80, CD11b), 

dendritic cell (CD11c) and T cells (CD4, CD8, T-bet) and TNFα were analyzed by real-time quantitative PCR. 

Data are presented as relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA and are expressed as means±SEM. 
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2.4. Effets de l’invalidation de l’OPN sur l’inflammation hépatique 
 

2.4.1. Modèle de stéatose hépatique 

 

Dans le foie, lors d’un régime riche en graisse, la souffrance hépatique, reflétée par les 

transaminases, et la stéatose sont augmentées (Figure 7A et B). L’inflammation hépatique 

augmente, avec une élévation des marqueurs de macrophages (EMR1/F4/80) pro-

inflammatoires (CD11c), de lymphocytes T (CD3) et de cytokines inflammatoires Th1 (IFNγ, 

IL-12β et TNFα) (Figure 7 D et E). L’expression génique hépatique de l’OPN est aussi 

augmentée lors d’un régime riche en graisse (Figure 7D).  

L’invalidation de l’OPN prévient la souffrance hépatique (ALAT/ASAT) (Figure 7A), et la 

stéatose hépatique (Figure 7B et C). L’invalidation de l’OPN n’a aucun effet sur le 

recrutement des macrophages (EMR1/F4/80) et des LT au niveau du foie après un régime 

HF. Par contre, l’activation des macrophages (CD11c+) et l’expression des cytokines pro-

inflammatoires (IFNγ, IL-12β et TNFα) sont fortement diminuées (Figure 7D et E).  

Nous avons mis en évidence que l’invalidation de l’OPN diminuait la stéatose et 

l’inflammation hépatique au cours de l’obésité. Les effets pourraient être dus à une 

diminution de l’inflammation du TAE. Afin de déterminer le rôle de l’OPN sur cette 

polarisation des LT dans le foie, nous avons induit une inflammation hépatique en réponse à 

une injection de LPS (intra-péritonéale). 
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Figure 7: OPN deficiency prevents HFD-induced hepatic injury, steatosis and inflammation (Th1 

response). Wt and OPN-/- mice fed a normal diet (ND) or high fat diet (HFD).  (A) The plasma level of ALT and 

AST was evaluated after 25 weeks of ND or HFD (9 mice /group). Results were expressed as means±SEM. (B) 

H&E staining of liver samples from Wt and OPN-/- after 25 weeks of ND or HFD as indicated. Typical pictures are 

shown. (C) Quantification of hepatic steatosis of HFD Wt and HFD OPN-/- mice. Results were expressed as 

means±SEM. (D and E) hepatic OPN, Emr1, CD11C CD3e, IFNγ, IL12β, and TNFα mRNA expression levels 

were analyzed by real-time quantitative PCR. Data are presented as relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA 

and are expressed as means±SEM. *P<0.05, compared with ND Wt mice; 
$
P<0.05, compared with ND OPN-/-; 

#
P<0.05, compared with HFD Wt mice. 
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2.4.2. Inflammation induite par endotoxinémie (LPS) 

 

Chez les souris minces, l’OPN plasmatique est augmentée après injection de LPS (2µg/g de 

souris pendant 6h) (Figure 8A), et s’accompagne d’une forte augmentation de l’expression 

hépatique des marqueurs de la voie Th1 lymphocytaire (T-bet/CD4, IFNγ, IL-12β, TNFα) 

(Figure 8C), mais également des voies anti-inflammatoires Th2 (GATA3/CD4, IL-10) et Treg 

(FoxP3/CD4) (Figure 8B). La voie Th17 (IL-17) est également activée et détectable seulement 

en présence de LPS chez les souris sauvages.  

L’invalidation de l’OPN ne modifie pas la réponse Th2 et Treg (Figure 8B). Il apparait 

clairement que l’invalidation de l’OPN prévient la polarisation Th1 des lymphocytes T (Figure 

8C). Concernant la réponse Th17, il est clair que l’invalidation de l’OPN prévient la 

production de l’IL-17 mais pas celle de l’IL-22 (Figure 8D). De plus, il semble que l’action de 

l’OPN soit en aval du facteur de transcription RORγT (RAR-related orphan receptor gamma) 

(Figure 8D).  

Nous montrons donc que l’invalidation de l’OPN diminue l’inflammation hépatique en 

réponse au LPS, en favorisant la polarisation Th1 des lymphocytes T, et la production de l’IL-

17 (facteur pro-inflammatoire et pro-fibrosant). 

Il reste cependant à déterminer si l’effet de l’OPN sur cette polarisation est direct ou 

indirect; en agissant directement sur les LT naïfs, avec l’augmentation de son expression 

dépendante de T-bet ou en régulant les cellules présentatrices d’antigènes qui favoriseront 

une polarisation Th1/Th17 des lymphocytes naïfs. 

Nous déterminerons si l’invalidation de l’OPN ou l’apport d’OPN exogène modifie la 

polarisation in vitro des LT. De plus nous évaluerons si les cellules dendritiques du TAE des 

souris minces et obèses de souris sauvages ou invalidées pour l’OPN induisent la même 

polarisation des LT naïfs ex vivo. 
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Figure 8: OPN deficiency prevents LPS-induced Th1 and Th17 responses in liver. Lean male Wt and OPN-/- 

mice were treated with PBS or LPS (2µg/g) for 6h (6 mice per group). (A) The plasma level of OPN was evaluated 

after PBS or LPS challenge in Wt mice. Data are expressed as means±SEM. (B) Hepatic mRNA expression 

levels of markers of Th2/Treg responses (GATA3, FoxP3, IL10), of Th1 response (T-bet, IFNγ, IL12β, TNFα) and 

Th17 response (IL17α, RORγT, IL22) were analyzed by real-time quantitative PCR. Data are presented as 

relative mRNA normalized to RPLP0 mRNA and are expressed as means±SEM. *P<0.05, compared with ND Wt 

mice; 
$
P<0.05, compared with ND OPN-/-; 

#
P<0.05, compared with HFD Wt mice. 
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L’inflammation du tissu adipeux participe au développement de l’insulino-résistance et aux 

complications hépatiques dues à l’obésité. Dans les maladies non alcooliques du foie, alors 

que la stéatose est considérée comme bénigne, l’inflammation, ou stéatohépatite, est 

associée à une augmentation du risque de fibrose, de cirrhose, et d’insuffisance hépatique. 

Nos résultats montrent que l’OPN est impliquée dans l’inflammation et les fonctions du tissu 

adipeux et du foie  (Schéma 6): 

Dans le tissu adipeux, l’OPN favoriserait le recrutement des macrophages, des cellules 

dendritiques et des lymphocytes T, et favoriserait la voie pro-inflammatoire Th1 au dépend 

de la voie anti-inflammatoire Treg. Cette inflammation participe à la mise en place de 

l'insulino-résistance du TA et la libération d'acides gras (AG) et d'adipokines. Ces facteurs 

peuvent agir sur le foie via le système porte et favorisent la stéatose hépatique.  

Dans le foie, l’augmentation de l’OPN pourrait favoriser une polarisation de type pro-

inflammatoire M1 et Th1, sans être impliquée dans le recrutement de ces cellules 

(macrophages et lymphocytes T). L’inflammation du foie associée à celle du TA au cours de 

l’obésité participe au développement des NAFLD (stéatose,   stéatohépatite (NASH) et 

fibrose hépatique). 
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Schéma 6 : Impact de l’OPN sur l’inflammation du tissu adipeux et des complications 

hépatiques au cours de l’obésité 
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PARTIE 2: OPN ET ALCOOL 
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Le niveau d’ostéopontine sérique, hépatique et du tissu adipeux est 

corrélé à la fibrose hépatique chez les patients alcooliques 
 

La consommation excessive d’alcool est la troisième cause de décès, après les cancers et les 

maladies cardio-vasculaires aux Etats-Unis. La consommation régulière d'alcool est 

responsable de lésions hépatiques, et reste la cause principale de cirrhose du foie. Jusqu'à 

40% des patients atteints d’hépatite alcoolique aiguë sévère meurent dans les six mois. Une 

meilleure compréhension des mécanismes moléculaires conduisant à la progression de cette 

pathologie au niveau hépatique et l'identification de nouveaux acteurs potentiels de la 

pathogenèse des maladies alcooliques du foie sont donc des défis importants. 

L’OPN, capable de réguler le recrutement et les fonctions des cellules inflammatoires, 

possède également des propriétés pro-fibrogéniques (Kawashima, Mochida et al. 1999; Lee, 

Seo et al. 2004; Sahai, Malladi et al. 2004; Lorena, Darby et al. 2006; De Minicis, Seki et al. 

2007; Lenga, Koh et al. 2008). L’OPN peut donc être considérée comme un acteur potentiel 

dans les complications hépatiques induites par l'alcool. D’autres facteurs impliqués dans la 

pathogénie des maladies alcooliques du foie peuvent provenir de sites extra-hépatiques, en 

particulier le tissu adipeux. Il a été rapporté en effet que le surpoids est un facteur de risque 

indépendant de stéatose, d’hépatite alcoolique aigüe et de cirrhose chez les patients 

alcooliques (Naveau, Giraud et al. 1997). L’indice de masse corporel (IMC) est un facteur de 

risque indépendant de fibrose, et un facteur prédictif de stéatose chez les patients 

alcooliques (Raynard, Balian et al. 2002; Naveau, Thaury et al. 2009). Plus récemment, 

Naveau et coll. ont rapporté que l’inflammation du tissu adipeux corrélait avec la sévérité 

des lésions hépatiques chez les patients alcooliques (Naveau, Cassard-Doulcier et al. 2010). 

Réciproquement, la consommation alcoolique augmente le risque de carcinome 

hépatocellulaire chez les patients obèses. Il existe donc un lien entre tissu adipeux et foie, 

dans les maladies alcooliques et non alcooliques du foie.  

Les objectifs de ce travail étaient : 

 -d’évaluer le niveau d’OPN dans le sérum, le foie et le tissu adipeux de patients 

alcooliques, et de chercher une corrélation avec la sévérité de l’atteinte hépatique, 

 -d’évaluer la performance de l’OPN à estimer la fibrose hépatique. 
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Résumé des résultats obtenus 
 

Le taux d’OPN sérique a été mesuré à partir de deux cohortes de patients alcooliques ; l’une 

rétrospective de 109 patients (82 hommes et 27 femmes), l’autre prospective de 95 patients 

(73 hommes et 22 femmes). Les patients alcooliques avaient une consommation d’alcool 

supérieure à 80g par jour depuis plus de 5 ans. 

Pour chaque patient un prélèvement sanguin et une biopsie hépatique par voie 

transpariétale ont été réalisés. Certains ont fait l’objet de congélation. Tous ont été analysés 

histologiquement. Le grade de stéatose, d’inflammation et de fibrose a été évalué pour 

chaque patient. Des prélèvements de sérum, de foie et de tissu adipeux sous cutané de 38 

autres patients alcooliques provenant du Département d’Hépato-gastroentérologie de 

l’Hôpital Universitaire Antoine Béclère (Clamart, France) ont été utilisés. 

Le niveau d’expression de l’OPN a été évalué dans le foie de 34 patients dans le groupe 

rétrospectif, et dans le foie et le tissu adipeux de 38 autres patients alcooliques ayant eu une 

biopsie hépatique et du tissu adipeux. 

Nous avons pu montrer que l’augmentation de l’expression de l’ostéopontine dans le 

foie, le tissu adipeux et le sérum de patients alcooliques est corrélée à la fibrose 

hépatique. 
 

L’expression sérique de l’OPN augmentait faiblement en fonction de l’inflammation 

hépatique et progressivement avec la sévérité de la fibrose hépatique. 

Le niveau d’expression génique hépatique de l’OPN était corrélé avec l’inflammation 

hépatique, la fibrose, l’expression de TGFβ et avec le niveau sérique d’OPN. Le niveau 

sérique d’OPN et son niveau d’expression génique étaient corrélés à l’infiltrat à 

polynucléaires neutrophiles hépatique, évalué par immunohistochimie. 

De façon intéressante, nous avons pu montrer que l’expression génique de l’OPN dans le 

tissu adipeux était corrélée avec le degré de fibrose hépatique, même après 7 jours de 

sevrage.  
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Nous avons pu montrer que le taux d’OPN plasmatique était un facteur prédictif de 

fibrose hépatique modérée. 
 

Un taux sérique d’OPN élevé apparaissait comme un facteur prédictif indépendant de la 

fibrose hépatique (de grade supérieure ou égal à 2), dans un modèle combinant les taux 

d’alcaline phosphatase, d’albumine, d’hémoglobine, d’OPN et le FibroMeter®. L’OPN était un 

facteur prédictif de fibrose modérée avec une aire sous la courbe ROC (receiving operator 

curve) de 0,89 et 0,88 dans les groupes rétrospectif et prospectif respectivement. L’OPN, 

l’acide hyaluronique (AUROC : 0,88), le fragment de la  kératine 18 (AUROC: 0,83) et le 

FibroMeter® (AUROC: 0,90) peuvent prédire la fibrose modérée avec la même efficacité 

dans le groupe rétrospectif. L’OPN est augmentée dans le foie, le tissu adipeux et le sérum 

en fonction de la fibrose hépatique chez les patients alcooliques. 

Nous avons ensuite voulu étudier le niveau d’OPN chez des patients avec une hépatite 

chronique d’origine virale C (cohorte constituée par Pr Paul Calès, Centre Hospitalier 

Universitaire d’Angers). Nous avons évalué le niveau d’OPN sérique chez 86 patients pour 

lesquels le grade de fibrose évalué par examen histopathologique était connu. Le niveau 

d’OPN sérique était significativement plus élevé lorsque la fibrose était supérieure ou égale à 

2. Le niveau d’OPN sérique était corrélé avec la fibrose et l’inflammation hépatique. Le 

niveau d’OPN sérique pour une fibrose significative était moins élevé chez les patients avec 

hépatite virale C que chez les patients alcooliques. Dans l’hépatite C, l’OPN est un marqueur 

prédictif de fibrose également (AUROC : 0,75 et 0,81, pour F≥2 et F≥3 respectivement). 

 

En conclusion, nous montrons que l’OPN est un nouveau bio-marqueur de fibrose hépatique 

modérée chez les patients alcooliques. L’OPN pourrait alors être un acteur important dans la 

pathogenèse de cette hépatopathie chronique. De plus, ce marqueur de fibrose pourrait 

être utilisé dans d’autres hépatopathies chroniques. 
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Abstract

Background: Osteopontin (OPN) plays an important role in the progression of chronic liver diseases. We aimed to quantify
the liver, adipose tissue and serum levels of OPN in heavy alcohol drinkers and to compare them with the histological
severity of hepatic inflammation and fibrosis.

Methodology/Principal Findings: OPN was evaluated in the serum of a retrospective and prospective group of 109 and 95
heavy alcohol drinkers, respectively, in the liver of 34 patients from the retrospective group, and in the liver and adipose
tissue from an additional group of 38 heavy alcohol drinkers. Serum levels of OPN increased slightly with hepatic
inflammation and progressively with the severity of hepatic fibrosis. Hepatic OPN expression correlated with hepatic
inflammation, fibrosis, TGFb expression, neutrophils accumulation and with the serum OPN level. Interestingly, adipose
tissue OPN expression also correlated with hepatic fibrosis even after 7 days of alcohol abstinence. The elevated serum OPN
level was an independent risk factor in estimating significant (F$2) fibrosis in a model combining alkaline phosphatase,
albumin, hemoglobin, OPN and FibroMeterH levels. OPN had an area under the receiving operator curve that estimated
significant fibrosis of 0.89 and 0.88 in the retrospective and prospective groups, respectively. OPN, Hyaluronate (AUROC:
0.88), total Cytokeratin 18 (AUROC: 0.83) and FibroMeterH (AUROC: 0.90) estimated significance to the same extent in the
retrospective group. Finally, the serum OPN levels also correlated with hepatic fibrosis and estimated significant (F$2)
fibrosis in 86 patients with chronic hepatitis C, which suggested that its elevated level could be a general response to
chronic liver injury.

Conclusion/Significance: OPN increased in the liver, adipose tissue and serum with liver fibrosis in alcoholic patients.
Further, OPN is a new relevant biomarker for significant liver fibrosis. OPN could thus be an important actor in the
pathogenesis of this chronic liver disease.
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Introduction

Excessive alcohol consumption is the third leading preventable

cause of death in the United States [1]. Regular alcohol use can

result in hepatic steatosis, which eventually progresses to

steatohepatitis, fibrosis and cirrhosis. Up to 40% of patients with

severe acute alcoholic hepatitis die within six months [1]. A better

understanding of the molecular mechanisms leading to the

progression of liver disease and the identification of new potential

actors of the pathogenesis of alcoholic liver diseases (ALD) are thus

important challenges. Modification of gut permeability, produc-

tion of acetaldehyde, NADH and ROS, activation of Endoplasmic
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Reticulum stress, recruitment of immune cells into the liver and

hepatocyte apoptosis may be key mechanisms of alcohol-induced

liver injury [1,2]. In line with the involvement of death of

hepatocytes, we recently showed that serum markers of hepatocyte

death and apoptosis are non invasive biomarkers of advanced

fibrosis in patients with alcoholic liver disease [3]. Others factors

involved in the pathogenesis of ALD can originate from extra-

hepatic sites, particularly adipose tissue. The pioneers in this field

have reported excess weight to be an independent risk factor for

steatosis, acute alcoholic hepatitis (AAH) and cirrhosis in patients

with ALD [4]; body mass index (BMI) is an independent risk factor

for fibrosis in non-obese alcoholic patients [5] and high blood

pressure, apolipoprotein A-1 concentration and BMI are predic-

tive of steatosis [6]. More recently, Naveau et al. demonstrated that

adipose tissue inflammation correlated with the severity of

pathological features in the liver of alcoholic patients [7].

Recently, altered hepatic expression of osteopontin (OPN), a

Th1 cytokine, chemokine and profibrogenic extracellular matrix

protein, has been reported in an animal model of alcohol-induced

liver injury [8,9,10] and in the liver of patients with alcoholic

hepatitis and fibrosis [11,12]. In female rats fed an ethanol

containing Lieber-DeCarli liquid diet for 6 weeks and then

challenged with LPS, the elevated circulating and hepatic levels of

OPN play an important role in neutrophil accumulation and liver

injury [8,10,13,14]. OPN could also be involved in fibrogenesis.

Indeed, OPN was upregulated in rodent liver fibrosis models

[15,16,17] and in activated hepatic stellate cells [17,18,19]. OPN

was required for myofibroblast differentiation [20] and upregula-

tion of OPN expression in the liver of patients with ALD-cirrhosis

was recently reported [12].

Similarly, OPN appears to play an important role in the

occurrence of liver complications in a mouse model of non

alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [15,21,22,23]. We also

reported recently that the elevated expression of OPN was

associated with adipose tissue macrophage accumulation and liver

steatosis in humans [24] and evidence of OPN overexpression with

progressive NAFLD has been confirmed recently [12].

Based on the evidence that OPN can be considered as a

potential actor in alcohol-induced hepatic complications in

rodents, we focused our study on serum, liver and adipose tissue

OPN levels in patients with ALD and searched for a correlation

with the disease severity. The evaluation of this marker in

estimating significant fibrosis was also examined

Materials and Methods

Study population
1) Alcoholic patients. Estimation group: From October

1997 to June 1998, 109 consecutive heavy alcohol drinkers (82

males, 27 females, 4761 years old) admitted to our Liver unit for

detoxification and/or inpatient rehabilitation were entered into this

study as previously described [3,25,26]. Validation group: 95

additional consecutive heavy alcohol drinkers (73 males, 22 females,

4869 years old) were entered into this study from November 2006

to December 2009. All patients had consumed over 80 g ethanol

per day for more than 5 years. All patients were negative for

circulating hepatitis B surface antigen, hepatitis C virus, and human

immunodeficiency virus. No patient had osteoarthritis or rheuma-

toid arthritis. Fasting blood samples were obtained and used to

measure alanine amino transferase (ALT), aspartate aminotrans-

ferase (AST), gamma glutamyl transferase (cGT). A needle liver

biopsy was performed in all patients by the transparietal approach.

Biopsies were processed routinely and stained with hematoxylin-

eosin-saffron and Sirius Red. The quality of biopsies was sufficient

for interpretation [27]. The length of the liver biopsy was over

15 mm. Histopathological features were semi-quantitatively evalu-

ated (Table 1): the grade of steatosis (0, ,5%; 1, 5%–30%; 2,

.30%–60%; 3, .60%) and stage of fibrosis (from 0, none, to 4,

cirrhosis). The grading of hepatitic inflammation was done

according to the Activity score of Orrego et al. [28]. Briefly,

hepatic inflammation was determined by the presence (I1) or

absence (I0) of hepatocellular necrosis and ballooning degeneration,

alcoholic Mallory’s hyaline bodies, associated with an inflammatory

reaction. Sera and liver tissues were stored at 280uC until use.

Second gene group: 38 consecutive heavy alcohol drinkers

admitted to the Hepatogastroenterology Department of Antoine

Béclère University Hospital, Clamart, France, due to alcoholism

and ALD, were prospectively included into this study. All patients

underwent ultrasound-guided liver biopsy at admission. One

specimen of liver tissue was used for histological analysis and

another was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at

280uC for subsequent RNA extraction. Specimens were stained

with hematoxylin-eosin-saffron, Masson’s trichrome and picrosirius

red. All biopsy samples were evaluated by a pathologist blind to the

patient’s clinical and biological data and to the duration of

alcoholism and daily alcohol intake. Histopathological features

were evaluated semi-quantitatively as described above (Table 1).

Subcutaneous adipose tissue biopsies were performed at admission

and after 7 days of abstinence from ethanol consumption. Adipose

tissue samples were removed by needle aspiration as previously

described [7]. 2) Patients with chronic viral hepatitis C. 86

patients with chronic viral hepatitis C were included from June 1999

to May 2009. Anti-HCV antibodies and HCV RNA were detected

in their serum. Selected patients had an available liver biopsy and

some blood markers. Fasting blood samples were collected

immediately before or no more than 12 months after liver biopsy.

Exclusion criteria comprised additional causes of liver disease,

particularly HBV and HIV infections, complicated cirrhosis, anti-

fibrotic treatment in the previous 6 months, alcohol consumption of

more than 30 g/day in the five years prior to inclusion. Liver

biopsies were performed using Menghini’s technique with a 1.4–

1.6 mm diameter needle. Biopsy specimens were fixed in a

formalin–alcohol–acetic solution and embedded in paraffin; 5-mm

thick sections were then cut and stained with hematoxylin–eosin–

saffron. Liver fibrosis was staged from F0 to F4 according to the

Metavir staging system [29]. The diagnostic target, significant

fibrosis, was defined as follows: F2+F3+F4. Readings were

performed by independent, senior pathologists specialized in

hepatology. These pathologists were blinded to blood tests. 3)

Obese patients. Obese patients were recruited through the

Department of Digestive Surgery and Liver Transplantation, where

they underwent bariatric surgery for morbid obesity (Nice and Paris

hospitals). Bariatric surgery was indicated for these patients in

accordance with the French Guidelines for surgery for obesity.

Briefly, they had a BMI of 40 or 35 kg/m2 with at least one

complication. Exclusion criteria were as follows: presence of a

hepatitis B or hepatitis C virus infection, excessive alcohol

consumption (.20 g/day), or another cause of chronic liver

diseases (primary biliary cirrhosis, autoimmune hepatitis, Wilson

disease, genetic hemochromatosis, or biliary disease). Fasting blood

samples were obtained before surgery. Surgical liver biopsies were

obtained at the time of bariatric surgery. Liver bridging fibrosis was

assessed by sirius red staining and was classified into five stages as

follows: absent, mild, significant (incomplete septa), advanced (with

complete septa) and cirrhotic.

All subjects gave their informed written consent to participate in

this research study according to French legislation regarding

Ethics and Human Research (Huriet-Serusclat law, the ‘‘Comité

OPN and ALD
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Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche

Biomédicale de Nice’’ (Nu03.613)(DGS 2003/0395), the ‘‘Ethics

committee of Bicêtre Hospital’’ and ‘‘Ethics committee of Centre

Hospitalier Universitaire of Angers Hospital’’ (Nu2010-01) ap-

proved this study).

Circulating levels of OPN, Leptin and FibroMeterH
Circulating OPN levels were evaluated with an ELISA (R&D

Systems, Lille, France), as described in the manufacturer’s

instructions. All samples were analyzed in duplicate, in random

order and blinded to the clinical/pathological data. The CV (%) of

intra-assay precision and inter assay precision ranged from 2.6 to 4

and 5.4 to 6.6, respectively. The minimum detectable dose of

OPN ranged from 0.006 to 0.024 ng/mL. Serum was validated

for use in this assay as indicated by the manufacturer. However,

serum values are approximately 50% of the plasma values because

of proteolytic cleavage by thrombin during the clotting process.

Leptin was assessed in the serum by MILLIPLEX MAP Human

Adipokine Panel A kit (HADK1-61K-A, Millipore) using a

Luminex instrument (Luminex) according to manufacturer’s

recommendations. The FibroMeterH index of fibrosis was

calculated using an algorithm including hyaluronate, the pro-

thrombin index, a2-macroglobulin and platelets [30].

Immunostaining
Liver biopsies were fixed in 4% buffered formol, paraffin

embedded and sectioned at a thickness of 2 micron Slides were

then dewaxed at pH=6 using PT link (cycle :start at 65uC ,209 at

95uC, back to 65uC), and washed for 5 minutes in Envision Flex

Wash Buffer. Immunohistochemical staining was done using

Autostainer Link, with anti-CD15 antibodies (347420 BD

Biosciences) as the primary antibody, and diaminobenzidine

(DAB) as activated chromogen. Nuclear counterstaining was done

with Hematoxylin. CD15+ cells were counted in 2 or 3 portal

spaces for each patient at 4006 magnification. Counting was

performed blindly by one observer.

Real-time quantitative PCR analysis
Total RNA was extracted from human tissues using a RNeasy

Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). The samples were treated

with Turbo DNA-freeTM (Applied Biosystems, Courtaboeuf,

France) or RNAse-free DNAse kit (Qiagen) following the manu-

facturer’s protocols. The quality of the isolated RNA was

determined using the Agilent 2100 Bioanalyser with RNA 6000

NanoKit (Agilent Technologies, Massy, France). Total RNA (0.5 or

0.35 mg) was reverse-transcribed with the High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf,

France) or with the RT2 First Strand kit (SABiosciences) for the

‘‘estimation’’ and ’’second gene’’ groups, respectively. For the

estimation group, real-time quantitative PCR was performed using

the ABI PRISM 7500 Fast Real Time PCR System and FAMTM

dyes (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) following the

manufacturer’s protocols in C3M Genomics facilities. The

TaqManH gene expression assays were purchased from Applied

Biosystems: OPN, (Hs00167093_m1); TGFb (Hs00171257_m1),

RPLP0 (Hs99999902_m1) and 18S (Hs99999901_s1). For the

second gene group, real-time quantitative PCR was performed

using a custom-made PCR array (SABiosciences) in the Light-

CyclerH 480 instrument (Roche) with the RT2 SYBRH Green

qPCRMaster Mix (SABiosciences) according to the manufacturer’s

instructions. Gene expression values were normalized to the value of

the housekeeping gene RPLP0 (Ribosomal Phosphoprotein Large

P0) or 18S and calculated based on the comparative cycle threshold

Ct method (22DDCt) as previously described [24,31].

Table 1. Characteristics of the Estimation, Second Gene and Validation groups.

Estimation group Second gene group Validation group

Serum Liver Adipose tissue and liver Serum

N (female/male) 109 (27/82) 34 (5/29) 38 (7/31) 95 (22/73)

Age (years) 4761 4761 4761 4961

Alcohol (g/day) 163610 169616 148617 15969

AST (IU/L) 95610 98613 152631 9868

ALT (IU/L) 70615 6169 98615 7667

AST/ALT 1.860.1 1.860.2 1.560.1 260.1

cGT (IU/L) 361638 429673 472665 379643

Fibrosis n(%)

F0 16(15) 6(17.6) 9(23.7) 9(9.5)

F1 49(45) 14(41.2) 13(34.2) 38(40)

F3 15(14) 6(17.6) 7(18.4) 8(8.4)

F3 23(21) 3(8.8) 5(13.2) 39(41.1)

F4 6(6) 5(14.7) 4(10.5) 1(1.1)

Inflammation n(%) 26(24) 6(17.6) 12(31.6)

Steatosis n(%)

,5% 8(7) 1(2.9) 4(10.5)

5–30% 62(57) 18(52.9) 10(26.3)

.30–60% 27(25) 9(26.5) 12(31.6)

.60% 12(11) 6(17.6) 12(31.6)

Data are expressed as Means 6 SEM or N (%). AST: aspartate amino-tranferase; ALT: alanine amino-transferase; cGT: Gamma Glutamyl Transpeptidase.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.t001
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Statistical analysis
Statistical significance of the differential gene expression or

circulating levels between the two study groups was determined

using the non-parametric Mann-Whitney test with the DCt or

amount for each group, respectively. The non-parametric

Kruskal-Wallis test was used for the comparison of more than

two study groups. P,0.05 was considered as significant. As a post-

hoc correction for Kruskal-Wallis test, the Scheffe’s test has been

performed (data not shown). Correlations were analyzed using the

Spearman’s rank correlation test. Comparisons were done using

the Chi2 test or Fischer’s exact tests for nominal data and by two-

sample t tests for continuous data. Multivariate analyses were

performed using binary logistic regression with estimation of odds

ratios (OR) and 95% confidence intervals (95%CI). Diagnostic

performance was determined by constructing a ‘‘receiver-operat-

ing characteristic’’ (ROC) curve and calculating the area under the

ROC (AUROC) curve for determination of patients with

significant fibrosis (F$2) for serum OPN. From these curves, the

best cut-off values were established for OPN, which were the

values that maximized the sum of the sensitivity and specificity to

identify patient status. Statistical analyses were performed using

NCSS 2007 software.

Results

Clinical Characteristics of Patients
Two cohorts of heavy alcohol drinkers were included in this

study, which examines retrospective (estimation cohort) and

prospective (validation cohort) data. In the estimation cohort

(109 patients), 36% of the patients had moderate or severe steatosis

(S$2), 24% presented with hepatic inflammation, 14% with

moderate fibrosis (F = 2) and 27% with advanced fibrosis (F$3)

(Table 1). The estimation (Table 1) and validation (95 patients)

cohorts were similar in terms of age, gender, alcohol consumption,

AST, AST/ALT, cGT and hepatic fibrosis. The serum OPN level

was evaluated in all patients, while OPN gene expression was

evaluated in the liver of 34 patients from the estimation group

(Table 1: Liver) and in the liver and adipose tissue in 38 patients

from the second group (Table 1: Second gene group).

The serum and hepatic OPN level increased with liver
fibrosis in patients with alcoholic liver diseases
We first evaluated the serum OPN levels in the estimation

cohort of 109 alcoholic patients. While hepatic steatosis had no

effect on the serum OPN level (Figure 1A), the level was

increased in patients with hepatic inflammation (I1) compared

with patients without liver inflammation (I0) (Figure 1B) and was

progressively increased in association with the stage of fibrosis

(Figure 1C). The serum OPN concentrations of F0/F1 alcoholic

patients (14 F0 and 51 F1) were comparable to those found in

16 lean subjects without diagnosed liver complications

(BMI= 2161 kg/m2) and in 14 morbidly obese patients

(BMI= 4361 kg/m2) with a minimal stage of fibrosis (4 F0 and

10 F1) and without hepatic steatosis, inflammation and ballooning

(Figure S1). The serum OPN level further correlated strongly

with fibrosis (rs=0.681, P,0.001) and, to a lesser extent with the

hepatic inflammation (rs=0.193, P=0.047). We then evaluated

the hepatic expression level of OPN and TGFb, a pro-fibrogenic

factor [32], in 34 alcoholic patients from the estimation group

(Table 1). Gene expression of OPN was increased in patients with

moderate (F2) and advanced fibrosis (F3/F4) compared with

patients with no fibrosis (F0) (Figure 2A). The liver OPN and

TGFb expression correlated with each other and with the grade of

fibrosis (Figures 2A and 2B). The serum OPN level also

correlated with its hepatic expression. Since OPN plays an

important role in neutrophil accumulation and liver injury in the

rat model of ASH [8,10,13,14], we then evaluated OPN

expression compared to the accumulation of neutrophil in the

liver of patients with different grades of hepatic fibrosis (N= 11).

The number of neutrophils in the portal space correlated with the

circulating and hepatic OPN level (rs=0.917, P,0.001; rs=0.907,

P,0.001; respectively) (Figure 2C). These results indicate that

the circulating OPN level could reflect its hepatic expression and

that there is a strong link between hepatic OPN expression and

fibrogenesis.

Figure 1. The serum OPN level correlated with fibrosis and
steatohepatitis in 109 alcoholic patients (estimation cohort).
The circulating levels of OPN were measured in the serum of 109
alcoholic patients (Table 1) and analyzed according to the grade of
steatosis (S0, S1, S2, S3)(A), the presence of hepatic inflammation (I0, I1)
(Hepatic inflammation was determined by the presence (I1) or absence
(I0) of hepatocellular necrosis and ballooning degeneration, alcoholic
Mallory’s hyaline bodies, associated with an inflammatory reaction) (B)
and the stage of fibrosis (F0, F1, F2, F3, F4)(C) (as described in Materials
and Methods). Results were expressed as the median (25th, 75th

percentile). The Kruskal-Wallis test was used to compare the 4 groups
S0, S1, S2 and S3, P= 0.900 and the 5 groups F0, F1, F2, F3 and F4,
P,0.001. The Mann Whitney test compared A0 A1: P=0.047. The Mann
Whitney test compared the two groups (C): &, P,0.015, compared with
F0; #, P,0.028, compared with F1; $, P= 0.007, compared with F2.
Correlations between the serum OPN level with hepatic steatosis,
hepatitis or fibrosis were analyzed using the Spearman’s rank
correlation test.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.g001
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The adipose tissue OPN level increased with liver fibrosis
in patients with alcoholic liver diseases
Since adipose tissue inflammation correlated with the severity of

pathological features in the liver [7], we evaluated OPN expression

in 38 ongoing alcoholic patients in both liver and adipose tissue

biopsies (BMI= 2464 kg/m2) (Table 1: Second gene group).

In adipose tissue, the OPN level was already increased in patients

with mild fibrosis (F1) compared with patients without liver fibrosis

(3.1060.51 fold increase, P=0.0082) and correlated with hepatic

fibrosis but not with liver steatosis and inflammation (Table 2).

OPN level in adipose tissue did not correlate with BMI (rs=0.073,

P=0.689, N= 37) and the leptin level in adipose tissue (rs=0.138,

P=0.415, N=37) or serum (rs=0.099, P=0.577, N= 34).

Expression in the liver correlated with fibrosis, as found in the

estimation group (Figure 1), and with steatosis and inflammation

(Table 2). Because recent alcohol intake could influence these

results, the adipose tissue OPN expression was evaluated after 7

days of alcohol abstinence. Its expression still correlated with liver

fibrosis (Table 2). Since OPN is mainly expressed by the

inflammatory and immune cells in adipose tissue [22,24], the

Figure 2. Hepatic OPN expression correlated with hepatic TGFb expression, portal space neutrophils and the serum OPN level. A)
Hepatic OPN and TGFb1 expression levels were analyzed by real-time quantitative PCR in 34 alcoholic patients from the estimation group without
(F0) (N= 6) or with mild (F1) (N= 14), moderate (F2) (N = 6) or advanced (F3/4) (N = 8) fibrosis. The mRNA levels were normalized to the mRNA levels
of RPLP0. Results are expressed relative to the expression levels in F0 patients and expressed as means6 SEM. The Kruskal-Wallis test compared the 4
groups F0, F1, F2 and F3/F4: OPN, P= 0.037; TGFb1, P= 0.002. Mann Whitney test compared the two groups: &, P#0.011, compared with F0; #,
P#0.029, compared with F1; $, P= 0.008, compared with F2. B) Correlation between hepatic OPN gene expression (DCt) and either the hepatic TGFb1
expression level (DCt) or the serum OPN level were analyzed using the Spearman’s rank correlation test. C) Correlation between the number of portal
space neutophils (Cf. Materials and methods) and serum OPN level or hepatic OPN gene expression (DCt) in 11 alcoholic patients (2F0/3F1/1F2/5F4)
were analyzed using the Spearman’s rank correlation test.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.g002
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adipose tissue of alcoholic patients could be inflamed at the early

stage of liver fibrogenesis.

The serum OPN level was an independent risk factor in
estimating significant (F$2) liver fibrosis in patients with
alcoholic liver diseases
Since the circulating level of OPN was higher in patients with

moderate fibrosis (F2) compared with patients with no or mild

fibrosis (F0/F1) (Figure 1C), we investigated the pertinence of the

serum OPN level for the estimation of significant fibrosis (F$2).

Using the univariate analysis (Table 3), patients with significant

fibrosis (F$2) were older and had a higher levels of OPN, cGT,

alkaline phosphatase, bilirubin, hyaluronate and of the FibroMe-

terH index of fibrosis and lower levels of platelets, albumin, red

blood cells, hemoglobin and of the prothrombin index compared

to patients with mild fibrosis (F,2) (Table 3). In contrast, the

gender, AST and ALT were not associated with F$2. In a

multivariate analysis including the OPN, alkaline phosphatase,

albumin, hemoglobin and FibroMeterH level, OPN and Fibro-

MeterH were the only independent variables when F$2 was the

judgment criterion (Table 4). Since FibroMeterH is a test that

combines analysis for hyaluronate, the prothrombin index, a2-

macroglobulin and platelets, we did not include these items in this

analysis. The serum OPN level could thus be considered as an

independent factor in estimating significant liver fibrosis in patients

with alcoholic liver disease.

The serum OPN levels estimated significant fibrosis in
alcoholic patients
As shown in Figure 3, the area under the ROC curve in the

estimation and validation cohorts for discrimination between F,2

and significant (F$2) fibrosis with the serum OPN level was 0.89

(95% CI: 0.81–0.94) and 0.88 (95% CI: 0.79–0.93), respectively.

Thus, the retrospective (estimation cohort) and prospective

(validation cohort) studies led to the same result. Several cut-off

values were calculated for the serum OPN level for the prediction

of F$2 in the estimation group (Table S1). For example, the cut-

off point at 29 ng/mL estimated F$2 with a sensitivity of 84%, a

specificity of 81%, a Positive and Negative Predictive Value of

75.5% and 88.3%, respectively. To validate the performance of

OPN in estimating significant fibrosis, we compared the OPN to

the FibroMeterH level, a specific blood test using four biomarkers

to predict fibrosis in ALD [30], and hyaluronate, serum cell death

(Cytokeratin 18 total) and apoptotic markers (caspases generated

cytokeratin 18 fragment), single biomarkers reflecting increased

fibrogenesis [3,33]. The area under the ROC curve in the

estimation cohort for discriminating F,2 from significant (F$2)

fibrosis with the FibroMeterH, hyaluronate, cell death marker and

apoptotic marker was 0.90 (95% CI: 0.82–0.95), 0.88 (95% CI:

0.79–0.94), 0.83 (95% CI: 0.73–0.89) and 0.74 (95% CI: 0.63–

0.82), respectively. While OPN was more efficient than the

apoptotic marker in estimating significant fibrosis (OPN AUROC

Table 2. Correlation between hepatic and adipose tissue OPN expression and hepatic steatosis, inflammation and fibrosis in
alcoholic patients (the second gene group).

OPN expression in Steatosis Inflammation Fibrosis

rs P N rs P N rs P N

Liver 0.432 0.007 38 0.712 ,0.001 38 0.766 ,0.001 38

Adipose tissue 0.077 0.652 37 0.117 0.492 37 0.361 0.028 37

Adipose tissue after 7 days of alcohol abstinence 0.063 0.722 34 0.170 0.337 34 0.342 0.048 34

Spearman’s rank correlation test.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.t002

Table 3. Univariate analysis of the Estimation group
according to the severity of the liver disease.

Data F,2 (N=65) F$2 (N=44) P

Age (years) 45.468.2 49.868.2 0.008279

Gender (female/male) 14/51 13/31 0,342053

Platelets (109/L) 208.5682.4 161.4672.5 0.002715

AST (IU/L) 79.7657.4 116.36139.6 0.060470

ALT (IU/L) 62.0645.1 82.16240.2 0.512052

cGT (IU/L) 247.16301.8 527.96464.9 0.000221

Bilirubin (mmol/L) 9.865.97 56.2694.6 0.000142

Alkaline phosphatase (IU/L) 85.2637.7 142.7668.2 ,0.000001

Red blood cells (1012/L) 4.260.4 3.560.5 ,0.000001

Albumin (g/L) 48.464.2 37.968.3 ,0.000001

Prothrombin index (%) 98.463.9 75.9622.4 ,0.000001

Hemoglobin (g/dL) 13.861.6 11.961.7 ,0.000001

OPN (ng/mL) 18.6614.1 73.0665.5 ,0.000001

Hyaluronate (mg/L) 40.7630.4 293.66309.9 ,0.000001

FibroMeterH 0.1860.15 0.7260.33 ,0.000001

Patients were classified according to Fibrosis (F) ,2 or $2.. Quantitative results
are expressed as means6 standard deviations. AST: aspartate amino-tranferase;
ALT: alanine amino-transferase; cGT: Gamma Glutamyl Transpeptidase; OPN:
Osteopontin.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.t003

Table 4. Multivariate analysis of the Estimation group for the
assessment of significant hepatic fibrosis.

Data F$2 (N=44) versus F,2 (N=65)

P OR 95% CI

Alkaline phosphatase 0.925 0.999 0.9842–1.0143

Albumin 0.684 0.962 0.8018–1.1559

Hemoglobin 0.269 0.778 0.4987–1.2143

OPN 0.033 1.044 1.0033–1.0865

FibroMeterH 0.001 59.405 4.7129–
748.7968

Patients were classified according to Fibrosis (F),2 or $2. Multivariate analysis
was realized using logistic regression.
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versus serum apoptotic marker AUROC: P=0.0011), OPN,

FibroMeterH, hyaluronate and cell death marker levels estimated

significant fibrosis with the same accuracy (OPN AUROC versus

FibroMeterH AUROC: P=0.752; versus hyaluronate AUROC:

P=0.791, versus cell death marker AUROC: P=0.100) indicating

that OPN should be an important actor or manifestation of liver

fibrosis induced by chronic alcohol consumption.

The serum OPN levels correlated with hepatic fibrosis
and estimated significant (F$2) fibrosis in patients with
chronic viral hepatitis C
To explore whether the previous findings were specific to ALD,

we evaluated the serum OPN levels in 86 patients with chronic

viral hepatitis C including 25 patients with mild fibrosis (F1), 34

patients with moderate fibrosis (F2), 19 patients with severe fibrosis

(F3) and 8 patients with cirrhosis (F4). The OPN level was

increased in patients with moderate, severe fibrosis or cirrhosis

compared with patients with mild fibrosis (F1) (Figure 4A). The

serum OPN level further correlated strongly with fibrosis

(rs=0.617, P,0.001) (Figure 4A) and, to a lower extent with

hepatic inflammation (rs=0.360, P=0.047). However, the serum

OPN level in patients with chronic viral hepatitis C and significant

fibrosis (F$2) was lower than in alcoholic patients with significant

fibrosis (F$2) (HCV group: OPN median= 43.2 ng/mL, N=61;

Alcoholic group (estimation cohort): OPN median= 59.5 ng/mL,

N=44; Mann-Whitney test: P=0.005). As shown in Figure 4B,

the area under the ROC curve in patients with chronic viral

hepatitis C to estimate significant (F$2) and advanced (F$3)

fibrosis with the serum OPN level were 0.75 (95% CI: 0.62–0.84)

and 0.81 (95% CI: 0.68–0.89), respectively. This indicated that

circulating OPN could be a conserved response to chronic liver

injury induced, per se, by alcohol and HCV.

Discussion

We report here for the first time that the serum OPN level

correlated with hepatic inflammation and fibrosis in heavy alcohol

drinkers. The hepatic OPN expression level strongly correlated

with hepatic neutrophils accumulation, the pro-fibrogenic factor

TGFb and hepatic fibrosis. Expression of OPN in adipose tissue

correlated with hepatic fibrosis reinforcing the concept that

adipose tissue was also inflamed in ALD. The serum level of

OPN was an accurate independent factor in estimating significant

liver fibrosis in both the estimation and validation cohort.

OPN expression detected in adipose tissue and in the liver of

alcoholic patients was enhanced by the presence of hepatic

fibrosis. The relative contribution of these two tissues in circulating

OPN is difficult to estimate. While hepatic OPN expression

correlated with the serum OPN level in our patients, further

studies will be required to determine the relative role of these two

tissues in modulating circulating OPN concentrations. Although

the cellular origin of the increased hepatic OPN expression has not

been precisely determined, increased OPN gene expression has

been reported in macrophages, Kupffer cells, stellate cells, biliary

epithelial cells and in inflammatory cells of the necrotic areas in

rodent liver fibrosis models [15,16,18]. The observation that

hepatic inflammation was associated with elevated serum OPN

Figure 3. Levels of serum OPN for diagnosis of significant
fibrosis (F$2) in cohorts of alcoholic patients. The area under the
ROC curves are shown for the performance of serum OPN levels in
evaluating significant fibrosis (F$2) in estimation (109 patients) and
validation (95 patients) cohorts.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.g003

Figure 4. Levels of serum OPN in patients with chronic viral
hepatitis C. (A) The circulating levels of OPN were measured in the
serum of 86 patients with chronic hepatitis C (25 F1, 34 F2, 19 F3, 8 F4)
and analyzed according to the stage of fibrosis. Results were expressed
as the median (25th, 75th percentile). The Kruskal-Wallis test was used to
compare the 4 groups F1, F2, F3 and F4: P,0.001. The Mann-Whitney
test compared the two groups: &, P#0.048, compared with F1; #,
P#0.026, compared with F2. Correlation between the serum OPN level
with hepatic fibrosis was analyzed using the Spearman’s rank
correlation test. (B) The areas under the ROC curves are shown for
the performance of serum OPN levels in estimating significant fibrosis
(F$2) or advanced fibrosis (F$3) in this cohort.
doi:10.1371/journal.pone.0035612.g004
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levels is in favor of a role for OPN in liver inflammation. Recent

studies have highlighted the role of OPN in inflammatory liver

diseases such as alcoholic and non alcoholic liver diseases and T

cell-mediated hepatitis [8,10,13,15,23,34,35,36,37]. In rodent

models of alcoholic liver diseases, neutrophils accumulation in

the liver was mediated by OPN [8,10,13]. In agreement with these

reports, we showed in a small number of patients that hepatic and

systemic OPN expression correlated with neutophil infiltration in

the portal space. OPN also facilitated the infiltration and

accumulation of macrophages at sites of injury during the initial

steps after carbon tetrachloride intoxication [16]. The recruitment

and activation of the inflammatory and immune cells by OPN

could enhance hepatic inflammation, which in turn may activate

hepatic stellate cells and fibrogenesis. In agreement with this

mechanism, the invalidation of the OPN gene decreased hepatic

inflammation and consequently fibrosis in mice fed a choline-

methione-deficient diet [12,15]. Furthermore, it has been

suggested that OPN could have fibrogenic properties. OPN

expression was increased in activated hepatic stellate cells

[17,18,19] and was required for myofibroblast differentiation

[20]. OPN was regulated by the hedgehog pathway and directly

promoted pro-fibrogenic responses [12]. The upregulation of

OPN has been reported in the liver of patients with ALD-cirrhosis

but also with NASH-cirrhosis, primary biliary cirrhosis, autoim-

mune hepatitis and primary sclerosing cholangitis, which suggest-

ed that OPN induction is a conserved response to chronic liver

injury [12]. Excess weight was as an independent risk factor for

fibrosis and cirrhosis in patients with ALD [4,5]. More recently,

Naveau et al. demonstrated that adipose tissue inflammation

correlated with the severity of pathological features in the liver [7].

The increase in the production of OPN in adipose tissue could

result from the activation of adipose tissue macrophages by LPS

and cytokines such as TNFa and IL6. The latter were strongly

increased in serum and adipose tissue of heavy alcohol drinkers

[1,7]. OPN plays an important role in the infiltration and

accumulation of macrophages in the early stages of obesity.

Indeed, we recently reported that elevated OPN expression in

adipose tissue paralleled with adipose tissue macrophage infiltra-

tion and both phenomena were reversed after weight loss in obese

patients [24]. While further investigation is necessary to determine

the molecular mechanism of adipose tissue inflammation, adipose

tissue OPN expression could lead to enrichment of adipose tissue

in macrophages and to increased adipose tissue inflammation. The

OPN level in adipose tissue could be related more to inflammation

than adipose tissue gain. Indeed, OPN expression in adipose tissue

did not correlate with BMI, leptin expression and leptinemia.

We have shown for the first time that the serumOPN level was an

independent factor that estimates significant fibrosis in two

independent cohorts of patients with ALD. A larger group of

alcoholic patients with all the data allowing to repeat the univariate

and multiple regression modeling will be done in the future. Since

circulating OPN could increase in obese individuals and that obesity

is also associated with a higher propensity to fibrosis and progression

of chronic liver diseases, we analyzed 60 alcoholic patients with

available BMI to determine an independent association between

OPN and fibrosis. In these patients (39% with a significant fibrosis

(F$2)), serum OPN correlated with hepatic fibrosis (rs=0.497,

P,0.001, N=60) but not with BMI (rs=0.128, P=0.328, N=60).

Using the univariate analysis, OPN but not BMI was associated with

F$2 (Table S2). In a multivariate analysis including the OPN,

cGT and BMI, OPN was the only independent variable when F$2

was the judgment criterion (Table S3). The serumOPN level could

thus be considered as an independent factor estimating significant

liver fibrosis. However, additional validations on a large number of

alcoholic patients, controls subjects and morbidly obese group

included patients with the full range of liver fibrosis with available

BMI will be required. Liver biopsy remains the gold standard for

assessment of liver fibrosis. However, problems with liver biopsy

include sampling error and inter-observer variability. Fibroscan and

the currently available blood-algorithm tests (FibrotestH, FibroMe-

terH) or direct biomarker (Hyaluronate) can differentiate between

mild and advanced disease [2,33,38,39]. In the case of borderline

results two or more methods can be combined. However,

identification of novel markers is needed to improve blood-

algorithm tests leading to quantification of fibrosis and to monitor

the dynamic nature of fibrosis.

Interestingly, the OPN and FibroMeterH levels were the only

independent variables when the F$2 was the judgment criterion in

a multivariate analysis including OPN, alkaline phosphatase,

albumin, hemoglobin and FibroMeterH levels. Furthermore,

OPN, FibroMeterH and hyaluronate estimated significant fibrosis

with the same accuracy. OPN was a good marker in both

retrospective (AUROC=0.89 (0.81, 0.94)) and prospective

(AUROC=0.88 (0.79, 0.93)) studies. Moreover, the serum OPN

levels accurately estimated advanced fibrosis (F$3: AUROC=0.91

(0.83, 0.95)) and cirrhosis (F= 4: AUROC=0.91 (0.80, 0.96)) in

alcoholic patients (from the estimation group).

Circulating levels of OPN were also modified in patients with

liver complications related to the hepatitis C and B viruses. An

elevated circulating OPN level was an excellent predictor of

cirrhosis in patients with a hepatitis B infection [40]. The circulating

levels of OPN were also modified in patients with liver

complications induced by a hepatitis C infection. Indeed, we report

here that the serum OPN in patients with chronic viral hepatitis C

correlates with hepatic fibrosis, as previously reported for plasma of

hepatitis C virus infected subjects [41]. OPN enhanced tumor

development and metastases, since OPN was highly expressed in

hepatocellular carcinoma (HCC) and correlated with worse

prognosis [42]. However, the role of OPN in these diseases is still

poorly understood. It was recently proposed that OPN could be a

potential target for the control of HCC [43,44].

In summary, circulating levels of OPN estimate, with good

accuracy, significant fibrosis in heavy alcohol drinkers. Hepatic

OPN also correlated with serum OPN and with hepatic

inflammation, neutrophils infiltration, fibrosis and TGFb expres-

sion. Infiltration of liver by parenchymal neutrophils is a

prominent feature of Alcoholic Hepatitis [45]. Up-regulation of

OPN in liver could contribute to this infiltration and the severity of

Alcoholic Hepatitis. Multiple factors stimulate parenchymal and

nonparenchymal cells to produce this chemokine including LPS,

IL6 and TNFa. Adipose tissue of alcoholic patients was further

inflamed, as evaluated by OPN expression. OPN adipose tissue

level also correlated with hepatic fibrosis. Since TNFa and IL6

were strongly increased in adipose tissue and serum of heavy

alcohol drinkers [1,7], cytokines secreted by adipose tissue could

enhance the inflammation and up-regulation of OPN in liver. The

recruitment and activation of the inflammatory and immune cells

by OPN could also enhance hepatic inflammation, which in turn

may activate hepatic stellate cells and fibrogenesis. Furthermore, it

has been suggested that OPN could have fibrogenic properties

[12,15,16,17,18,19,20]. Studies focusing on the role of OPN in

liver and adipose tissue function will be appropriate approaches to

acquire more insight into the pathogenesis of human ALD.

Supporting Information

Figure S1 The serum OPN level in lean, obese and

alcoholic patients with minimal stage (F0–F1) of fibrosis.
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The circulating levels of OPN were measured in the serum of 16

lean subjects (Lean) without diagnosed liver complications

(BMI= 2161 kg/m2); of 14 morbidly obese patients (Obese)

(BMI= 4361 kg/m2) with a minimal stage of fibrosis (4 F0 and 10

F1) and without hepatic steatosis, inflammation and ballooning;

and of 61 alcoholic patients (Alcoholic) with a minimal stage of

fibrosis (14 F0 and 51 F1). Results were expressed as the median

(25th, 75th percentile). The Kruskal-Wallis test was used to

compare the 3 groups P=0.55.

(TIF)

Table S1 Osteopontin levels forsignificant fibrosis

(F$2) assessment in the Estimation group.

(DOCX)

Table S2 Univariate analysis of 60 patients from

Validation group according to the severity of liver

disease.

(DOCX)

Table S3 Multivariate analysis in 60 patients from

Validation group for the estimation of significant

hepatic fibrosis.

(DOCX)
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Figure S1. The serum OPN level in lean, obese and alcoholic patients

with minimal stage (F0-F1) of fibrosis. The circulating levels of OPN were

measured in the serum of 16 lean subjects (Lean) without diagnosed liver

complications (BMI=21±1 kg/m2); of 14 morbidly obese patients (Obese)

Lean Obese

(F0/F1)

Alcoholic

(F0/F1)

complications (BMI=21±1 kg/m ); of 14 morbidly obese patients (Obese)

(BMI=43±1 kg/m2) with a minimal stage of fibrosis (4 F0 and 10 F1) and

without hepatic steatosis, inflammation and ballooning; and of 61 alcoholic

patients (Alcoholic) with a minimal stage of fibrosis (14 F0 and 51 F1).

Results were expressed as the median (25th, 75th percentile). The Kruskal-

Wallis test was used to compare the 3 groups P=0.55.



Table S1. Osteopontin levels for significant fibrosis (F 2) assessment in the Estimation group.  

       

Cut-off Value 

 

Sensitivity Specificity Likelihood 

Ratio 

PPV  

(Prev. 0.4) 

NPV  

(Prev. 0.4)

OPN (ng/mL)      

15 0.977 0.492 1.925 0.566 0.970 

20 0.932 0.646 2.633 0.641 0.933 

29 0.841 0.815 4.555 0.755 0.883 

36 0.773 0.892 7.175 0.829 0.853 

       

PPV: Positive Predictive value, NPV: Negative Predictive value; Prev: Preva

       

       

      

       



Table S2: Univariate analysis of 60 patients from Validation group according to the severity 

of liver disease.  

Data F<2 (N=43) F 2 (N=17) P 

Age (years) 44.2 ± 7.8 49.3 ± 9.1 0.034043 

Gender (female/male) 9/34 2/15 0.408354 

Platelets (10
9
/L) 216.0 ± 66.5 295.6 ± 396.7 0.208681 

AST (IU/L) 86.6 ± 76.4 122.5 ± 83.0 0.116856 

ALT (IU/L) 95.2 ± 86.6 87.1 ± 58.7 0.724900 

GT (IU/L) 358.9 ± 336.0 706.0 ± 606.4 0.006378 

Bilirubin ( mol/L) 9.5 ± 5.9 17.7 ± 15.1 0.003239 

OPN (ng/mL) 35.6 ± 14.6 76.8 ± 54.1 0.000021 

BMI (kg/m
2
) 24.4 ± 4.5 25.4 ± 5.2 0.450423 

Patients were classified according to Fibrosis (F) <2 or 2. Quantitative results are expressed as 

means ± standard deviations. AST: aspartate amino-tranferase; ALT: alanine amino-transferase; 

GT: Gamma Glutamyl Transpeptidase; OPN: Osteopontin. 



Table S3: Multivariate analysis in 60 patients from Validation group for the 

estimation of  significant hepatic fibrosis.  

        

Data 

F 2 (N=17) versus F <2 (N=43) 

P OR 95% CI 

GT  0.05717 1.00148 0.99995-1.0030 

BMI 0.17226 1,10141 0.95877-1.26527 

OPN  0.00609 1.04987 1.01399-1.08702 

Patients were classified according to Fibrosis (F) <2 or 2. Multivariate analysis was 

realized using logistic regression. 
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L'invalidation de l'ostéopontine aggrave les lésions hépatiques induites 

par l'ischémie-reperfusion chez la souris 

 

Les lésions induites par l’ischémie-reperfusion (IR) hépatique sont la principale cause de 

dommages survenant au cours des procédures chirurgicales comme la transplantation 

hépatique ou la résection hépatique partielle. Les mécanismes moléculaires conduisant à ces 

lésions induites par l’ischémie reperfusion sont multi- factoriels, complexes et touchent tous 

les composants cellulaires du foie. Par exemple, les hépatocytes sont fortement affectés par 

l’IR. Durant la phase ischémique, l’anoxie des hépatocytes (cellules dépendantes de 

l'oxygène) est clairement l’un des processus prédominants. Durant la phase de reperfusion, 

une réponse inflammatoire est initiée, aggravant les lésions hépatocytaires. En effet, la 

surproduction de TNFα par les cellules de Kupffer peut induire plusieurs voies de mort 

cellulaire hépatocytaire. Cependant, une grande partie des mécanismes et des acteurs 

impliqués dans les lésions hépatiques induites par l’IR sont encore inconnus ou imprécis. 

Dans le foie, l’ostéopontine (OPN) est exprimée par les cellules de Kupffer (macrophages 

résidents du foie), les cellules étoilées et les hépatocytes. Malgré le fait que l’OPN hépatique 

a été impliquée dans un grand nombre de pathologies hépatiques, son rôle dans IR n'a pas 

encore été étudié. Le rôle de l'OPN lors de l’IR a été principalement rapporté au niveau 

rénal. L’OPN favorise le recrutement des macrophages dans le rein post- ischémique, inhibe 

l'apoptose et stimule le développement de la fibrose rénale après un accident ischémique 

aigu. 

A partir d’un modèle murin d’IR et de souris déficientes en OPN, nous avons évalué 

l’expression de l'OPN en réponse à l’IR chaude et étudié son rôle dans les lésions hépatiques 

induites par l’IR. 
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Résumé des résultats obtenus 

L’invalidation de l’ostéopontine aggrave les lésions hépatiques induites par l’ischémie 

reperfusion (IR) chez la souris.  

L’IR du foie induit une augmentation de l’expression hépatique et systémique de l’OPN chez 

la souris. Les marqueurs de souffrance hépatocytaire (dosage sérique des transaminases 

ASAT et ALAT) étaient fortement augmentés chez les souris OPN-/- en comparaison aux 

souris sauvages après IR. La présence d’une nécrose hépatocytaire est aussi plus étendue sur 

les coupes de foie de souris invalidées pour l’OPN par rapport aux souris contrôles après IR. 

L’apoptose ne serait pas modifiée lors de l’invalidation de l’OPN, comme en témoignent 

l’étude TUNEL et le dosage de la caspase-3. Le foie des souris OPN-/- après IR présente aussi 

une inflammation plus important évaluée par l’expression génique des cytokines pro-

inflammatoires (TNFα, IFNγ, et IL-6) et d'iNOS par rapport au souris sauvages. 

L’OPN préviendrait la mort hépatocytaire. 

Le rôle de l’OPN a été ensuite évalué sur des hépatocytes isolés à partir de foie de souris. A 

l’état basal, nous observions une diminution de la viabilité cellulaire et une augmentation de 

la toxicité cellulaire sur les cellules n’exprimant pas l’OPN. Ces effets étaient associés à une 

diminution de l’expression génique et protéique de Bcl-2, protéine anti-apoptotique. Le 

niveau protéique de Bcl-2 était également diminué après ischémie-reperfusion dans le foie 

des souris déficientes à l’OPN par rapport aux souris sauvages. 

Pour mieux comprendre le rôle protecteur de l’OPN, nous avons utilisé des hépatocytes, 

issus des lignées hépatocytaires murines (AML-12). Après extinction de l'expression de l’OPN 

(siRNA) dans les hépatocytes, nous avons utilisé un modèle de déprivation en oxygène et en 

glucose (OGD). Les cellules ont été traitées par du KCN (cyanure de potassium), qui empêche 

l’utilisation d’oxygène par la cellule, dans un  milieu dépourvu de glucose pendant 1h, suivi 

d’une période de récupération avec glucose de 16h. En absence d’OPN, la viabilité cellulaire 

était diminuée, et la cytotoxicité et l’apoptose étaient augmentées. Nous avons mis en 

évidence que le niveau d’ATP diminuait et que le stress oxydatif augmentait à l’état basal 

après invalidation de l’OPN. Ces effets étaient amplifiés dans des conditions de déprivation 

en glucose et en oxygène.  
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Des hépatocytes issus de lignées murines ont été aussi traitées au TNFα. Le TNFα est 

augmenté après ischémie-reperfusion. Bien que le TNFα n’induise pas de modifications de la 

viabilité cellulaire dans les hépatocytes contrôles, l’extinction de l'expression  de l’OPN 

entraine une diminution de la viabilité cellulaire et une augmentation de la cytotoxicité 

après traitement au TNFα. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’OPN aurait un rôle hépato-protecteur à l’état 

basal et lors de la déprivation en glucose et en oxygène, et lors de la réponse au TNFα, en 

augmentant l'expression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique et en augmentant l’ATP 

cellulaire. 

L’OPN préviendrait la production de cytokines inflammatoires et de NO par les 

macrophages. 

Dans les macrophages (RAW 264.7), l'extinction de l'expression de l’OPN est associée à une 

augmentation de l’expression des gènes de l’inflammation (iNOS, IL-6, IL-1β,) à l’état basal et 

après stimulation au LPS (6h) par rapport aux cellules contrôles (iNOS, TNFα, IL-6, IL-1β). 

Ces résultats indiquent que l’OPN pourrait prévenir la nécrose et l’inflammation hépatique 

induits par l’IR. Ceci pourrait être dû à sa capacité à prévenir la mort hépatocytaire et la 

production toxique de NO dépendant d'iNOS dans les macrophages. Nous rapportons pour 

la première fois que l’OPN hépatique et plasmatique est augmentée lors de l’ischémie-

reperfusion hépatique chez la souris, et que l’OPN préviendrait les lésions dues à l‘ischémie-

reperfusion.  
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Schéma 7 : Rôles potentiels de l’OPN lors de l’ischémie-reperfusion hépatique 

Une ischémie hépatique de 45min suivie de 4h de reperfusion chez la souris induit une 

augmentation de l’expression d’OPN et met en évidence son rôle protecteur. L’OPN 

endogène hépatocytaire confère une résistance partielle à la mort cellulaire induite par une 

déprivation en glucose et en oxygène et par le TNFα. Cet effet pourrait être médié par la 

régulation de l'expression de Bcl2 et du niveau d’ATP par l’OPN. L’OPN endogène 

macrophagique régule négativement la production de NO dépendante d’iNOS. L’OPN limite 

aussi partiellement l’activation des macrophages et leur production de TNFα en réponse au 

LPS. La diminution de la mort hépatocytaire participerait aussi à la diminution de l’activation 

des macrophages et ainsi diminuerait leur production et sécrétion de NO et de TNFα. Enfin, 

cette diminution de NO et de TNFα préviendrait la mort hépatocytaire secondaire à 

l’inflammation. 
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Osteopontin deficiency aggravates hepatic injury
induced by ischemia–reperfusion in mice

S Patouraux1,2,3,6, D Rousseau1,2,6, A Rubio1,2,6, S Bonnafous1,2,4, VJ Lavallard1,2, J Lauron1,2, M-C Saint-Paul1,2,3, B Bailly-Maitre1,2,

A Tran1,2,4, D Crenesse1,2,5 and P Gual*,1,2

Osteopontin (OPN) is a multifunctional protein involved in hepatic steatosis, inflammation, fibrosis and cancer progression.

However, its role in hepatic injury induced by ischemia–reperfusion (I–R) has not yet been investigated. We show here that

hepatic warm ischemia for 45min followed by reperfusion for 4 h induced the upregulation of the hepatic and systemic level of

OPN in mice. Plasma aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase levels were strongly increased in Opnÿ /ÿ mice

compared with wild-type (Wt) mice after I–R, and histological analysis of the liver revealed a significantly higher incidence of

necrosis of hepatocytes. In addition, the expression levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS), tumor necrosis factor-a

(TNFa), interleukin 6 (IL6) and interferon-c were strongly upregulated in Opnÿ /ÿ mice versusWt mice after I–R. One explanation

for these responses could be the vulnerability of the OPN-deficient hepatocyte. Indeed, the downregulation of OPN in primary

and AML12 hepatocytes decreased cell viability in the basal state and sensitized AML12 hepatocytes to cell death induced by

oxygen–glucose deprivation and TNFa. Further, the downregulation of OPN in AML12 hepatocytes caused a strong decrease in

the expression of anti-apoptotic Bcl2 and in the ATP level. The hepatic expression of Bcl2 also decreased in Opnÿ /ÿ mice

versus Wt mice livers after I–R. Another explanation could be the regulation of the macrophage activity by OPN. In RAW

macrophages, the downregulation of OPN enhanced iNOS expression in the basal state and sensitized macrophages to

inflammatory signals, as evaluated by the upregulation of iNOS, TNFa and IL6 in response to lipopolysaccharide. In conclusion,

OPN partially protects from hepatic injury and inflammation induced in this experimental model of liver I–R. This could be due to

its ability to partially prevent death of hepatocytes and to limit the production of toxic iNOS-derived NO by macrophages.

Cell Death and Disease (2014) 5, e1208; doi:10.1038/cddis.2014.174; published online 8 May 2014
Subject Category: Experimental Medicine

Hepatic ischemia–reperfusion (I–R) injury is the main cause of

liver damage that occurs during surgical procedures such as

hepatic resection and transplantation. The molecular mechan-

isms leading to liver damageon I–R are complex,multi-factorial

and affect all liver cellular components. In the ischemic phase,

anoxic injury of hepatocytes (cells dependent on oxygen) is

clearly the predominant process leading to injury, which is

associated with an alteration in ATP homeostasis. In the

reperfusion phase, an inflammatory response is initiated and

enhances hepatocyte injury. Over-production and release of

tumor necrosis factor-a (TNFa) from hepatic resident macro-

phages (Kupffer cells) may activate TNF receptors on

hepatocytes to induce several pathways that promote hepato-

cyte death.1–3 The production of toxic nitric oxide (NO) by

macrophage inducible NO synthase (iNOS) was also deleter-

ious and the iNOS deficiency reduced liver injury after hepatic

I–R.4,5 However, the mechanisms and actors involved in

hepatic I–R injury are still unknown or unclear.

Osteopontin (OPN) is expressed in a variety of liver cells

including hepatic macrophages (resident Kupffer cells and

infiltrated macrophages), stellate cells and hepatocytes6–9

and is a versatile modulator of liver diseases. OPN has an

important role in hepatic inflammation and fibrogenesis in

alcoholic and nonalcoholic steatohepatitis.9,10 OPN is also

linked to progression and metastasis of hepatocellular

carcinoma.9 In addition, we previously reported that hepatic

expression of OPN correlated with hepatic steatosis, the level

of alanine aminotransferase (ALT) and insulin resistance in

morbidly obese patients.6 Hepatic OPN also increased with

liver fibrosis in alcoholic patients and its circulating level was

predictive of liver fibrosis in patients with alcoholic liver

disease and chronic hepatitis C.10

The upregulation of OPN has been reported in rat retina that

activated microglia on I–R,11 in cardiomyocytes in an ex-vivo

hemoperfused working porcine heart model,12 in the brain

during early cerebral I–R in rats13 but also in cultured rat aortic

vascular smooth muscle cells in response to hypoxia.14 The

role of OPN in I–R injury has largely been reported in the

kidney and could have an unexpected protective and

deleterious role. OPN may act as a ‘survival factor’ for the
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renal tubule, either through inhibition of iNOS15 or through

inhibition of apoptosis.16,17 The deficiency in OPN reduced

tolerance to acute renal ischemia associated with increased

iNOS, NO and I–R injury at 24 h after reperfusion.18 OPN also

stimulated the development of renal fibrosis after acute

ischemic insult.19 The overexpression of OPN via hyperacti-

vation of Wnt (Wingless) signaling, as detected in Brown

Norway rats, is also critical for the maintenance of their

inherent ischemic resistance. OPN reduces mitochondrial

cytochrome c release and caspase 3 activity after renal I–R.20

It has also been reported that OPN expressed in tubular

epithelial cells regulates NK cell-mediated kidney I–R injury.21

Despite the fact that hepatic OPN is involved in a large

number of liver diseases, its role in hepatic I–R injury has not

yet been investigated. We focused our study on the

expression of OPN in response to I–R and on its role in I–R-

induced liver injury and inflammation usingOpnÿ /ÿ mice. We

then examined hepatocytes and macrophages in vitro to

better understand the potential roles of OPN.

Results

Liver I–R induced the upregulation of plasma and

hepatic expression of OPN. We first estimated the

circulating and hepatic level of OPN on I–R in wild-type

(Wt) mice. The plasma level of OPN was evaluated before

and after ischemia for 45min followed by 4 h of reperfusion.

As shown in Figure 1a, the circulating level of the OPN

protein was strongly increased in response to I–R. The

hepatic expression of OPN was also evaluated in the Wt I–R

mice compared with SHAM mice. The expression of OPN in

the liver markedly increased in response to I–R (Figure 1b).

Hepatic I–R thus caused upregulation of OPN expression

and abundance in the liver and in the systemic circulation.

OPN deficiency increased the liver injury induced by

hepatic I–R. The role of OPN in liver injury induced by I–R

was then investigated using mice deficient for OPN. The

plasma was collected before and after I–R of Wt and Opnÿ /ÿ

mice and in SHAM mice. As expected, post-I–R was

associated with elevated aspartate aminotransferase (AST)

and ALT levels in Wt mice (Figure 1c). The Opnÿ /ÿ mice

showed more liver damage on I–R as shown by the higher

aminotransferase levels (AST, ALT). Further, histological

analysis displayed extensive areas of necrosis (as indicated

by arrows) in the liver of Opnÿ /ÿ mice compared with livers

of Wt mice after I–R (Figure 1d). The OPN deficiency seems

to be more associated with necrosis than apoptosis in these

experimental conditions. Indeed, apoptosis evaluated by

TUNEL-positive cells (Figure 1e and data not shown) and the

level of caspase 3 activity (Figure 1f) were not significantly

aggravated with the deletion of OPN in response to I–R.

These results indicated that the OPN deficiency resulted in

aggravation of the liver injury induced by I–R.

OPN deficiency aggravated the liver inflammation

induced by I–R. Immune and inflammatory cells including

macrophages (Kupffer cells), neutrophils, CD4þ T lympho-

cytes are activated in response to reperfusion.2,3 Several of

the compounds released during the inflammatory response,

such as high concentrations of NO and the cytokine TNFa,

may produce cytotoxicity and induce additional cell injury

from those induced by ischemia. We first analyzed the

expression of iNOS in the liver of SHAM mice and in hepatic

lobes that underwent ischemia and then reperfusion of Wt

(Wt I–R) and Opnÿ /ÿ (Opnÿ /ÿ I–R) mice. As shown in

Figure 2a, the gene expression of iNOS increased signifi-

cantly in Opnÿ /ÿ I–R compared with SHAM and Wt I–R

mice. Furthermore, the iNOS expression relative to the

vascularized lobe of Wt mice (Ctr: internal control lobe) was

already upregulated in Opnÿ /ÿ mice. Inflammation was also

evaluated from the expressions of TNFa, interleukin 6 (IL6)

and interferon-g (IFNg). The relative expression to the

internal control lobe of Wt mice (Ctr), of TNFa, IL6 and IFNg,

was increased in response to I–R with a more marked rise in

Opnÿ /ÿ mice (Figures 2b–d). In the vascularized lobes, the

OPN deficiency also mediated an increase in IFNg expres-

sion. The OPN deficiency was thus associated with more

pronounced inflammation in response to I–R.

OPN deficiency decreased hepatocyte viability and Bcl2

expression. We first evaluated the viability of hepatocytes

freshly isolated from Wt and Opnÿ /ÿ mice. As shown in

Figure 3a, the Opnÿ /ÿ versus Wt hepatocytes were more

sensitive to cellular damage associated with the hepatocyte

isolation procedure. Furthermore, the silencing of OPN by

siRNA in AML12 hepatocytes caused reduced cell viability

(Figure 3b) and increased cytotoxicity (lactate dehydrogen-

ase (LDH) release) (Figure 3c). Interestingly, we found that

the decrease in viability of AML12 hepatocytes after OPN

silencing was associated with a substantial decrease in anti-

apoptotic Bcl2 expression at the mRNA (Figure 3d) and

protein level (Figure 3e). The knock out or silencing of OPN

expression in primary hepatocytes also caused a decrease in

gene expression of Bcl2 (Opnÿ /ÿ versus Wt hepatocytes:

Bcl2¼ 0.32, n¼ 1; si OPN versus si Ctr hepatocytes:

Bcl2¼ 0.57, n¼ 1). Furthermore, the in vivo level of

the Bcl2 protein decreased significantly in the Opnÿ /ÿ I–R

lobe compared with the Wt I–R lobe and SHAM liver in mice

(Figures 3f and g).

OPN silencing sensitized AML12 hepatocytes to cell

death induced by oxygen–glucose deprivation. To then

explore the effect of the OPN deficiency on the sensitivity of

hepatocytes to I–R, we used an in vitro model of oxygen–

glucose deprivation (OGD).22 An initial short phase of OGD

was performed by culturing the Ctr or OPN-silenced AML12

cells in a medium without glucose and supplemented with

KCN (2.5 to 10mM) for 1 h, followed by an overnight

restoration phase. As OPN silencing affected basal cell

viability, the following results were expressed as a percen-

tage of basal state, as indicated. Compared with Ctr AML12

cells, the OPN-silenced AML12 cells displayed more

sensitivity to OGD-induced cell death (significant at KCN at

10mM) as evaluated by the reduced cell viability (MTT

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

assay evaluated at 10mM KCN) (Figure 4a) and the

increased cytotoxicity (LDH release) (Figure 4b). To better

evaluate the cell death mechanisms (apoptosis versus

necrosis), less stringent conditions with KCN at 2.5 or

OPN and liver ischemia–reperfusion
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5mM and only a 2-h restoration phase were performed. In

these experimental conditions, the OPN-silenced AML12

cells exhibited more apoptosis, when evaluated from the

levels of annexin V-PE-positive cells (Figure 4c) and

activated (cleaved) caspase 3 (p17) (Figure 4d) in response

to OGD versus Ctr AML12 hepatocytes.

OPN silencing in AML12 hepatocytes altered the ATP

level and could enhance oxidative stress. In addition to

the low expression level of Bcl2 (Figures 3d and e), the drop-

off in cell viability of OPN-silenced AML12 hepatocytes in

response to OGD could not only be due to an alteration in the

recovery of ATP stores but also due to defense response

against oxidative stress. We thus evaluated the cellular level

of ATP and the NRF2-dependent antioxidant response

including nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

(NADPH) quinine oxidoreductase 1 (NQO1) as an indirect

indicator of oxidative stress. In the basal state, OPN silencing

mediated a decrease in the ATP level (at 2 h-restoration

period: Figure 4e) and an increase in NQO1 expression

(at 16h-restoration period: Figure 4f; at 2h-restoration period:

þ 3.28±0.64, P¼ 0.01). These responses were further
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amplified by the OGD treatment (Figures 4e and f). The

regulation of NQO1 by OPN silencing and OGD treatment

was abolished by the silencing of NRF2 with siRNA (data not

shown). This indicated that OPN silencing in AML12

hepatocytes altered the ATP level and could enhance

oxidative stress.

The OPN deficiency sensitized hepatocytes to cell death

induced by TNFa. As TNFa was strongly upregulated in the

liver of Opnÿ /ÿ mice on I–R (Figure 2b) and could mediate

hepatocyte death, we then evaluated the effect of the OPN

deficiency on the sensitivity to cell death induced by TNFa.

As OPN silencing affected basal cell viability (Figure 3b), the

following results were expressed as a percentage of basal

state, as indicated. Although treatment of cells with TNFa

alone was without an effect on cell viability and cytotoxicity,

the downregulation of OPN sensitized AML12 hepatocytes to

cell death as evaluated by the MTT assay (Figure 5a) and

LDH release induced by TNFa (Figure 5b). Taken together,

these results indicated that OPN had a hepatoprotective role

under basal conditions and in response to OGD and TNFa.

OPN silencing increased iNOS expression in the basal

state and sensitized RAW macrophages to inflammatory

signals. Liver macrophages are activated in response to

I–R, which leads to cell injury that is mainly due to the high

production of NO and the cytokine TNFa.3 As we reported

that OPN was strongly upregulated on I–R (Figures 1a and b)

and that OPN regulates motility, NO production and cytokine

expression in macrophages,9,23,24 we first investigated

the effect of the OPN silencing in RAW macrophages on

expression of integrins and inflammatory markers. As shown

in Figure 6a, OPN silencing with siRNA caused substantial

modifications to integrin and CD44 expression. Under basal

conditions, the expression of aV, b1 and CD44 decreased

and the expression of b3 increased after silencing of OPN.

OPN silencing of RAW cells also displayed upregulation of

iNOS, IL1b and IL6 compared with control cells in the basal

state (Figure 6b). This response was also strongly amplified

by inflammatory signals such as endotoxin (lipopolysaccharide

(LPS)). A higher expression of iNOS (� 2.3±0.3), TNFa

(� 1.7±0.3), IL1b (� 2.3±0.3) and particularly IL6

(� 52.4±13.6) was detected in OPN-silenced versus Ctr

RAW cells in response to LPS (Figure 6c). Although

validation in isolated hepatic macrophages (Kupffer cells)

has to be assessed, these results could indicate that the

deficiency in OPN modified the properties of macrophages

with higher production of NO as evaluated by iNOS

expression and higher responsiveness to inflammatory

signals.

Discussion

We first described that hepatic I–R promoted the upregulation

of hepatic and plasmaOPN. Interestingly, it has been reported

that OPN could be regulated by I–R in other organs. For

example, OPN was elevated in renal I–R injury,21 in the brain

during early cerebral I–R in rats13 and in the porcine heart

during hemoperfusion.12 In the liver, the cellular origin of

increased OPN expression in response to I–R has not been

investigated. A large number of liver cells could express OPN

and its upregulation was first reported in activated
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macrophages and stellate cells after intoxication with carbon

tetrachloride.8 We and others have shown that hepatocytes

could also be a source of OPN6,7,25 and TNFa enhanced its

expression in vitro in hepatocytes.7 Future investigation is

necessary to identify the source and the molecular mechan-

ism responsible for this response. However, we report here

that induction of OPN is associated with hepatic I–R injury

(elevated AST/ALT, hepatocyte death) and this seems to be a

conserved response to liver injury. Indeed, the upregulation of

hepatic OPN has also been reported in the liver of patients

with nonalcoholic fatty liver, alcoholic and nonalcoholic liver

cirrhosis, primary biliary cirrhosis, autoimmune hepatitis and

primary sclerosing cholangitis.6,26 Recent reports further

suggested that systemic OPN levels were predictive of liver

fibrosis in patients with chronic hepatitis B, chronic hepatitis C,

alcoholic and nonalcoholic liver disease.9,10

We then reported that OPN provides endogenous protec-

tion of the liver from I–R injury. The OPN deficiency
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aggravated liver injury induced by I–R as evaluated by the

elevated AST and ALT levels and extensive areas of necrosis

in the liver. Under these experimental conditions, the

protective effect of OPN seems to be more associated with

prevention of necrosis than apoptosis. Indeed, apoptosis

evaluated with the TUNEL assay and from the level of

caspases 3 activity were not aggravated after ablation

of OPN. However, we cannot rule out the protective effect of

OPN on cell apoptosis. This protective effect could occur in

early stages and necrosis, in some circumstances, can also

be viewed as aborted apoptosis, due to insufficient ATP as

induced by I–R to drive the apoptotic program.27 In

accordance with this, our in vitro studies have shown that an

OPN deficiency caused more apoptosis in low stringent

conditions of OGD. The OPN deficiency also caused a strong

decrease in the ATP level, which was amplified in response to
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OGD. Interestingly, the protective effect of OPN on liver injury

has also been reported with carbon tetrachloride intoxication.

OPN-deficient mice were more susceptible to carbon tetra-

chloride treatment, displaying more necrosis and higher ALT

levels during the initial steps.28 In contrast, liver necrosis and

ALT levels were lower in the transgenic mice overexpressing

OPN in hepatocytes when treated with carbon tetrachloride.29

A protective effect of OPN against cardiac and renal

ischemic injury has also been reported. Wang et al. reported

that patients undergoing mitral valve replacement and with

high plasma OPN levels had more activated transcription

factors, nuclear factor kappa B and signal transducer and

activator of transcription 3, higher expression of effector

proteins and better cardioprotective effects. Further, OPN

treatment displayed cardioprotective effects on neonatal

cardiomyocytes 24 h after anoxia–reoxygenation injury, when

assessed from cell viability, LDH activity, MDA content and

SOD activity.30 OPN has the potential to modulate different

phases of injury, healing and myocardial remodeling. Geneti-

cally engineered mouse studies provide evidence that

increased expression of OPN may have a protective role

against left ventricular dilation after myocardial infarction.

However, in the infarct remodeling stage, OPN may exacer-

bate unfavorable fibrosis.31 In renal ischemic injury, a

protective role for OPN is supported by the finding that

increased OPN expression occurs in the distal tubules, which

contain cells that are resistant to ischemic injury. In contrast,

proximal tubules, which are less tolerant of ischemic injury,

show very little OPN expression after ischemia.32 The

deficiency in OPN reduced the tolerance to acute renal

ischemia associated with increased I–R injury at 24 h after

reperfusion.18 The overexpression of OPN via the hyperacti-

vation of Wnt signaling, as detected in Brown Norway rats, is

also critical for the maintenance of their inherent ischemic

resistance.20 However, OPN again stimulated the develop-

ment of renal fibrosis after acute ischemic insult.19

In the current study, this protective role of OPN from I–R

injury was first associated with the protection of hepatocytes

from cell death. The OPN deficiency decreased hepatocyte

viability in vitro and further sensitized hepatocytes to cell

death induced by OGD and TNFa. The OPN deficiency in

AML12 hepatocytes enhanced apoptosis and the level of

activated caspase 3. Interestingly, we found that the decrease

in viability of primary and AML12 hepatocytes after OPN

silencing was associated with a substantial decline in Bcl2

expression (Figure 3). In addition, a deficiency in OPN

aggravated hepatic Bcl2 downregulation on I–R (Figure 3). It

is well documented that Bcl2 is important for liver develop-

ment by preventing apoptosis33 and its hepatic overexpres-

sion prevented the liver cell necrosis induced by hypoxia.34

Hepatic I–R in our mice was also associated with substantial

upregulation of TNFa (Figure 2b), which is also involved in cell

injury. As Bcl2 protects hepatocytes from TNFa-induced

apoptosis,35 its downregulation induced by silencing of OPN

could also sensitize hepatocytes to cell death induced by

TNFa. Importantly, the regulation of Bcl2 by OPN seemed to

be specific to hepatocytes, as silencing of OPN in RAW

macrophages was without any effect on Bcl2 expression (data

not shown). This association between OPN and Bcl2

expression was recently reported in liver carcinoma cells.36

Indeed, OPN silencing resulted in strong downregulation of

the anti-apoptotic Bcl2 family members, including Bcl2. This

response has been associated with a blockade of NF-kB

activation and induction of mitochondria-mediated

apoptosis.36

The level of OPN induction is thus determinant and its high

expression conferred resistance of cells to hypoxia–

reoxygenation injury. The cell survival role of OPN in

hypoxia–reoxygenation-induced cell death has recently been

reported for cancer cells. The upregulation of OPN in

response to hypoxia–reoxygenation mediated the protective

function of OPN via sustained AKT activation. However, OPN

could be inactivated via proteolytic cleavage by caspase 8 and

accumulation of caspase-generated OPN fragments could

induce cell death via p53.37 In Brown Norway rats with

inherent ischemic resistance, the overexpression of OPN

reduced mitochondrial cytochrome c release and caspase 3

activity after renal I–R.20

The aggravation of liver injury in OPN null mice could also

be due to the more pronounced inflammatory response

induced by I–R. In the current study, we report that the

deficiency in OPN was associated with a higher hepatic

expression of TNFa, IL6, IFNg and iNOS compared with the

littermate mice on I–R. This massive release of TNFa and of

iNOS-derived NO could induce hepatocyte damage. It is well

established that TNFa is a crucial mediator in hepatic

reperfusion injury and the inhibition of TNFa signaling by

TNFa antiserum or genetic inactivation of TNF-receptor 1

ameliorated hepatic reperfusion injury and prolonged survi-

val.1,38,39 iNOS-derived NO was also deleterious and the

iNOS deficiency reduced liver injury (the AST/ALT level and

hepatic areas of necrosis) after hepatic I–R.4Ablation of iNOS

or treatment with a specific iNOS inhibitor also resulted in

complete protection against hypoxia-reperfusion-induced

ALT release.5

iNOS and iNOS-derived NOwere enhanced by inflammatory

signals (DAMPs, dead cell-induced macrophage activation)

but could also be negatively regulated by OPN. In Opnÿ /ÿ

mice, iNOS was already upregulated in the internal control

lobe compared with Wt mice and strongly increased on I–R.

The silencing of OPN in RAW macrophages also resulted in

an increase in iNOS in the basal state and in response to an
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inflammatory signal (LPS). This role of OPN in the negative

regulation of iNOSwas recently described in macrophages. In

response to inflammation, the iNOS-derived NO-increased

OPN expression leads to the degradation of STAT1 and

consequently inhibition in STAT1-dependent iNOS expres-

sion.24 OPN thus mediated negative feedback of iNOS

expression and limited iNOS-derived NO synthesis in

response to inflammation in macrophages. We also report

that silencing of the OPN deficiency in macrophages resulted

in an increase in pro-inflammatory cytokine synthesis in the

basal state and in response to LPS.

In primary mouse kidney proximal tubule epithelial cells,

OPN also suppressed iNOS-derived NO synthesis induced by

the inflammatory mediators IFNg and LPS. The inflammatory

mediators increased iNOS and recombinant human OPN

inhibited this response after neutralization of OPN. The

inhibition of NO synthesis by OPN could be mediated via

alpha v beta 3 integrin, which is known to be an OPN

receptor.15 Further, the deficiency in OPN reduced tolerance

to acute renal ischemia associated with increased iNOS, NO

and I–R injury at 24 h after reperfusion.18

In conclusion, the hepatic I–R with 45min of ischemia

followed by 4h of reperfusion induced upregulation of OPN

and revealed its protective role in I–R injury (Figure 7).

Endogenous OPN in hepatocytes conferred partial resistance

to the cell death induced by OGD and TNFa. This could be

mediated by the regulation of Bcl2 and the ATP level by OPN.

This decreased rate of death of hepatocytes could conse-

quently decrease the activation of liver macrophages and thus

macrophage-mediated NO and TNFa release. Finally, low-

ering TNFa andNO levels could prevent additional hepatocyte

injury induced by inflammation. Interestingly, this vicious cycle

in I–R injury has been reported in mice with complete absence

of NF-kB activation in hepatocytes (inactivation of NEMO).40

Endogenous OPN in macrophages also mediated negative

feedback in iNOS-derived NO production and partially limited

macrophage activation in response to an inflammatory signal.

Therefore, OPN is an important factor in I–R-induced injury
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and additional studies need to carefully delineate the role of

OPN in parenchymal and non-parenchymal cells as a function

of the experimental model of liver I–R used (long lasting

versus short period of ischemia and/or reperfusion). As OPN

has an important role in immune responses, in tissue

remodeling and in hepatic fibrosis, the role of OPN in late

adverse post-ischemic effects has to be investigated.

Materials and Methods
Animals and surgical protocol. Wt and OPN-deficient mice (Opnÿ /ÿ )
(B6.129S6(cg)-spp1 tm1Blh/J from Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA)
C57BL/6 male mice (10–12 weeks of age) had free access to water and were fed a
normal diet ad libitum. Mice were anesthetized with intraperitoneal injection of
pentobarbital (60mg/kg) and blood was collected from the tail (200ml). After
laparotomy, an atraumatic clip (FD562; Aesculap, Tuttlingen, Germany) was used to
interrupt the arterial and portal venous blood supply to the left and middle liver lobes.
The right lobe of the liver continued to be vascularized and was used as internal
control lobe (Ctr lobe). The abdominal wall was closed with a running suture. After
45min of partial warm ischemia, the clamp was removed to initiate hepatic
reperfusion. Mice were killed 4 h after reperfusion. Blood was collected from the
inferior vena cava. Left and middle liver lobes (I–R lobes) and the right liver lobe (Ctr
lobe) were differentiated, and for each, one part was fixed in 4% formaldehyde and
the other one was frozen in liquid nitrogen and stored at ÿ 80 1C. SHAM controls
underwent the same procedure but without vascular occlusion. No differences have
been noted between SHAM Wt and SHAM Opnÿ /ÿ mice (data not shown). The
partial warm I–R is referred to as I–R throughout the manuscript. The guidelines of
laboratory animal care were followed, and the local ethical committee approved the
animal experiments.

Circulating levels of transaminases and OPN. Determination of
plasma transaminases (AST/ALT) was performed using in vitro test with pyridoxal

phosphate activation on Roche/Hitachi cobas c systems (ASTPM, ALTPM, cobas,
Meylan, France). Roche/Hitachi cobas c systems automatically calculate the
analyte concentration of each sample. Plasma OPN levels were evaluated with the
Quantikine ELISA Mouse/Rat OPN Immunoassay (R&D Systems), as per
manufacturer’s instructions.

Light microscopy. For conventional light microscopy, liver lobes were fixed
in 4% neutral-buffered formaldehyde solution and embedded in paraffin. Sections
(4 mm thick) were stained with hematoxylin eosin safran. Histopathological
features were observed: localization and the extent of hepatocyte injury were
evaluated.

TUNEL assay. Liver biopsies were incubated in formol, paraffin embedded
and sectioned. The TUNEL assay was performed as per manufacturer’s
instructions of ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kit (Millipore,
Meylan, France). The liver sections were then counterstained with Mayer’s
hematoxylin (Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Specimens were evaluated by light
microscopy.

Cellular models and treatments. Mouse hepatocytes were isolated with a
two-step collagenase procedure. Briefly, mouse livers were perfused with HEPES
buffer containing 8 g/l NaCl, 33mg/l Na2HPO4, 200mg/l KCl and 2.38 g/l HEPES, pH
7.5, supplemented with 0.5mM EGTA for 3min at 3ml/min, then with HEPES buffer
for 3min at 3ml/min and finally with HEPES buffer supplemented with 1.5 g/l CaCl2
and 0.026% collagenase type IV (Sigma-Aldrich; C5138, Saint-Quentin-Fallavier,
France) for 7min at 3ml/min. Livers were then carefully removed and minced in
Williams’ E medium (Life Technologies, St Aubin, France) supplemented with 10%
fetal bovine serum (PAA Laboratories, Vélizy-Villacoublay, France), 100 units/ml
penicillin, 100mg/ml streptomycin, 2mM L-glutamine and 0.02UI/ml insulin (Umulin,
Lilly France, Neuilly-sur-Seine, France). The cell suspension was then filtered
(250mm) and hepatocytes were collected by centrifugation at 50� g for 5min.
Viability was evaluated by trypan blue exclusion (Sigma-Aldrich). Mouse AML12

Warm I-R

OPN

Hepatocyte

Hepatocyte death
(apoptotic bodies)

OPN

OPN

BCL2 ATP level

inflammationiNOS

Macrophage

Hepatocyte death TNFa

NO

Figure 7 Schematic representation showing the potential roles of OPN in hepatic I–R injury. The hepatic I–R with 45min of ischemia followed by 4 h of reperfusion induced
upregulation of OPN and revealed its protective role in I–R injury. Endogenous OPN in hepatocytes conferred partial resistance to cell death induced by OGD and TNFa. This
could be mediated by the regulation of the Bcl2 and ATP levels by OPN. Endogenous OPN in macrophages also mediated negative feedback on iNOS-derived NO production
and partially limited liver macrophage activation and TNFa production in response to an inflammatory signal. The decreased rate of death of hepatocytes could consequently
decrease the activation of liver macrophages and thus macrophage-mediated NO and TNFa release. Finally, lowering TNFa and NO levels could prevent additional
hepatocyte injury induced by inflammation

OPN and liver ischemia–reperfusion

S Patouraux et al

9

Cell Death and Disease



hepatocytes (CRL-2254, ATCC, Manassas, VA, USA) and RAW 264.7 macrophages
(TIB-71, ATCC) were cultured in ‘cell medium’ (DMEM, 4.5 g/l glucose, 100U/ml
penicillin, 100mg/ml streptomycin and 2mM L-glutamine) supplemented with 10%
fetal bovine serum (PAA Laboratories), under 5% CO2 at 37 1C.
Cells were transfected with OPN siRNA (MSS209393, Life Technologies)

(referred to as si OPN) or control siRNA (Life Technologies) (referred to as si Ctr)
at 30 nM using Lipofectamine RNAiMAX (Life Technologies), according to the
manufacturer’s instructions. After 48 h, cells were treated as indicated: (a) with
TNFa (20 ng/ml) (Pepro Tech, Rocky Hill, NJ, USA) for 16 h in ‘cell medium’
supplemented with 0.5% bovine serum albumin; (b) with KCN (60179, Fluka
chemika, Buchs, Switzerland) (2.5, 5 or 10mM) for 1 h in DMEM without glucose
and supplemented with 100 U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 2 mM
L-glutamine and 0.5% bovine serum albumin, followed by a 2- or 16-h restoration
period (with oxygen and glucose) as indicated, in ‘cell medium’ supplemented with
0.5% bovine serum albumin; (c) with LPS (L3024, Sigma-Aldrich) (100 ng/ml) for 6 h
in ‘cell medium’ supplemented with 0.5% bovine serum albumin.
The si Ctr corresponds to a RNAi duplex designed with a comparable GC content

(%GC¼ 68) as the OPN RNAi duplex (si OPN) (%GC¼ 52). The si Ctr is used as a
negative control in the RNAi experiment as suggested by the manufacturer.
To validate it, we evaluated the expression of gene including OPN, iNOS,
TNFa and IL6 after transfection with si Ctr versus without the RNAi duplex (mock).
The si Ctr did not modify the expression of these genes in RAW cells (OPN: mock: 1,
si Ctr: 0.95±0.06, P¼ 0.229; iNOS: mock: 1, si Ctr: 1.05±0.06, P¼ 0.435;
TNFa: mock: 1, si Ctr: 1.04±0.06, P¼ 0.275; IL6: mock: 1, si Ctr: 1.23±0.46,
P¼ 0.320; n¼ 3) and the expression of OPN in AML12 cells (OPN: mock: 1,
si Ctr: 0.96, n¼ 1).

LDH release assay. The cytotoxicity induced by TNFa and KCN was
assessed by LDH release into the ‘cell medium’. Following treatment as indicated,
the cell medium was collected and centrifuged at 50� g for 5 min to obtain a cell-
free supernatant. The activity of LDH in the medium was determined using the
cytotoxicity detection kit (Roche Diagnostics, Meylan, France) according to the
manufacturer’s instructions. Absorbance was recorded at 490 nm using a
microplate spectrophotometer system (ELX800, Bio-TEK instruments, Colmar,
France) and the results are expressed as a percentage of cytotoxicity ((treated
cells DOÿ control cells DO)/(maximum LDH release DOÿ control cells
DO)� 100). Reagents did not interfere with the determination of LDH.

MTT assay. The assay is dependent on the ability of viable cells to metabolize
a water-soluble tetrazolium salt into a water-insoluble formazan product. Following
treatment as indicated, cells were incubated for 2 h with 0.5 mg/ml MTT in serum-
free medium (DMEM). After removing the supernatant, DMSO was added to
completely dissolve the formazan product. Aliquots of the resulting solutions were
transferred to 96-well plates and the absorbance was recorded at 550 nm using
the microplate spectrophotometer system (ELX800, Bio-TEK instruments). Results
are presented as a percentage of the control values.

Cell apoptosis. Cell apoptosis was evaluated by flow cytometry following
double staining with annexin V-PE and 7-AAD according the manufacturer’s
instructions (Annexin V-PE apoptosis detection kit I, BD Biosciences, Pont de
claix, France).

ATP measurement. Cells were lysed in lysis buffer (see ‘Immunoblotting’).
Lysates were diluted in the dilution buffer according to the manufacturer’s
instructions (ATP Bioluminescence Assay Kit HS II, Roche Diagnostics) and then
loaded in duplicate on a dark 96-well plate (Greiner Bio-One, Courtaboeuf,
France). Luciferase was added and the luminescence measured immediately
using a luminometer (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH, Ortenberg, Germany).
The ATP content was evaluated for each sample, which was standardized to the
protein content.

DEVDase activity measurement. After the indicated treatments, cells
were lysed in lysis buffer (see ‘Immunoblotting’). Lysates were standardized to the
protein content and loaded onto a black 96-well plate (Greiner Bio-One) in the
presence of 0.2 mmol/l caspase 3 substrate Ac-DEVD-AMC diluted in the following
buffer: 50 mmol/l HEPES (pH 7.5), 150mmol/l NaCl, 20mmol/l EDTA and
10mmol/l DTT. The caspase activity was determined on a fluoroscan at 460 nm
with or without 1 mmol/l Ac-DEVD-CHO, and the specific activity was expressed as
the change in absorbance per minute per milligram of protein.

Immunoblotting. Cells or frozen tissues were solubilized in lysis buffer
(20mM Tris, pH 7.4, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 150mM NaF, 2 mM sodium
orthovanadate, 10mM pyrophosphate, proteases inhibitors cocktail, and 1% Triton
X-100) for 45min at 4 1C. Lysates were cleared (14 000 r.p.m., 15min). Proteins
were quantified (BCA Protein assay kit, 23225, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) and separated by SDS-PAGE and immunoblotted as
described.41 The proteins were probed with anti-bcl2 ((50E3) 2870, Cell signaling,
Danvers, MA, USA), anti-b actin ((C4) sc-47778, Santa Cruz Biotechnologies Inc.,
Dallas, TX, USA) and anti-caspase 3 (9662, Cell signaling) antibodies (1mg/ml).

Real-time quantitative PCR analysis. Cell or total liver RNA was
extracted using the RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen, Hilden, Germany) and
treated with Turbo DNA-free (AM 1907, Thermo Fisher scientific Inc.) following the
manufacturer’s protocol. The quantity and quality of the RNA were determined
using the Agilent 2100 Bioanalyzer with RNA 6000 Nano Kit (5067-1511, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Total RNA (1 mg) was reverse transcribed
with a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher scientific
Inc.). Real-time quantitative PCR was performed in duplicate for each sample
using the StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher scientific Inc.) as
previously described.41,42 TaqMan gene expression assays were purchased from
Thermo Fisher scientific Inc.: RPLP0 (ribosomal protein, large, P0)
(Mm99999223_gH); TNFa (Mm00443258_m1); IL1b (Mm00434228_m2); OPN
(Mm00436767_m1); iNOS (Mm01309897_m1); IL6 (Mm00446190_m1); IFNg
(Mm01168134_m1); CD44 (Mm01277163_m1); b1 integrin (Mm01253227_m1);
av integrin (Mm00434506_m1); b3 integrin (Mm00443980_m1); NQO1 (NAD(P)H
dehydrogenase, quinone 1) (Mm00500821_m1) and Bcl2 (Mm00477631_m1).
Gene expression was normalized to the mouse housekeeping gene RPLP0 and
calculated based on the comparative cycle threshold Ct method (2–DDCt).

Statistical analysis. Statistical significance of differential gene expression
between two study groups was determined using the nonparametric Mann–
Whitney test with the DCt of each group. Other data from mice and cell
preparations were statistically analyzed using the Mann–Whitney test or the
Student t-test. Data from cell lines were statistically analyzed using the Student
t-test. Po0.05 was considered as significant.
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centrolobular vein. The TUNEL assay was performed on liver sections as described in the Materials

and Methods section. The liver sections were then counterstained with hematoxylin. Typical

pictures are shown.
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Dans ce travail de thèse, nous montrons que l’expression d’OPN plasmatique, hépatique, et 

du tissu adipeux augmente lors des complications hépatiques associées à l’obésité et à 

l’alcoolisme chronique (stéatose, inflammation et fibrose) chez l’homme. L’expression d’OPN 

hépatique est aussi augmentée lors de l’ischémie-reperfusion dans un modèle murin. 

Il apparait que son rôle serait différent dans l’obésité et l’alcoolisme chronique (rôle plutôt 

délétère) et dans l’ischémie-reperfusion (rôle protecteur).   

• Rôle délétère de l’OPN dans l’obésité et l’alcoolisme chronique 

L’OPN favorise l’inflammation et l’insulino-résistance du tissu adipeux et du foie et est un 

marqueur de fibrose hépatique dans l’obésité et l’alcoolisme. 

 OPN : inflammation et insulino-résistance du tissu adipeux 

Le lien entre l'OPN, l'inflammation et l'insulino-résistance observé sur notre cohorte de 

patients obèses morbides corrobore les données de la littérature (Gomez-Ambrosi, Catalan 

et al. 2007; Kiefer, Zeyda et al. 2008; Bertola, Deveaux et al. 2009; Lima-Cabello, Garcia-

Mediavilla et al. 2011; Morales-Ibanez, Dominguez et al. 2013). Les premiers résultats 

obtenus sur notre modèle murin, rapportant une diminution de l’inflammation et de 

l’insulino-résistance chez les souris déficientes en OPN , sans modification de la prise de 

poids, sont comparables avec plusieurs études (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007; 

Chapman, Miles et al. 2010; Kiefer, Neschen et al. 2011; Aouadi, Tencerova et al. 2013). 

D’après la littérature, l’OPN semble participer à l’hypertrophie des adipocytes des souris 

soumises à un régime riche en graisse (Chapman, Miles et al. 2010; Lancha, Rodriguez et al. 

2014). Dans ces études, la taille des adipocytes des souris invalidées pour l’OPN était 

inférieure à celle des souris sauvages. Les protéines impliquées dans la lipogenèse et la 

lipolyse n’étaient pas modifié, alors que l’activité des protéinases de la matrice (MMP) était 

diminuée, suggérant un rôle de l’OPN dans l’expansion du tissu adipeux dû à l’obésité. Lors 

de l’obésité, l’OPN pourrait agir directement sur les adipocytes, en inhibant leur 

différentiation et leur sensibilité à l’insuline, notamment par l’activation de JNK. L’OPN 

activerait également les voies de l’inflammation dans les adipocytes lors de l’obésité, 

favorisant un stress cellulaire (Zeyda, Gollinger et al. 2011). 

L’obésité est associée à une augmentation de macrophages dans le tissu adipeux. Notre 

équipe a démontré que l’OPN corrélait à l’infiltration macrophagique du tissu adipeux 
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(Bertola, Deveaux et al. 2009). Les facteurs responsables de cette infiltration sont encore mal 

connus. Les adipocytes nécrotiques favorisent le recrutement des macrophages, dont la 

fonction sera de phagocyter les débris cellulaires (Cinti, Mitchell et al. 2005). La participation 

de chimiokines comme MCP1 (ou CCL2) et de son récepteur CCR2 reste controversée. 

Certaines études rapportent que la surexpression de MCP-1 entraine une augmentation des 

macrophages (Kamei, Tobe et al. 2006) et que l’invalidation de CCR2 s’accompagne d’une 

diminution de l’infiltration macrophagique du tissu adipeux lors d’un régime riche en 

graisses (Weisberg, Hunter et al. 2006). Cependant, d’autres études suggèrent que d’autres 

facteurs seraient impliqués. Il a été rapporté que l’expression de MCP-1 augmentait au cours 

de l’obésité, mais que son invalidation ne modifiait pas l’infiltrat macrophagique (Chen, 

Mumick et al. 2005), et que l’invalidation de MCP-1 n’entrainait pas de diminution des 

macrophages lors d’un régime riche en graisse (Inouye, Shi et al. 2007). L’injection par voie 

intra veineuse de monocytes invalidés pour le récepteur CCR2 dans des souris obèses, ou 

l’injection de monocytes non modifiés dans des souris obèses déficientes en MCP-1 montrait 

une diminution de seulement 40% des macrophages dans le tissu adipeux (Oh, Morinaga et 

al. 2012). Ces études suggèrent que d’autres facteurs participeraient au recrutement des 

macrophages dans le tissu adipeux. Nos résultats montrent que l’OPN favoriserait 

l’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux lors de l’obésité, en accord avec l’étude 

de Nomiyama et coll. L’OPN produite au sein du tissu adipeux pourrait participer à 

l’attraction des macrophages. Mais surtout, il se pourrait que l’OPN exprimée par les 

macrophages facilite leur migration induite par MCP-1. En effet, les macrophages invalidés 

pour l’OPN présentent un défaut de migration en réponse à MCP-1 (Zhu, Suzuki et al. 2004; 

Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007). 

D’après nos résultats, dans l’obésité, l’OPN favoriserait l’infiltration macrophagique, mais 

également une polarisation pro-inflammatoire des macrophages. La polarisation des 

macrophages est dépendante de plusieurs facteurs. Au cours de l’obésité, les macrophages 

du tissu adipeux sont principalement de type pro-inflammatoire (Lumeng, Bodzin et al. 

2007). CCR2 et les acides gras polyinsaturés favoriseraient une polarisation M1, (Lumeng, 

Bodzin et al. 2007; Nguyen, Favelyukis et al. 2007), alors que PPARγ favoriserait une 

polarisation M2 (Bouhlel, Derudas et al. 2007). Il est intéressant de noter que PPARγ 

régulerait négativement l’OPN (Nomiyama, Perez-Tilve et al. 2007). Le rôle de l’OPN sur les 

117 

 



macrophages du tissu adipeux viscéral participerait également au développement de la 

résistance à l’insuline. L’invalidation de l’OPN dans les macrophages du tissu adipeux 

epididymaire de souris obèses améliore la sensibilité à l’insuline générale, sans modifier la 

production de cytokines inflammatoires. L’OPN améliorerait l’insulino-sensibilité par sa 

fonction paracrine, comme en témoigne l’augmentation de l’activation de la voie Akt par 

l’insuline lors de son invalidation (Aouadi, Tencerova et al. 2013). 

Nous avons étudié en parallèle l’infiltration et la polarisation des lymphocytes du tissu 

adipeux lors de l’obésité. Nous montrons que chez l’homme, l’infiltration du tissu adipeux 

par les lymphocytes T augmente progressivement lors de l’obésité et de l’insulino-résistance 

et corrèle avec le niveau d’expression génique d’OPN. Dans notre modèle murin, 

l’invalidation de l’OPN prévient l’enrichissement du tissu adipeux en lymphocytes T, et 

favorise une polarisation anti-inflammatoire des cellules immunitaires. Réciproquement, 

l’injection d’OPN entraine une infiltration de cellules inflammatoires dans le tissu adipeux et 

favorise une polarisation de type Th1, pro-inflammatoire. L’infiltration du tissu adipeux par 

les lymphocytes T au cours de l’obésité a récemment été rapportée. Les lymphocytes T CD8 

au contact des macrophages interagissent avec ces cellules (Monney, Sabatos et al. 2002; 

Wu, Ghosh et al. 2007; Rausch, Weisberg et al. 2008; Nishimura, Manabe et al. 2009). Cet 

infiltrat précèderait l’infiltration d’un nouveau pool de macrophages M1 et initierait 

l’insulino-résistance du tissu adipeux (Kintscher, Hartge et al. 2008). Il se pourrait que les LT 

attirent les monocytes et les polarisent en M1, via la sécrétion d’IFNγ (Rocha, Folco et al. 

2008). Si lors de l’obésité, les lymphocytes sont majoritairement CD8, les lymphocytes T CD4 

sont également présents. Comme nous l’avons vu, les lymphocytes T CD4 (ou auxiliaires) 

peuvent être polarisés. Lors de l’obésité, il existe une augmentation des lymphocytes T de 

type Th1 et Th17, pro-inflammatoires et une diminution des lymphocytes Th2 et Treg 

(Gutcher and Becher 2007). Cette diminution des Treg favoriserait l’inflammation et 

l’insulino-résistance (Feuerer, Herrero et al. 2009; Winer, Chan et al. 2009). Le rôle de l’OPN 

dans la polarisation des lymphocytes T est connu. L’OPN entraine une polarisation des 

lymphocytes T en type Th1, pro-inflammatoire (Ashkar, Weber et al. 2000). Aucune étude 

n’a mis en évidence le rôle de l’ostéopontine sur l’infiltration et la polarisation des 

lymphocytes T dans l’obésité. Ceci pourrait contribuer à augmenter l’infiltration 

macrophagique et leur polarisation en type inflammatoire.  
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Dans l’obésité, l’OPN pourrait favoriser le recrutement de LT et modulerait leur polarisation 

en type pro-inflammatoire (Th1, augmentation de l’expression d’IFNγ), et une diminution 

des Treg dans le TA. L’OPN favoriserait donc l’inflammation et l’insulino-résistance 

directement via les macrophages, mais également via les lymphocytes T, qui a leur tour 

pourront favoriser le recrutement de nouveaux macrophages M1 et moduler leur réponse. 

 OPN et complications hépatiques liées à l’obésité et à l’alcoolisme 

Nous montrons que l’OPN joue un rôle dans les complications hépatiques liées à l’obésité et 

à l’alcoolisme chronique. Nous rapportons chez les patients alcooliques une corrélation 

entre l’expression de l’OPN et l’infiltrat en polynucléaires neutrophiles. Il a été rapporté que 

l’expression hépatique et plasmatique de l’OPN était augmentée dans les lésions hépatiques 

induites par l’alcool sur un modèle murin et participerait à l’infiltration par les polynucléaires 

neutrophiles (Banerjee, Apte et al. 2006; Banerjee, Burghardt et al. 2006; Koh, da Silva et al. 

2007; Kohan, Bader et al. 2007; Banerjee, Lee et al. 2008). Au cours de l’obésité, nous 

montrons que l’expression hépatique de l’OPN est augmentée et que son invalidation 

améliore la stéatose et l’inflammation hépatique. Nos résultats sont en accord avec la 

littérature (Sahai, Malladi et al. 2004; Kiefer, Zeyda et al. 2010; Kwon, Won et al. 2010; 

Kiefer, Neschen et al. 2011).  

Dans le foie, chez l’homme, c’est lors de l’inflammation (NASH) que la corrélation entre 

l’expression génique de l’OPN et l’infiltration par des macrophages, des cellules dendritiques 

et des lymphocytes T CD8, peut s’observer. Dans notre cohorte, le nombre de lymphocytes T 

CD4 n’est pas augmenté avec la stéatohépatite. Il se pourrait que chez l’homme, l’OPN joue 

un rôle prépondérant sur la polarisation des LT CD4, et non sur leur migration vers le foie. En 

effet, nous avons mis en évidence le rôle de l’OPN sur la polarisation des lymphocytes T dans 

des modèles murins de stéatose et de stéatohépatite.  

Dans la stéatohépatite, le recrutement des lymphocytes vers le foie pourrait être dû à la 

stéatose, et à la capacité intrinsèque des lymphocytes à migrer vers le foie. Le LPS, 

augmenté dans l’obésité, favoriserait cette capacité migratoire des lymphocytes (Bigorgne, 

Bouchet-Delbos et al. 2008). Des souris surexprimant l’OPN au niveau des hépatocytes 

développent spontanément une hépatite associée aux lymphocytes T CD8 et à une 

augmentation des marqueurs de la voie Th1 (Mochida, Yoshimoto et al. 2004). Nous n’avons 

cependant pas pu observer d’effet de l’invalidation de l’OPN dans le recrutement des 
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lymphocytes T hépatiques. D’après nos résultats, l’OPN favoriserait le développement de 

l’inflammation hépatique en modulant une réponse inflammatoire Th1. Le rôle de l’OPN sur 

l'évolution des complications hépatiques (stéatose vers NASH)  est aussi dépendant de 

l’inflammation et l’insulino-résistance du tissu adipeux. Cette notion a été rapportée par une 

étude sur des souris obèses diabétiques (db/db) soumises à un régime MCD, induisant une 

NASH. L’inflammation, la souffrance et la fibrose hépatique et l’expression de l’OPN étaient 

supérieures chez ces souris que chez les souris obèses non-insulino-résistantes (ob/ob) 

soumises à ce même régime (Sahai, Malladi et al. 2004).  

L’invalidation de l’OPN diminue aussi la sécrétion d’IL-17. Il a été récemment montré que 

l’IL-17 favorise la fibrose hépatique en augmentant l’inflammation pro-fibrosante (IL-6, 

TGFβ, TNFα, IL-8) ou en activant  directement les cellules stellaires (Meng, Wang et al. 2012; 

Tan, Qian et al. 2013). L’IL-22 sécrétée par les lymphocytes lors d’une réponse de type Th17 

n’est pas modifiée chez les souris invalidées pour l’OPN. Il a été rapporté que l’IL22 

diminuerait la fibrose hépatique en induisant la sénescence des cellules stellaires du foie et 

la prolifération des hépatocytes (Kong, Feng et al. 2012; Kong, Feng et al. 2013). L’OPN 

pourrait donc faciliter le développement de la fibrose hépatique en stimulant la production 

d’IL-17. Il serait intéressant de déterminer si cette forte augmentation de l'expression de 

l'OPN dans le TA ne pourrait pas aussi favoriser la fibrose du TA via l'IL-17.  

En effet, la stéatohépatite évoluera vers la fibrose hépatique, mais peu de nos patients 

obèses présentent une fibrose avancée ou une cirrhose. Nous avons donc étudié l’OPN à 

partir de patients alcooliques, chez qui la fibrose avancée et la cirrhose sont plus 

représentées. 

Nos résultats rapportent l’augmentation de l’OPN lors de l’inflammation et de la fibrose 

hépatique chez les patients alcooliques. Récemment, il a été rapporté que l’expression 

hépatique de l’OPN était altérée dans le foie de patients alcooliques présentant une hépatite 

et une fibrose (Seth, Gorrell et al. 2006; Morales-Ibanez, Dominguez et al. 2013). A partir de 

modèles murins, plusieurs études ont rapportés le rôle de l’OPN dans l’inflammation 

hépatique, notamment l’infiltration par des polynucléaires neutrophiles. L’OPN serait 

sécrétée par les cellules des canalicules biliaires, les macrophages et les cellules étoilées 

(Apte, Banerjee et al. 2005; Banerjee, Apte et al. 2006; Banerjee, Burghardt et al. 2006; 

Banerjee, Lee et al. 2008; Morales-Ibanez, Dominguez et al. 2013).  
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L’OPN est impliqué dans la fibrogénèse hépatique. L’invalidation de l’OPN prévient la fibrose 

induite par un régime MCD (méthionine choline deficient) dans un modèle murin (Sahai, 

Malladi et al. 2004; Syn, Choi et al. 2011). Les mécanismes impliqués dans le rôle pro-

fibrogénique de l’OPN seraient communs à plusieurs facteurs étiologiques de fibrose 

hépatique. L’augmentation de l’OPN lors de la cirrhose a en effet été rapportée dans les 

maladies alcooliques et non alcooliques du foie, dans la cirrhose biliaire primitive, dans la 

cholangite sclérosante primitive et dans les hépatites auto-immunes. Nous rapportons que 

l’OPN circulant est corrélée au degré de fibrose chez les patients porteurs du virus C. Lors de 

l’hépatite B, l’OPN plasmatique est aussi un excellent facteur prédictif de cirrhose (Zhao, Li 

et al. 2008). La sécrétion de l’OPN par les cellules canaliculaires biliaires, les cellules NKT et 

les cellules étoilées favoriserait la fibrose hépatique. L’expression de l’OPN dans ces cellules 

serait dépendante de la voie hedgehog (Hh) (Syn, Choi et al. 2011; Syn, Agboola et al. 2012). 

L’OPN sécrétée aurait alors une fonction paracrine ou autocrine sur les cellules étoilées, qui 

entrainerait le développement de la fibrose. En effet, l’OPN est nécessaire à la 

différentiation en myofibroblastes. Son expression est augmentée dans cellules étoilées 

activées (Kawashima, Mochida et al. 1999; Lee, Seo et al. 2004; Lenga, Koh et al. 2008) et 

entraine la production de collagène et l’augmentation de l’expression du TGFβ in vitro (Lee, 

Seo et al. 2004). De plus, l’OPN, sous la dépendance de la voie Hh induirait dans les cellules 

progénitrices une différentiation en hépatocytes, permettant la régénération cellulaire en 

réponse à la perte cellulaire, mais également une différentiation en myofibroblastes, par 

l’activation du mécanisme de transition épithélio-mésenchymateuse. En effet, l’OPN agirait 

sur les cellules étoilées, mais également sur les hépatocytes. Sous l’influence du TGFβ, les 

hépatocytes subissent une transition epithélio-mésenchymateuse. Leur différentiation en 

fibroblastes participerait à la fibrose hépatique (Zeisberg, Yang et al. 2007). L’OPN pourrait 

être impliquée dans cette transition épithélio-mésenchymateuse des hépatocytes. Dans le 

VHC, il a été récemment décrit que l’OPN entrainerait une transition des hépatocytes, 

exprimant un marqueur épithélial, la E-cadherine, en cellules mésenchymateuses, exprimant 

la N-cadherine. Cette transition se ferait  via l’activation et la phosphorylation d’Akt, ce qui 

permet la stabilisation de la β-caténine et son accumulation nucléaire. Cette dernière active 

la transcription de gènes impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse (Iqbal, 

McRae et al. 2013; Iqbal, McRae et al. 2014). La voie Hh serait activée par des cytokines pro-

fibrogéniques, et le ligand Hh serait produit par les hépatocytes en souffrance, les cellules 
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étoilées et les cellules immunes du foie (Machado and Cortez-Pinto 2011). La voie Hh 

induirait la production d’OPN via Sox9 (Pritchett, Harvey et al. 2012). 

D’autres facteurs impliqués dans la pathogenèse des maladies alcooliques du foie peuvent 

provenir de sites extra-hépatiques, en particulier le tissu adipeux. Sur notre cohorte de 

patients alcooliques, le niveau d’expression de l’OPN du tissu adipeux augmente avec le 

degré de fibrose. Il a été rapporté que l’excès de poids était un facteur de risque 

indépendant de stéatose, d’hépatite alcoolique aiguë et de cirrhose chez les patients avec 

une hépatopathie alcoolique (Naveau, Giraud et al. 1997). L’indice de masse corporelle (IMC) 

est un facteur de risque indépendant de la fibrose chez les patients alcooliques non obèses 

(Raynard, Balian et al. 2002). Lors de l’alcoolisme chronique, il existe une inflammation du 

tissu adipeux. L’expression de cytokines inflammatoires (LPS, l’IL-6, TNFα) est augmentée 

dans le tissu adipeux de patients alcooliques. Plus récemment, Naveau et coll. ont démontré 

que l'inflammation du tissu adipeux était corrélé avec la sévérité des lésions observées dans 

le foie des patients alcooliques (Naveau, Cassard-Doulcier et al. 2010). L’augmentation de 

l’OPN dans le tissu adipeux pourrait être due à l’activation des macrophages du tissu adipeux 

par le LPS ou par des cytokines inflammatoires comme le TNFα ou l’IL-6, augmentés chez les 

alcooliques (Lucey, Mathurin et al. 2009; Naveau, Cassard-Doulcier et al. 2010). Les 

mécanismes impliqués dans l’inflammation du tissu adipeux restent à préciser, mais il se 

pourrait que l’OPN favorise le recrutement de macrophages dans le tissu adipeux et 

l’inflammation, comme nous l’avons rapporté au cours de l’obésité. Dans le cas des patients 

alcooliques, l’augmentation de l’expression de l’OPN ne serait pas secondaire à 

l’hypertrophie du tissu adipeux, mais à l’inflammation. Cela est conforté par le fait que le 

niveau d’OPN n’est pas corrélé avec l’IMC. Dans notre étude, l’OPN est facteur prédictif 

indépendant de fibrose hépatique. A partir d’un groupe de 60 patients, nous avons observé 

que l’IMC n’était pas corrélé au degré de fibrose hépatique. Cependant, un plus grand 

nombre de patients seraient nécessaires afin de confirmer ces résultats.  

De plus en plus de patients associent deux facteurs de risque de développer une atteinte 

hépatique : l’obésité et l’alcoolisme chronique. L’association de ces deux facteurs favorise le 

développement et la sévérité des complications hépatiques. 

 L’OPN plasmatique comme marqueur prédictif de fibrose 
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Dans notre travail, les niveaux d’expression de l’OPN du foie et du tissu adipeux augmentent 

avec le degré de fibrose chez les patients alcooliques et l’OPN plasmatique est un facteur 

prédictif indépendant de fibrose chez les alcooliques (fibrose ≥2). Une étude récente a 

confirmé cette augmentation de l’OPN plasmatique chez les patients alcooliques (Morales-

Ibanez, Dominguez et al. 2013) et plusieurs études rapporte cette augmentation lors de 

l’obésité (Gomez-Ambrosi, Catalan et al. 2007; Bertola, Deveaux et al. 2009). Les modèles 

murins d’hépatite alcoolique présentent eux aussi une augmentation du taux plasmatique 

d’OPN (Apte, Banerjee et al. 2005), et dans des modèles murins de fibrose hépatique, 

l’expression d’OPN est augmentée dans le sérum (Sahai, Malladi et al. 2004; Lorena, Darby 

et al. 2006; De Minicis, Seki et al. 2007). A contrario, dans l’obésité, l’augmentation du 

niveau d’OPN plasmatique est sujette à controverse chez la souris (Nomiyama, Perez-Tilve et 

al. 2007; Kiefer, Zeyda et al. 2008; Lancha, Moncada et al. 2014). A l’heure actuelle, 

l’implication du foie et du tissu adipeux dans le niveau d’OPN plasmatique n’est pas encore 

établie. Dans l’obésité, notre équipe a démontré que l’OPN produite par le tissu adipeux 

n’était pas sécrétée dans la circulation générale et aurait une action locale (Bertola, Deveaux 

et al. 2009). Le niveau d’expression hépatique de l’OPN est corrélé au niveau d’OPN 

plasmatique dans notre travail sur les patients alcooliques. Ces résultats suggèrent que 

l’OPN plasmatique a une origine hépatique. L’OPN est exprimée par plusieurs types 

cellulaires présents dans le foie : hépatocytes, macrophages, cellules de Kupffer, cellules 

étoilées, cellules épithéliales biliaires, et cellules inflammatoires (Sahai, Malladi et al. 2004; 

Lorena, Darby et al. 2006; De Minicis, Seki et al. 2007). Il reste à déterminer quel type 

cellulaire participe à la sécrétion d’OPN dans la circulation et quelle est la fonction de l’OPN 

plasmatique. 

Dans les maladies hépatiques liées à l’alcool ou à l’obésité, comme dans les autres causes 

d’hépatopathies, l’évaluation de la fibrose est nécessaire. Elle permet de définir la prise en 

charge du patient (simple surveillance, mise en place d’un traitement, surveillance des 

complications liées à une fibrose avancée ou à la cirrhose), et de surveiller l’évolution 

naturelle ou sous traitement de la pathologie hépatique. Elle permet aussi de définir le 

pronostic du patient. La biopsie hépatique est la méthode de référence pour évaluer la 

fibrose hépatique. Toutefois la biopsie a certains inconvénients. Il s’agit d’un geste invasif, 

entrainant des complications de type douleur dans 30%, des complications plus sévères 
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(hémorragies en particulier) dans 0.3% des cas et un décès dans 0.03% (Cadranel, Rufat et al. 

2000). Les limites de l’interprétation histopathologique sont dues aux biais d’échantillonnage 

(la biopsie intéresse 0.002% du volume total du foie et ne reflète pas forcément l’atteinte 

globale du foie), et à la variabilité intra et inter observateur (Ratziu, Charlotte et al. 2005).  

Devant les risques et les limites de la biopsie hépatique, plusieurs marqueurs de fibrose ont 

été identifiés et des modèles ont été mis au point (Chrostek and Panasiuk 2014). La plupart 

des méthodes sont performantes pour le diagnostic de fibrose à un stade avancé (F3, F4), 

mais demeurent insuffisantes pour discerner les différents stades précoces de fibrose (F0, 

F1, F2). Nous rapportons que l’OPN est un marqueur prédictif indépendant de fibrose ≥2 

chez les patients alcooliques. Nous avons aussi montré que les marqueurs sériques 

d’apoptose et de mort hépatocytaires sont des bio-marqueurs non invasifs de fibrose chez 

les patients ayant une hépatopathie alcoolique (Lavallard, Bonnafous et al. 2011). L’étude de 

Naveau et coll. rapportait que le Fibrotest®, le Fibromètre® et l’Hépatoscore avaient une 

bonne capacité à prédire une fibrose modérée (≥2), et une excellente capacité à prédire la 

cirrhose. De plus, ces modèles corrélaient avec le degré de fibrose (Naveau, Gaude et al. 

2009). Ils prédisent également la mortalité indépendante des complications hépatiques. Il 

serait intéressant d’étudier la valeur pronostic sur la survie de l’OPN. 

Le FibroTest® est le test le plus utilisé en France. Il a été initialement mis au point pour 

diagnostiquer la fibrose significative dans les hépatites chroniques virales C et B, et 

alcooliques. Par la suite, il été validé pour les maladies du foie non alcooliques (Imbert-

Bismut, Ratziu et al. 2001; Naveau, Raynard et al. 2005; Thabut, Naveau et al. 2006; Poynard, 

Morra et al. 2007). Il existe un certain nombre de causes assez bien identifiées de faux 

positifs et faux négatifs du FibroTest®, dues à une modification d’un des différents 

paramètres indépendamment de l’atteinte hépatique (hémolyse, maladie de Gilbert, 

cholestase, inflammation aiguë). Ce test est recommandé en première intention dans 

l’hépatite virale C, avant la biopsie hépatique, pour l’évaluation de la fibrose. Les 

FibroMètres® sont des tests permettant d’évaluer le degré de fibrose et l’aire de fibrose à 

l’aide de paramètres variables selon l’étiologie (Cales, Oberti et al. 2005). Le dosage de l’OPN 

pourrait être un élément intéressant dans l’évaluation de la fibrose hépatique, évitant le 

recours à la biopsie hépatique. 
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• Rôle protecteur de l’OPN dans l’ischémie-reperfusion hépatique 

Notre travail est la première étude sur l’OPN lors de l’ischémie-reperfusion hépatique. Nous 

rapportons que l’OPN hépatique et plasmatique est augmentée lors de l’ischémie-

reperfusion hépatique chez la souris, et que l’OPN préviendrait les lésions dues à l‘ischémie-

reperfusion, dans nos conditions (45min d’ischémie suivie de 4h de reperfusion). Les effets 

de l’OPN dans des conditions plus stringentes et des temps de reperfusion plus long, 

associés à une fibrose, restent à être étudiés. L’expression de l’OPN et son rôle lors de 

l’ischémie-reperfusion a été étudiée dans d’autres organes, comme le rein, le cerveau et le 

cœur.  

 OPN et survie hépatocytaire 

Dans l’étude de Koh et coll., des souris ont été traitées avec du tétrachlorure de carbone 

(CCl4). Les souris surexprimant l’OPN présentaient moins de lésions hépatiques après 

l’administration de CCl4 comparées aux souris sauvages contrôles (Koh, Matsui et al. 2005). 

Les souris invalidées pour l’OPN présentaient une nécrose hépatique et une fibrose plus 

importante que les souris sauvages (Lorena, Darby et al. 2006). Dans ce modèle de 

souffrance hépatique, l’OPN favoriserait la survie des hépatocytes et diminuerait 

l’inflammation.  

Les mécanismes impliqués dans la survie cellulaire ne sont pas complètement élucidés. In 

vivo, l’effet protecteur de l’OPN prédomine sur la prévention de la nécrose cellulaire. Il se 

pourrait que la nécrose observée lors de l’ischémie-reperfusion soit le résultat d’une 

apoptose avortée, en raison du manque d’ATP. Nous avons pu mettre en évidence que l’OPN 

augmente le  niveau d’ATP, comme le suggère la baisse de ce niveau dans les cellules 

invalidées pour l’OPN. Il a été rapporté que l’OPN augmenterait la production d’ATP par 

activation de la chaine respiratoire mitochondriale dans les cellules carcinomateuses 

mammaires circulantes. Ces cellules tumorales quittent la tumeur primaire et rejoignent la 

circulation sanguine et/ou lymphatique afin de disséminer dans l’organisme sous la forme de 

métastases. Sans matrice, elles sont alors soumises à un défaut d’énergie et de production 

d’ATP. L’OPN favoriserait leur survie en augmentation le niveau de glucose intracellulaire et 

en augmentant la production d’ATP (Shi, Mirza et al. 2014; Shi, Wang et al. 2014). De plus, 

l’invalidation de l’OPN diminue l'expression de Bcl-2, protéine anti apoptotique. Il avait été 

rapporté que Bcl-2 prévient l’apoptose hépatocytaire et la nécrose cellulaire induite par 
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l’ischémie-reperfusion (Lacronique, Mignon et al. 1996; Yamabe, Shimizu et al. 1998; 

Neuman 2001). L’ OPN protège aussi de la mort hépatocytaire induite par le TNFα (Neuman 

2001), dont l’expression est augmentée après ischémie-reperfusion dans notre modèle. 

L’OPN pourrait donc prévenir la mort hépatocytaire induite par ischémie-reperfusion en 

augmentant Bcl-2, ce qui rendrait moins sensibles les hépatocytes au TNFα. Cette 

association entre l'OPN et l’expression de Bcl2 a été rapporté dans le carcinome 

hépatocellulaire. L’OPN préviendrait l’apoptose des cellules tumorales et favoriserait leur 

survie, en augmentant la production de Bcl-2 et en activant les voies Akt et NF-κB (Zhao, 

Dong et al. 2008; Cao, Li et al. 2012).  

 OPN : propriétés anti-inflammatoires  

Le rôle protecteur de l’OPN pourrait également être dû à ses propriétés anti-inflammatoires. 

Dans notre travail, l’invalidation de l’OPN s’accompagne d’une augmentation de l’expression 

hépatique de cytokines inflammatoires et d’iNOS. Il a été clairement montré que le TNFα et 

le NO, produit par iNOS sont responsables de lésions hépatiques lors de l’ischémie-

reperfusion (Taniai, Hines et al. 2004; Hamada, Duarte et al. 2009). L’OPN induit dans les 

macrophages une inhibition d’iNOS via la dégradation de STAT-1, et donc la diminution de 

l’expression de NO (Gao, Mi et al. 2007). Nous mettons en évidence que l’OPN diminue la 

production de cytokines inflammatoires par les macrophages en réponse au LPS.  

L’OPN endogène confèrerait une résistance partielle à la mort cellulaire induite par la 

déprivation en oxygène et le TNFα dans les hépatocytes, en augmentant Bcl-2 et l’ATP. Cette 

diminution de la mort hépatocytaire diminuerait l’activation des macrophages. De plus, dans 

les macrophages activés (M1), l’OPN régule la production de cytokines inflammatoires et de 

NO via iNOS. La mort hépatocytaire induite par l’inflammation serait alors moindre. Les 

effets de l’OPN à plus long terme doivent être étudiés. 

• L’OPN : une protéine complexe 

L’OPN est une protéine impliquée dans de nombreux processus physiologiques et 

pathologiques. Dans le foie, l’OPN est augmentée au cours de lésions induites par l’obésité, 

l’alcoolisme chronique et l’ischémie-reperfusion. Cependant, elle va jouer des rôles 

différents.  
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Cette capacité de l’OPN à entrainer des réponses différentes dans un même organe a été 

rapportée dans un modèle d’allergie des voies aériennes. Lors de l’allergie, des agents 

environnementaux entrainent une réponse inflammatoire de type Th2 excessive. Cette 

étude démontre que l’OPN aurait des effets opposés lors de la première exposition à l’agent 

allergène (rôle pro-inflammatoire) et des expositions suivantes (rôle anti-inflammatoire) 

(Xanthou, Alissafi et al. 2007). Dans un modèle murin de lupus systémique, l’OPN semble 

favoriser la réponse pathologique dans les phases précoces de la maladie, alors qu’elle aurait 

un rôle protecteur lors de la phase tardive (Weber and Cantor 2001).  

Très récemment, le rôle protecteur de l’OPN lors de l’hépatite alcoolique a été décrit. Le 

modèle murin utilisé développait des lésions d’hépatite alcoolique chronique (régime riche 

en cholestérol et acides gras saturés associé à l’administration intragastrique d’éthanol au 

long cours). Pour obtenir des lésions d’hépatite alcoolique aigüe, un gavage d’éthanol 

hebdomadaire était réalisé (« alcohol binge »). L’invalidation de l’OPN ne prévenait pas les 

lésions d’hépatite alcoolique aigüe. Certaines souris OPN-/- (3/7 souris) développaient des 

lésions d’hépatite alcoolique aigüe même en l’absence de gavage aigu. Dans ce modèle, 

l’OPN protègerait de la survenue d’hépatite alcoolique aigüe. Cette étude récente propose 

un nouveau modèle d’hépatite alcoolique aigüe, et a été réalisée sur un petit nombre de 

souris. Les résultats obtenus sont hétérogènes et restent à confirmer (Lazaro, Wu et al. 

2014). Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction, l’OPN pourrait prévenir 

l’inflammation hépatique en se liant au LPS. Au cours de l’alcoolisme chronique, il y a une 

perte de l’intégrité de la muqueuse intestinale, permettant une translocation de LPS 

favorisant l’inflammation hépatique. L’OPN aurait la capacité de se lier au LPS, tant au 

niveau de la muqueuse intestinale que dans le foie, prévenant ainsi les lésions hépatiques 

(Ge, Lu et al. 2013; Ge, Leung et al. 2014). 

L’étude de Lazaro et coll. souligne la complexité à étudier les effets d’une protéine à partir 

de modèles murins. Cette difficulté est accentuée lorsque la protéine étudiée a plusieurs 

formes. Dans le cas de l’OPN, le gène spp1 est soumis à une traduction alternative, à un 

épissage alternatif, et la protéine OPN est soumise à de nombreuses modifications post-

traductionnelles. 

La traduction alternative entraine la production de la forme sécrétée (OPNs) ou intra-

cellulaire (OPNi) de l’OPN. Ces deux formes ont des rôles différents. L’OPNs est impliquée 
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dans la prolifération, la survie, la migration, l’activation et la sécrétion de cytokines 

inflammatoires par les cellules de l’immunité. L’OPNi est impliquée dans la motilité cellulaire 

(via son interaction avec le complexe CD44-ERM et l’actine), et dans la division cellulaire (via 

son interaction avec  la protéine Plk-1 impliqué dans le cycle mitotique). L’OPNi est 

également une protéine adaptatrice impliquée dans la réponse immune, dont les effets 

précis restent à définir (Inoue and Shinohara 2011). Les formes sécrétée et intracellulaire de 

l’OPN sont obtenues à partir d’un même ARN messager. Dans les modèles murins utilisés, il 

est intéressant de noter que l’utilisation d’anticorps anti-OPN inhibera les fonctions de l’OPN 

sécrétée, et non de l’OPN intra-cellulaire. L’utilisation de modèles invalidés pour l’OPN 

inhibera les effets de l’OPN sécrétée et intra-cellulaire. De même chez l’homme, la 

quantification de la protéine OPN ou du gène de l’OPN, pourra, selon les organes ou cellules 

étudiées correspondre à une ou deux formes de l’OPN. 

L’épissage alternatif entraine la génération de plusieurs isoformes de l’OPN, dont le rôle 

pourrait varier selon le type cellulaire et les conditions physiologiques ou pathologiques. De 

plus, la protéine OPN est soumise à de nombreuses modifications post-traductionnelle. C’est 

dans la pathologie cancéreuse que le rôle des isoformes de l’OPN a été le plus étudié. Selon 

le type de cancer, une isoforme sera plus exprimé, et son rôle sera différent (Gimba and Tilli 

2013). Dans le carcinome hépatocellulaire, une étude rapporte que le tissu tumoral exprime 

les isoformes OPNa et OPNb, alors que le tissu sain exprime l’isoforme OPNc. Les effets de 

l’OPN sont différents selon le type de lignées cellulaires étudiées et l’isoforme. Sur les 

hépatocytes non carcinomateux, l’OPNa et l’OPNb induirait la migration des cellules et 

l’OPNc n’aurait pas d’effet, alors qu’elle diminuerait la migration de cellules hépatocytaires 

carcinomateuses (Chae, Jun et al. 2009). Une autre étude révèle que l’expression de l’OPNc 

chez les patients serait corrélée à l’invasion cellulaire et à la dissémination métastatique 

(Takafuji, Forgues et al. 2007). La régulation de cet épissage alternatif n’est pas encore 

connue. 

Enfin les nombreuses modifications post-traductionnelles de l’OPN pourrait aussi moduler 

ses fonctions. Par exemple, il a été rapporté que le syndecan-4, un glycosaminoglycane 

héparine-like se lie sur un domaine de liaison à l’héparine de l’OPN et empêche son clivage 

par la thrombine, et l’exposition du domaine de liaison aux intégrines. Dans un modèle 

d’hépatite fulminante, induit chez la souris par un traitement à la concavaline A, 
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l’invalidation du syndecan-4 aggrave les lésions hépatiques. En bloquant le clivage par la 

thrombine et le domaine de liaison aux intégrines, le syndecan-4 protège des lésions 

hépatiques (Kon, Ikesue et al. 2008). 

Il serait intéressant de déterminer quel est la forme (intra-cellulaire ou sécrétée), l’isoforme 

(a,b ou c) principalement produit et quelles sont les modifications post-traductionnelles 

survenant lors des différentes complications hépatiques que nous avons étudiées. Ceci 

permettrait d’expliquer en partie les effets observés lors de l’invalidation de l’OPN dans nos 

différentes conditions. Il se peut également que l’OPN protège de l’apoptose hépatocytaire, 

par les mécanismes que nous avons évoqués, mais que ces effets soient insuffisant dans la 

souffrance survenant lors de l’obésité et de l’alcoolisme, et que le rôle pro-inflammatoire de 

l’OPN prime sur son rôle anti-apoptotique. 
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CONCLUSION 
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Les résultats présentés dans ce document permettent de mettre en évidence et de mieux 

comprendre le rôle de l’OPN dans les complications hépatiques liées à l’obésité et à 

l’alcoolisme chronique. 

La stéatose hépatique, touchant 90% des patients obèses et alcooliques est diminuée en 

l’absence d’OPN. Cet effet de l’OPN est probablement secondaire à l’inflammation et 

l’insulino-résistance du tissu adipeux, favorisées par l’OPN. L’OPN pourrait aussi avoir un 

effet sur le stockage des acides gras intra-cytoplasmique dans les hépatocytes, en régulant 

l’expression de gènes impliqués dans la synthèse des triglycérides ou dans la formation des 

gouttelettes lipidiques. 

L’OPN favorise l’inflammation du tissu adipeux et du foie. L’OPN favorise la migration dans le 

tissu adipeux des macrophages et leur polarisation en cellules sécrétant des cytokines 

inflammatoires. Nous montrons que l’OPN favorise également l’infiltration du tissu adipeux 

par des lymphocytes T Th1, pro-inflammatoires et diminue la présence de lymphocytes Treg. 

Ce profil pro-inflammatoire favorise l’insulino-résistance. Il reste à déterminer si cette 

polarisation induite par l’OPN sur les LT est due à un effet direct ou via les cellules 

dendritiques. 

Dans le foie, nous avons montré que l’OPN induit une polarisation pro-inflammatoire des 

lymphocytes T, lors de la stéatohépatite. En favorisant l’inflammation hépatique, l’OPN 

faciliterait le développement de la fibrose hépatique. Elle aurait également un rôle pro-

fibrosant direct, en agissant sur les cellules stellaires hépatiques. L’inflammation du tissu 

adipeux chez les patients alcooliques ainsi que l’endotoxinémie due à la perméabilité de la 

barrière intestinale seraient également impliquée. Les rôles de l’OPN sur ces facteurs (rôle 

délétère dans le tissu adipeux, rôle protecteur dans la muqueuse intestinale) restent à 

préciser. Nous rapportons également que l’OPN plasmatique serait un nouveau marqueur de 

fibrose modérée chez les patients alcooliques. 

L’OPN agissant à tous les stades de l’évolution des lésions hépatiques observées dans 

l’obésité et dans l’alcoolisme chronique, elle serait une cible thérapeutique intéressante. 

D’autant plus que l’OPN est négativement régulée par les agonistes des PPARγ, utilisés dans 

le traitement du diabète de type II (thiazolidinediones). 
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Dans les lésions hépatiques précoces induites par l’ischémie-reperfusion, l’OPN aurait au 

contraire un rôle protecteur, en favorisant la survie hépatocytaire et en diminuant 

l’inflammation due aux macrophages. Des études sont nécessaires pour déterminer le rôle 

de l'OPN dans les phases tardives de l'ischémie-reperfusion (régénération/fibrose). Cette 

même protéine peut donc être délétère ou protectrice vis-à-vis du parenchyme hépatique. Il 

serait intéressant de déterminer le rôle prépondérant de chaque isoformes de l’OPN, et par 

quels mécanismes ils sont régulés. Des approches de neutralisation de l'OPN (injection 

d'anticorps et de forme soluble de sCD44) mais aussi de maturation de cette OPN (prévenir 

son clivage par la thrombine via l'injection de syndecan-4) nous permettraient aussi 

d'évaluer si le ciblage de l'OPN peut prévenir ou corriger les maladies chroniques du foie.  
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Saint-Paul1,2,4, Antonio Iannelli3, Jean Gugenheim1,2,3, Jonathan Barr5, José M. Mato6, Yannick Le
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Abstract

Background: Obesity modulates inflammation and activation of immune pathways which can lead to liver complications.
We aimed at identifying expression patterns of inflammatory and immune response genes specifically associated with
obesity and NASH in the liver of morbidly obese patients.

Methodology/Principal Findings: Expression of 222 genes was evaluated by quantitative RT-PCR in the liver of morbidly
obese patients with histologically normal liver (n = 6), or with severe steatosis without (n = 6) or with NASH (n = 6), and in
lean controls (n = 5). Hepatic expression of 58 out of 222 inflammatory and immune response genes was upregulated in
NASH patients. The most notable changes occurred in genes encoding chemokines and chemokine receptors involved in
leukocyte recruitment, CD and cytokines involved in the T cell activation towards a Th1 phenotype, and immune
semaphorins. This regulation seems to be specific for the liver since visceral adipose tissue expression and serum levels of
MCP1, IP10, TNFa and IL6 were not modified. Importantly, 47 other genes were already upregulated in histologically normal
liver (e.g. CRP, Toll-like receptor (TLR) pathway). Interestingly, serum palmitate, known to activate the TLR pathway, was
increased with steatosis.

Conclusion/Significance: The liver of obese patients without histological abnormalities already displayed a low-grade
inflammation and could be more responsive to activators of the TLR pathway. NASH was then characterized by a specific
gene signature. These findings help to identify new potential actors of the pathogenesis of NAFLD.
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Introduction

The incidence of overweight and obesity is rapidly increasing in

many Western countries and is associated with the development of

type 2 diabetes, hypertension and Non Alcoholic Fatty Liver

Disease (NAFLD). NAFLD is one of the most common forms of

chronic liver diseases [1]. Liver biopsies of patients with NAFLD

show a spectrum of pathological changes ranging from simple

steatosis to steatohepatitis (Non Alcoholic Steato-Hepatitis,

NASH) and steatofibrosis leading, in some cases, to cirrhosis and

hepatocellular carcinoma. Indeed, 20% of patients with biopsies-

proven NASH may progress to cirrhosis [1].

NAFLD are frequently associated with visceral obesity, insulin

resistance and metabolic syndrome [2] but predisposing and

environmental factors could also be involved. Obesity modulates

inflammation and activation of immune pathways which can affect

hepatic lipid metabolism leading to hepatic injury, NASH and

fibrosis. Adipose tissue and gut are potential players in the

alteration of hepatic metabolism and inflammation [3]. Adipose

tissue of obese patients is inflamed and the recruitment and
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activation of monocytes in the adipose tissue by chemokines such

as Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP1) and osteopontin

are the principal effectors of this inflammation [4–6]. Inflamma-

tion causes adipocyte insulin resistance resulting in increased

lipolysis and serum free fatty acids (FFA) flux, alteration of

adipokine secretion and consequently hepatic fat accumulation

and insulin resistance [7–9].

In NAFLD, adipose tissue substantially contributes to systemic

TNFa, MCP1, IL6, and adiponectin which modify the hepatic

inflammatory/immune system. We have shown that IL6-stimu-

lated CRP and hepcidin expression in adipose tissue is associated

with the elevated circulating levels of CRP and hypoferremia in

morbidly obese patients independently of NASH [10–12]. Patients

with NAFLD also seem to have an increased intestinal

permeability associated with loss of integrity of epithelial tight

junctions which could lead to increased levels of circulating

lipopolysaccharide (LPS) [13]. Activation of cells including

Kupffer cells by LPS triggers the production of reactive oxygen

species and pro-inflammatory cytokines in the liver, resulting in

NAFLD [14].

Alteration in Natural Killer T (NKT) cells number and/or

activity and activation of the adaptive immune system could also

promote the liver alterations. NKT cells can produce both T

helper 1 (Th1) and T helper 2 (Th2) associated cytokines steering

the immune system into either inflammation or tolerance. An

inverse correlation has been reported between the severity of

steatosis and NKT cell number in mice and the reduction in the

NKT cell number was associated with an increased hepatic

production of Th1 cytokines [3]. In NAFLD patients, peripheral

NKT cell number is decreased [15]. Activation of Kupffer cells,

oxidative stress, reduction in regulatory T cells, and the altered

profiles of adipokines (leptin, resistin versus adiponectin) could also

lead to the disruption of the physiological tolerance of the liver to

portal antigens [3]. Indeed, IgG antibodies against lipid peroxi-

dation-derived antigens have been observed in patients with

NAFLD and are associated with advanced fibrosis [16].

The inflammation and immune reactions in the progression of

normal liver to steatosis, and then NASH are not well

characterized. In this paper, we have focused on the differential

expression of genes related to inflammation and immune response

specifically associated with obesity, steatosis and NASH in liver of

morbidly obese patients. To this aim, a quantitative approach was

used focussing at most inflammatory pathways reported in the

hepatic complications induced by obesity and chronic alcohol

consumption in mice and humans.

Results

Clinical and biochemical data
Characteristics of the morbidly obese patients are given in

Table 1, according to the severity of steatosis (S0: without steatosis,

n = 6; S3: with severe steatosis, n = 6) and the presence of NASH

(NASH, n= 6) determined on liver biopsies. All NASH patients

have severe steatosis and a NAFLD activity score (NAS) $5. All

the obese patients have the same hepatic fibrosis stage (F1). A

significant difference was observed in the genders of NASH obese

patients and the S0 and S3 obese patients.

Genes upregulated with NASH
The goal of this study was to better characterize the

inflammation and immune reaction in NAFLD patients. To this

aim, we examined the expression levels of 222 selected genes

related to inflammation and immune response including the CD,

chemokines, semaphorins/plexins, interleukin, IFN, TNFa,

TGFb, NFkB and Toll-like receptor pathways (Table S1) by a

quantitative RT-PCR approach. Among the 222 inflammatory

and immune response genes tested, 192 were detected in liver in

our experimental conditions (Table S1).

A number of comparisons were then performed to detect genes

potentially involved in obesity, liver steatosis and NASH. The first

analysis compared expression profiles between NASH and S3

patients. We defined as a NASH specific gene, a gene which was

upregulated more than 1.4 fold in NASH patients compared to S3

patients and, evidently, to S0 patients and controls (lean patients

without liver disease). 58 genes were upregulated in NASH

patients and can be separated into two groups: 38 genes were

specifically upregulated in NASH patients (and not in S0 and S3

patients) and 20 genes were upregulated in S0 and S3 patients and

further increased in NASH patients (Table 2). Interestingly, as

illustrated in Figure 1, 15 genes upregulated in NASH patients

encoded chemokines and chemokine receptors involved in

leukocyte recruitment including the couples CXCL8/CXCR1;

CXCL1, 3/CXCR2; CCL3-5/CCR5 and the chemokines

CXCL9-11 and CCL2 (MCP1). In addition, CD62E (E-Selectin)

and CD44 which could be involved in leukocyte recruitment into

inflammation sites were strongly upregulated in NASH patients

(Figure 1). Some of the NASH specific genes encoded cytokines

and molecules involved in the interaction and co-stimulation

between antigen-presenting cells (APC) and T lymphocytes

Table 1. Characteristics of the morbidly obese patients.

S0 S3 NASH

Sex (female/male) 5/1 5/1 1/5

Age (years) 36.265.9 36.063.4 43.264.0

BMI (kg/m2) 43.860.6 44.361.9 40.261.3*

ALT (IU/L) 17.563.9 35.164.2* 58.069.7*/1

AST (IU/L) 20.063.8 24.962.2* 35.264.4*/1

GGT (IU/L) 19.562.6 33.767.3* 57.2615.2*

Alkaline phosphatase (IU/L) 74.768.9 87.3610.6 75.063.4

Albumin (g/L) 37.961.0 42.161.5* 43.961.3*

Total bilirubin (mmol/L) 8.862.4 7.160.5 10.461.71

Conjugated bilirubin (mmol/L) 1.860.7 2.160.1 2.660.2

Fasting insulin (mIU/L) 7.160.9 13.763.5 26.066.3*

Fasting glucose (mmol/L) 4.960.1 5.460.3 7.361.3*

HOMA-IR 1.660.2 3.561.1* 7.961.7*/1

Triglycerides (mmol/L) 0.9960.14 1.6160.27 4.4461.44*/1

Free fatty acids (mmol/L) 0.4460.06 0.6460.05 0.4760.08

Total cholesterol (mmol/L) 4.7460.42 5.8960.45 6.3460.42*

HDL cholesterol (mmol/L) 1.4060.11 1.5060.14 1.1460.07

LDL cholesterol (mmol/L) 2.9060.44 3.6660.34 3.1860.27

NAFLD Activity Score (n) 0 (6) 3 (6) 5 (5) 6 (1)

Grade of steatosis (n) 0 (6) 3 (6) 3 (6)

Lobular inflammation (n) 0 (6) 0 (6) 1 (5) 2 (1)

Hepatocellular ballooning (n) 0 (6) 0 (6) 1 (6)

Fibrosis (n) 1 (6) 1 (6) 1 (6)

S0: patients with normal liver histology, S3: patients with severe steatosis,
NASH: patients with severe steatosis and NASH. Data are expressed as
mean6SEM and were compared by using the non parametric Kruskal-Wallis
test.
*P,0.05 compared with S0 patients and.
1P,0.05 compared with S3 patients.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.t001
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Table 2. List of the 58 genes specifically upregulated in liver of NASH patients.

Gene symbol Controls S0 S3 NASH Fold NASH vs S3 P NASH vs S3

CD

CD62E/E-Selectin 1.0060.35 4.3961.37* 9.1962.52* 50.28615.99* 5.5 0.005

CD69/EA1 1.0060.16 1.6360.25 1.7660.47 6.2261.78* 3.5 0.016

CD54/ICAM1 1.0060.16 1.7660.24* 1.8860.21* 6.4861.10* 3.5 0.006

CD80/B7-1 1.0060.06 2.7960.70* 2.5960.49* 8.6262.22* 3.3 0.025

CD11b/ITGAM 1.0060.18 1.2060.13 1.3860.20 4.15 61.30* 3.0 0.006

CD44 1.0060.18 1.7760.19* 2.0360.16* 4.6360.89* 2.3 0.006

CD18/LFA1 1.0060.21 0.9760.14 1.3160.14 2.8560.59* 2.2 0.010

CD86/B7-2 1.0060.25 1.7960.23 2.2060.26 4.8360.79* 2.2 0.008

CD28 1.0060.15 1.3360.12 1.6960.21 3.5760.67* 2.1 0.046

CD48/LFA3 1.0060.27 1.1360.17 1.4560.12 2.9060.59* 2.0 0.010

CD68 1.0060.10 2.2060.19* 2.2560.20* 4.1260.42* 1.8 0.010

Chemokines and chemokine receptors

CXCL8/IL8 1.0060.10 7.2162.79* 8.1261.76* 73.71627.14* 9.1 0.006

CCL4/MIP1b 1.0060.15 1.1760.18 1.8160.34 7.7861.95* 4.3 0.006

CXCL11 1.0060.23 1.2560.16 1.7260.19 7.1963.08* 4.2 0.010

CCL2/MCP1 1.0060.32 2.5860.48* 3.0860.32* 12.5265.78* 4.1 0.037

CXCL1/GROa 1.0060.49 2.4661.42 7.1363.72 26.0367.49* 3.7 0.016

CCL3/MIP1a 1.0060.19 2.4560.35* 3.8061.39* 14.1961.64* 3.7 0.011

CXCL10/IP10 1.0060.32 0.8160.20 1.1160.27 3.5860.66* 3.2 0.010

CXCR2/IL8RB 1.0060.21 1.6660.42 1.9360.30 6.1260.97* 3.2 0.006

CCR7 1.0060.15 1.4860.09* 2.2860.40* 6.6362.06* 2.9 0.045

CXCL3/GROc 1.0060.36 2.9160.76* 5.0261.21* 13.8263.59* 2.8 0.028

CXCL9 1.0060.29 0.7460.12 1.1060.12 2.9160.52* 2.7 0.016

CCL5/RANTES 1.0060.21 0.8860.12 0.9260.10 2.4860.89* 2.7 0.037

CXCR1/IL8RA 1.0060.18 2.5460.86* 2.7760.52* 7.3961.31* 2.7 0.010

CCR5 1.0060.14 0.8460.11 0.9460.03 1.8760.24* 2.0 0.004

CXCL16 1.0060.11 1.1960.18 1.5560.17 2.3860.39* 1.5 0.025

Semaphorins and plexins

PLXNC1 1.006 0.07 1.3560.23 1.4060.12 5.7062.28* 4.1 0.010

SEMA4A 1.006 0.20 1.556 0.42 1.4860.24 5.3661.66* 3.6 0.016

SEMA7A 1.0060.25 0.8760.09 0.9760.08 2.8760.71* 3.0 0.010

SEMA4D 1.0060.19 1.2560.13 1.4260.10 3.4361.22* 2.4 0.037

Interleukin pathway

IL6 1.0060.42 4.0160.96 3.5861.67 21.2766.78* 5.9 0.011

IL1B 1.006 0.37 0.9060.17 1.4160.27 7.6862.04* 5.4 0.003

IL7R 1.0060.23 1.3960.15 1.2960.12 4.4061.56* 3.4 0.028

IL1RN 1.0060.10 1.6160.25* 1.7860.32* 5.1560.77* 2.9 0.010

IL3RA 1.0060.23 1.0660.25 1.2660.11 3.3261.12* 2.6 0.016

NFL3 1.0060.11 1.626 0.20* 1.8660.24* 4.9060.80* 2.6 0.004

IL2RG 1.0060.16 0.9160.09 1.0160.12 2.5660.53* 2.5 0.016

IL18 1.0060.33 1.0860.14 1.1660.12 2.4460.54* 2.1 0.010

IL13RA2 1.0060.18 1.0260.14 0.8960.18 1.8660.32* 2.1 0.013

IL27RA 1.0060.17 0.7060.09 1.0060.15 1.9360.34* 1.9 0.028

IL1R2 1.0060.14 1.2760.24 1.2360.17 2.0260.17* 1.6 0.018

IL18BP 1.0060.06 1.4760.15 2.0060.22 3.0760.27* 1.5 0.013

JAK-STAT-SOCS pathway

SOCS3 1.0060.34 3.6360.73* 3.6460.81* 13.3763.34* 3.7 0.028

SOCS1 1.0060.11 2.0660.44* 1.7860.23* 5.1061.44* 2.9 0.025

IFN pathway
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Gene symbol Controls S0 S3 NASH Fold NASH vs S3 P NASH vs S3

IFNG 1.0060.28 0.8660.20 1.1360.21 4.1261.46* 3.6 0.039

IFI16 1.0060.25 1.4260.17 1.2060.09 3.3561.02* 2.4 0.008

TNFa and TGFb pathways

TNF 1.0060.37 0.9960.22 1.2860.30 5.9060.91* 4.6 0.004

LTB 1.0060.20 0.9060.15 1.1560.14 3.2861.05* 2.9 0.019

TNFRSF1B 1.0060.12 1.5460.10 1.4460.17 3.4060.85* 2.4 0.016

TRAF1 1.0060.12 1.0660.14 1.2460.17 2.7060.43* 2.2 0.019

TGFB1 1.0060.14 1.2760.22 1.5460.13 2.7060.51* 1.8 0.016

NFkB pathway

REL 1.0060.22 1.7260.23* 2.1860.29* 5.1261.28* 2.4 0.014

RELB 1.0060.24 2.5360.49* 2.3760.33* 5.4060.84* 2.3 0.010

NFKB2 1.0060.18 1.7760.26* 1.8660.17* 3.2260.46* 1.7 0.037

Matrix proteases and inhibitors of matrix proteases

MMP9 1.0060.26 2.3560.41* 3.6360.68* 16.5464.00* 4.6 0.011

SERPINE1/PAI1 1.0060.35 1.9560.83* 5.6560.75* 25.3964.18* 4.5 0.004

TIMP1 1.0060.12 0.9460.19 1.0460.15 2.9860.86* 2.9 0.016

PLAU 1.0060.18 1.2560.30 1.7660.27 4.7960.80* 2.7 0.006

S0: patients with normal liver histology (n = 6), S3: patients with severe steatosis (n = 6), NASH: patients with severe steatosis and NASH (n = 6). Results are expressed
relative to control subjects (mean6SEM) and were compared by using the non parametric Kruskal-Wallis test.
*P,0.05 compared with controls.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.t002

Table 2. Cont.

Figure 1. Upregulation of 17 genes encoding proteins involved in leukocyte recruitment in liver of NASH patients. The hepatic
expression levels of genes were analyzed by real-time quantitative PCR in morbidly obese patients with normal liver histology (S0, n = 6), in morbidly
obese patients with severe steatosis (S3, n = 6), and in morbidly obese patients with severe steatosis and NASH (NASH, n = 6). The mRNA levels of
genes were normalized to the mRNA levels of RPLP0. Results are expressed relative to the expression levels in S0 patients and expressed as
mean6SEM. *P,0.05, compared with S0 patients.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.g001
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(Figure 2) leading to T cell activation towards a Th1 phenotype.

Indeed, the gene expression levels of CD28, CD80 (B7-1), CD86

(B7-2) and IFNc, in addition to CD18 (LFA1), CD54 (ICAM1),

IL1b, IL6 and TNFa were upregulated only in NASH patients.

Moreover, the ratio IL10 versus IFNc was strongly decreased in

NASH patients compared to S3 patients (Figure 2A). Among the

other NASH genes, the expression of genes encoding members of

the plexin/semaphorin family (PLXNC1; SEMA 4D, 7A and 4A)

was also strongly increased in NASH patients (Table 2). We finally

confirmed the modification of the expression levels of TNFa, IL6

and CCL2 (MCP1) in NASH patients previously reported by other

groups [17–20].

Since inflamed adipose tissue could contribute to liver compli-

cations, we then evaluated in visceral adipose tissue (VAT) the gene

Figure 2. Specific upregulation of genes encoding Th1 cytokines and proteins involved in recognition between APC and T cells in
liver of NASH patients. A. The hepatic expression levels of genes were analyzed by real-time quantitative PCR in morbidly obese patients with
normal liver histology (S0, n = 6), in morbidly obese patients with severe steatosis (S3, n = 6), and in morbidly obese patients with severe steatosis and
NASH (NASH, n = 6). The mRNA levels of genes were normalized to the mRNA levels of RPLP0. Results are expressed relative to the expression levels in
S0 patients and expressed as mean6SEM. *P,0.05, compared with S0patients; 1P= 0,033. B. Scheme of recognition between APC and T cells.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.g002
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expression levels of the NASH markers identified in the liver. VAT

was chosen for these studies since adipokines secreted by VAT are

directly delivered to the liver via the portal vein. Only 10 genes out

of the 58 NASH specific genes had a differential expression in the

VAT of NASH patients versus S3 and S0 patients (Table S2). This

indicates that the majority of the NASH markers identified are liver

specific. We then evaluated the circulating levels of two chemokines

(MCP1, IP10) and two cytokines (IL6, TNFa) which are strongly

upregulated in the liver but not in the adipose tissue of NASH

patients, in a larger number of patients (10 lean, 17 S0, 24 S3 and 27

NASH patients). As shown in Figure 3, the expression level of these

chemokines and cytokines was similarly increased in all obese

patients compared with lean subjects with no further increase in

NASH patients. This result indicates that the adipose tissue could be

the main source of these circulating factors but that their local

hepatic upregulation could play an important role in the evolution

of the liver complications.

Genes specifically upregulated with severe steatosis
We then compared expression of genes in severe steatotic livers

(S3 obese patients) with livers without any histological alterations

(S0 obese patients). Surprisingly, we identified only 3 genes which

were upregulated. They encoded SEMA3C (3.6 fold increase,

P= 0.001), IL10 (3.3 fold increase, P= 0.005) and CLDN10 (2.2

fold increase, P= 0.002).

Genes differentially expressed in liver of S0 obese
patients compared with lean controls
Differential expression between lean controls and obese patients

without histological features of steatosis and inflammation (S0

obese patients) was evaluated to identify genes which could be

related mostly to obesity. We have previously reported in the

serum, liver and adipose tissue of morbidly obese patients that

elevated CRP expression levels were independent of metabolic

syndrome, type 2 diabetes and NASH [10]. We further show here

that CRP gene expression in liver and subcutaneous adipose tissue

was upregulated in all morbidly obese patients independently of

liver complications (Figure 4). This later study was performed only

in SCAT since control VAT was not available. Furthermore, we

identified 46 other genes upregulated in the liver of all obese

patients (Table 3) with no difference between S0, S3 and NASH

patients (data not shown). Interestingly, the expression levels of

Figure 3. Elevated serum levels of CCL2, IP10, IL6 and TNFa are dependent on obesity but not on liver complications. The serum of 9
lean patients and 70 morbidly obese patients (15 S0 patients, 23 S3 patients and 23 NASH patients with severe steatosis) were used to evaluate the
circulating levels of CCL2, IP10, IL6 and TNFa.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.g003

Figure 4. CRP gene expression levels in function to liver complications. The expression levels of CRP were analyzed by real-time quantitative
PCR in lean subjects (n = 6 for the liver; n = 4 for the SCAT), in morbidly obese patients with normal liver histology (S0,n = 6), in morbidly obese
patients with severe steatosis (S3, n = 6), and in morbidly obese patients with severe steatosis and NASH (NASH, n = 6) in liver and subcutaneous
adipose tissue. The mRNA levels of genes were normalized to the mRNA levels of RPLP0. Results are expressed relative to the expression levels in
controls and expressed as mean6SEM. *P,0.05, compared with controls.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.g004
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gene encoding proteins involved in Toll-like receptors (TLR) and

LPS signaling pathways including CD14, TLR4, TLR6, TLR2,

TRAF3, TRAF6 and CHUK (IKKa) were upregulated in obese

patients compared with controls (Table 3). CD14/TLR4 and

TLR2/TLR6 are receptors for LPS and diacyl lipopeptides,

respectively [14]. Saturated fatty acids are also known to stimulate

TLR4 in macrophages [21]. We have thus evaluated the

circulating levels of LPS, total free fatty acids and palmitate in

the serum of some obese patients without or with hepatic

histological alterations. While the endotoxemia (Figure 5) and

total free fatty acids (Table 1) were not modified, the relative

expression of palmitate (Figure 5) was increased in patients with

severe steatosis or NASH compared to morbidly obese patients

without liver alterations.

Discussion

We report here that the hepatic expression levels of several

actors of the inflammatory and immune responses are modified in

all morbidly obese patients even without histological features of

steatosis or inflammation. Furthermore, the liver of obese patients

could be more responsive to activators of the TLR pathway

(endotoxin, saturated fatty acids) compared to lean subjects. The

NASH status appears preferentially associated with the cell

recruitment mediated by chemokines, a better recognition

between APC and T cells and a Th1 response steering the

immune system into inflammation.

Since a significant difference in the genders between the NASH

obese patients (predominantly male) and the S0 and S3 obese

patients (predominantly female) was present in our study, this

should be taken into account in the interpretation of the results

because a gender specific gene expression in the liver has been

reported [22,23]. However, the prevalence of NAFLD is

significantly different between genders and was higher in men

that in premenopausal women [24]. Clinical evidence in other

chronic liver diseases (i.e. chronic viral hepatitis) and evidence in

experimental models suggest that estrogen may be protective

against the NAFLD progression [24]. Nevertheless, a gender effect

can be ruled out in our studies since the same expression pattern of

hepatic genes upregulated in obesity was found in the S0, S3 and

NASH obese patients when compared with lean control subjects.

Table 3. List of the 47 genes specifically upregulated in liver
of obese patients.

Gene symbol Controls (n =5) Obese (n =18) P

Acute phase protein

CRP 1.0060.33 11.7162.20 0.003

Toll-like receptors and lipopolysaccharide pathway

TLR2 1.0060.17 4.8360.83 0.003

TLR6 1.0060.21 3.0960.32 0.002

TLR4 1.0060.13 2.8760.34 0.002

CD14 1.0060.10 1.8860.14 0.002

TRAF6 1.0060.10 1.7860.11 0.002

CHUK/IKKa 1.0060.12 1.7760.13 0.003

TRAF3 1.0060.07 1.5160.09 0.007

CD

CD180 1.0060.07 2.8960.18 0.002

CD38 1.0060.15 2.8160.26 0.007

CD36 1.0060.12 2.6960.32 0.001

CD4 1.0060.17 2.3160.19 0.003

CD62P/P-Selectin 1.0060.11 1.9060.25 0.005

CD3E 1.0060.10 1.8760.17 0.011

CD40 1.0060.14 1.7860.10 0.002

CD47 1.0060.07 1.5660.09 0.001

Chemokines and chemokine receptors

CXCR4 1.0060.13 4.0560.65 0.003

CXCL2 1.0060.29 2.4360.26 0.009

Semaphorins, plexins and neuropilins

PLXNA2 1.0060.12 2.5560.24 0.001

SEMA4F 1.0060.10 2.4160.16 0.002

SEMA5A 1.0060.11 2.4060.16 0.001

NRP2 1.0060.15 2.3560.19 0.003

SEMA5B 1.0060.11 1.9960.20 0.002

SEMA6B 1.0060.09 0.3260.04 0.001

Interleukin pathway

IL2RA 1.0060.32 7.5761.71 0.005

IL12A 1.0060.31 2.6060.35 0.013

IL16 1.0060.13 2.5260.19 0.001

IL1R1 1.0060.13 2.2060.16 0.001

IL22RA1 1.0060.09 2.1360.20 0.003

IL18R1 1.0060.19 2.0960.21 0.013

IL10RA 1.0060.14 1.9260.19 0.004

IL17R 1.0060.07 1.8860.17 0.002

IL4R 1.0060.15 1.7560.14 0.006

JAK-STAT-SOCS pathway

STAT2 1.0060.14 1.8960.16 0.006

SOCS7 1.0060.05 1.8260.11 0.003

JAK1 1.0060.11 1.7160.10 0.002

TNFa and TGFb pathways

TRAF5 1.0060.12 2.2760.23 0.003

TGFBR1 1.0060.14 1.8360.13 0.007

TNFRSF14 1.0060.08 1.4860.08 0.007

IFN pathway

Gene symbol Controls (n =5) Obese (n=18) P

IFNGR1 1.0060.09 2.8660.33 0.001

IRF6 1.0060.11 2.0460.13 0.003

IRF2 1.0060.07 2.0160.13 0.002

IFNAR1 1.0060.17 1.7960.10 0.005

IFNAR2 1.0060.04 1.7660.08 0.001

NFkB pathway

NFKBIA 1.0060.09 2.9060.36 0.001

c-Jun N-terminal kinases

MAPK8/JNK1 1.0060.08 2.3560.13 0.001

Matrix proteases

MMP14 1.0060.14 2.0960.17 0.002

Results are expressed relative to control subjects (mean6SEM) and were
compared by using the non parametric Kruskal-Wallis test.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.t003
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We first identified fifty eight genes upregulated in NASH

patients. TNFa, IL6, IL1b, CXCL8 and TGFb, which are

obvious actors in the pathogenesis of progressive NAFLD, are

involved in hepatocytes death/apoptosis (TNFa, TGFb), neutro-

phil chemotaxis (CXCL8), activation of hepatic cells (TNFa,

TGFb), Mallory-Denk bodies (TNFa, TGFb) and hepatic insulin

resistance (TNFa, IL6, IL1b and SOCS3) [25]. This is in

agreement with the increased hepatic expression of IL6, TNFa

and TNF receptors which has been correlated with histological

severity in obese patients [17,18].

Several studies have suggested that the homing of circulating

lymphocytes to the liver may increase during inflammation and

enhance hepatic inflammation [26]. A recent study has demon-

strated that antibiotic treatment of ob/ob mice decreased hepatic

infiltration of CD4+ T, CD8+ T, NKT, B and NK cells [27]. In

our patients, we show here that gene expression of CXCL8 (IL8)

and its receptor CXCR1; CXCL1, 3 and their receptor CXCR2;

CCL3-5 and their receptor CCR5; CCL2 (MCP1); CXCL9-11;

CD62E (E-Selectin) and CD44 are strongly upregulated in NASH

patients. The chemokine expression thus appears to be more

related to inflammation and hepatocellular ballooning than to

severe steatosis. While the hepatic upregulation of these actors

could be important in the progression of liver complications, the

real contribution of these proteins for inflammatory cells

recruitment into the liver has to be determined, since systemic

levels of IL6, TNFa, IP10 and MCP1 are dependent on obesity.

The highest upregulated chemokine in liver is CXCL8 (IL8) (73

fold increases compared to the lean controls). The non

parenchymal cells but also hepatocytes should contribute to its

expression. Indeed, it has been recently reported that palmitate

induces production of IL8 in hepatocytes [28].

Although NASH is not classically considered a Th1-polarized

disease, our data suggest that an imbalance resulting from a

relative excess in pro-inflammatory Th1 cytokines such as IFNc,

and a relative deficiency of anti-inflammatory cytokines such as

IL10 is associated with NASH. Expression of genes encoding

proteins required for the interaction and co-stimulation between

APC and T cells (CD28, CD80, CD86, CD18, CD54) is also

specifically upregulated in NASH patients. It has been recently

shown that the serum CD54 (ICAM1) concentration is increased

in patients with NASH [29]. In addition, we have previously

reported the potential role of hepatic osteopontin, a Th1 cytokine,

in human NAFLD [6]. Osteopontin could enhance the activation

of the Th1 immune reaction and decrease the expression of IL10

[30–32]. In mice models of NAFLD, hepatic NKT cells and the

Th1 immune reaction have been recently implicated in the

pathogenesis of NASH. Steatohepatitis is associated with a

reduction in the number of hepatic NKT cells, a high sensitivity

to the endotoxin-induced Th1 cytokine production [33], an

impairment of the Kupffer cells functions [34], a reduction in the

serum levels of IL10 and 15 and an increase in the IL12 levels [34–

36] and excessive hepatic production of Th1 cytokines promoting

inflammation [37]. Oral immunization against liver-extracted

proteins was associated with a shift from a Th1 to Th2 immune

reaction, leading to the amelioration of NASH and glucose

intolerance in the leptin-deficient mouse model [38]. The

peripheral NKT cells number is also decreased in patients with

NAFLD [15] and an elevated Th1-cytokine profile dominated by

the production of IFNc is correlated with insulin resistance and

NASH in obese children [39]. While additional investigations are

required, all these reports and our results are in favor of a role of

Th1 reaction in the pathogenesis of NASH.

We also show, for the first time, that a large number of plexin/

semaphorin family members (28 members) are expressed in the

human liver and that the expression of the ‘‘immune semaphor-

ins’’ (SEMA4A, SEMA7A, SEMA4D, and PLXNC1) is upregu-

lated in NASH patients. SEMA4D is crucially involved in the

activation and differentiation of T cells, SEMA4A may promote

Th1 differentiation and SEMA7A stimulates macrophages to

produce pro-inflammatory cytokines [40,41].

In this study, we have validated the hepatic specificity of our

NASH markers since the same genes were not modified in VAT.

However, specific modifications of the VAT inflammation have

been correlated with the evolution of liver complications. For

example, increased infiltration of macrophages in omental adipose

tissue was associated with marked hepatic lesions in morbid

human obesity [42,43]. Prominent adipose specific deregulation of

inflammation and immune system related genes has been also

recently reported in morbidly obese patients in function to NASH,

fibrosis and type 2 diabetes [44,45]. These differences could be

due to the presence of type 2 diabetes and above all the stage of

hepatic fibrosis. All our patients have the same hepatic fibrosis

stage.

Surprisingly, we observed the presence of low-grade inflamma-

tion in the liver of morbidly obese patients without any obvious

histopathological abnormalities (S0 patients) as indicated by the

Figure 5. Elevated serum palmitate levels but not endoxin levels were present in severely steatotic obese patients. A. The serum of 9
lean patients and 70 morbidly obese patients (15 S0 patients, 23 S3 patients and 23 NASH patients with severe steatosis) was used to evaluate the
circulating levels of endotoxin. B. The abundances of palmitate as expressed relative to their values in a commercial serum sample (over 1000
individuals) were evaluated in 8 S0 patients, 9 S3 patients and 8 NASH patients.
doi:10.1371/journal.pone.0013577.g005
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upregulation of 47 genes related to inflammation and immune

response. For example, the hepatic expression of CRP, a non-

specific marker of inflammation, was elevated in all obese patients in

accordance with the moderate elevation of CRP plasma levels in the

cohort of severely obese patients [10]. The increased circulating

IL6, mainly due to adipose tissue secretion, could enhance the

hepatic expression of CRP. The upregulation of key molecules

required for the TLR signaling pathways (CD14, TLR4) were also

suggestive of a higher responsiveness to LPS or saturated fatty acids

in obese patients. A series of reports are in favor of a role of LPS,

mainly through TLR4 and CD14, in obesity induced NAFLD [46–

52]. In fasted serum from our obese patients, the endotoxin level

was similar in all groups of patients. This observation should

however be taken with caution since it could be different upon meal

challenge. In contrast, the relative amount of palmitate was

increased in steatotic patients. It is now known that the saturated

fatty acids can activate macrophages via TLR4 [21]. This hepatic

inflammation could be involved in the development of liver

complications since activation of Kupffer cells was a causal factor

for hepatic steatosis and insulin resistance [53,54].

In summary, the liver of morbidly obese patients without

histological abnormalities had a low-grade inflammation char-

acterised by the elevated expression of inflammatory markers and

could be more responsive to endotoxin and saturated fatty acids

due to the elevated expression of the Toll-like receptors. The

transient and repeated activation of the TLR pathway by the

transient upregulation of activators of the TLR could be involved

in the evolution of liver complications. Furthermore, the studies

focusing on the behavior of identified chemokines, semaphorins

and the actors leading to Th1 response on the liver functions are

attractive approaches to acquire more insight into the pathogenesis

of human NAFLD.

Materials and Methods

Study population
Patient population. 18 morbidly obese patients were recruited

through the Department of Digestive Surgery and Liver

Transplantation where they underwent bariatric surgery for their

morbid obesity (Nice hospital). Bariatric surgery was indicated for

these patients in accordance with the French Guidelines. Exclusion

criteria were: presence of hepatitis B or hepatitis C virus infection,

excessive alcohol consumption (.20 g/d) or another cause of chronic

liver diseases as previously described [6,10,11]. The characteristics of

the study groups are described in Table 1. Before surgery, fasting

blood samples were obtained and used to measure alanine amino

transferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyl

transferase (GGT), alkaline phosphatase, albumin, total and

conjugated bilirubin. Insulin resistance was calculated by using the

homeostatic model assessment (HOMA-IR) index [55]. Surgical liver

biopsies were obtained during surgery. Histopathological analysis was

performed according to the scoring system published by Kleiner and

al. [56]. Four histopathological features were semi-quantitatively

evaluated: grade of steatosis (0,,5%; 1, 5%–30%; 2,.30%–60%; 3,

.60%), lobular inflammation (0, no inflammatory foci; 1, ,2

inflammatory foci per 200x field; 2, 2–4 inflammatory foci per 200x

field; 3, .4 inflammatory foci per 200x field), hepatocellular

ballooning (0, none; 1, few balloon cells; 2, many cells/prominent

ballooning), and fibrosis stage (from 0, none to 4, cirrhosis). Visceral

adipose tissue samples were also obtained from 18 patients and frozen

until analyzed. All subjects gave their informed written consent to

participate in this research study according to French legislation

regarding Ethic and Human Research (Huriet-Serusclat law). The

‘‘Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche

Biomédicale de Nice’’ approved this study (07/04:2003, Nu 03.017).

Control subjects: Total RNA from 6 control livers was purchased from

Stratagene (La Jolla, CA), Clontech (Mountain View, CA) and

Biochain (Hayward, CA). The Stratagene and Biochain companies

confirmed that histological findings were completely normal with no

evidence of fatty liver disease. No clinical or biological data were

available for these individuals but the absence of inflammatory process

was corroborated by low CRP mRNA expression levels, as previously

reported [10,11]. Control subcutaneous adipose tissue was obtained

from 4 lean subjects (2 females and 2 males; age, 37611 years; BMI,

22.160.7 kg/m2) undergoing lipectomy for cosmetic purpose.

Sera from 9 lean patients and 70 morbidly obese patients (15 S0

patients, 23 S3 patients and 23 NASH patients with severe

steatosis) were used to evaluate the circulating levels of IL6, TNFa,
IP10 and MCP1 (realized by the IFR150, Toulouse, France) using

the Milliplex Map from Millipore and endotoxin levels (LAL

QCL-1000, Lonza). The abundances of palmitate as expressed

relative to their values in a commercial serum sample (Sigma

Aldrich, Ref. H4522) were evaluated in 25 morbidly obese patients

using liquid chromatography-mass spectrometry (LC/MS).

Real-time quantitative PCR analysis
Total RNA was extracted from human tissues using the RNable

total RNA extraction kit (Eurobio, France) for liver biopsy and

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Contraboeuf, France) for adipose

tissue. The samples were treated by Turbo DNA-free (Applied

Biosystems, Contraboeuf, France) following the manufacturer’s

protocols. The quantity and quality of the isolated RNA were

determined using the Agilent 2100 Bioanalyser with RNA 6000

Nano Kit (Agilent Technologies). Total RNA (1 mg) was reverse-

transcribed with High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems, Foster City, CA). Real-time quantitative

PCR was performed using the ABI PRISM 7900/7500 Fast Real

Time PCR System and FAM dyes (Applied Biosystems, Contra-

boeuf, France) following the manufacturer’s protocols in our

Genomics facilities. The TaqMan gene expression assays were

purchased from Applied Biosystems (Table S1). Gene expression

values were normalized to the value of the housekeeping gene

RPLP0 (Ribosomal Phosphoprotein Large P0) and calculated

based on the comparative cycle threshold Ct method (2-DDCt).

Statistical analysis
Statistical significance of differential gene expression between

two study groups was determined using the non-parametric

Kruskal-Wallis test with the DCt of each group. P,0.05 was

considered as significant. However, the genes with either less than

1.5 fold of difference between two groups or a difference due to

one patient in one group were no further considered as

significantly modified.

Supporting Information

Table S1 Genes included in this study

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013577.s001 (0.10 MB

PDF)

Table S2 Differentially expressed genes in visceral adipose tissue

of NASH patients versus S0 and S3 patients

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0013577.s002 (0.08 MB

PDF)
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Recherche Médicale (INSERM), U895,

Team 8, ‘‘Hepatic Complications in

Obesity’’, Nice, F-06204, Cedex 3,

France.
 Digestive Center, Centre Hospitalier

Universitaire of Nice, Nice, F-06202,

Cedex 3, France.
àFaculty of Medecine, University of

Nice-Sophia-Antipolis, Nice, F-06107,

Cedex 2, France.
§Biological Center, Centre Hospitalier

Universitaire of Nice, Nice, F-06107,

Cedex 2, France.
–Medical Information Department,

Centre Hospitalier Princesse Grace,

MC 98012, Monaco.

Correspondence to:

Dr R. Anty, Centre Hospitalier Uni-

versitaire of Nice, Pôle Référence
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SUMMARY

Background

Non-invasive approaches are useful to differentiate simple steatosis from

non-alcoholic steatohepatitis (NASH) in obese and morbidly obese patients.

Aim

To develop a new scoring system to diagnose definitive NASH.

Methods

Preoperative clinical and biological data including serum caspase 3-gener-

ated cytokeratin-18 fragments (CK18) and surgical liver biopsies were

obtained from 464 morbidly obese patients who had undergone bariatric

surgery. The cohort was divided into two groups: training group (n = 310)

and validation group (n = 154). Definitive NASH was defined according to

Kleiner’s classification with a Non-alcoholic fatty liver disease Activity Score

(NAS) ‡5.

Results

Alanine aminotransferase (ALT), CK18 fragments and the presence of met-

abolic syndrome were independent predictors for discriminating patients

with NAS ‡5 in the training group. These three parameters were used to

carry out a scoring system for the prediction of NAS ‡5. Whereas serum

CK18 fragment alone had an area under the receiver operating

characteristic (AUROC) curve = 0.74, AUROC curves of the scoring

system were 0.88 and 0.83 in the training group and the validation group,

respectively.

Conclusion

A simple and non-invasive composite model (the Nice Model ) including

metabolic syndrome, ALT and CK18 fragments is able to predict accurately

a non-alcoholic fatty liver disease activity score ‡5 in morbidly obese

subjects.
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INTRODUCTION

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a spectrum

of pathological liver abnormalities ranging from pure stea-

tosis to non-alcoholic steatohepatitis (NASH), and finally

to severe fibrosis and cirrhosis.1 Classically, pure steatosis

has a relatively good prognosis, whereas steatohepatitis is

associated with progression of liver fibrosis.2, 3 Thus, dif-

ferentiation of these two states is important. NAFLD is

common in the context of morbid obesity and NASH can

be present in 20–40% of these patients.4, 5

The mechanisms of NAFLD development are complex

and poorly understood. Chronic low-grade chronic

inflammation, adipokines dysregulation and insulin resis-

tance in the liver and visceral adipose tissue are the

major contributing factors.6, 7 NAFLD has been consid-

ered the hepatic manifestation of so-called ‘metabolic

syndrome’(MS), a syndrome highly related to morbid

obesity with its well-defined components: increased waist

circumference, high blood pressure (BP), high blood tri-

glycerides, low blood high-density lipoprotein (HDL)

cholesterol and high blood glucose level.5, 8–10 Hepato-

cyte apoptosis may also play an important role in the

liver injury and disease progression in NAFLD.11

Liver biopsy is still considered the gold standard to

assess hepatic pathology in most chronic liver diseases,

including NAFLD, but it is an invasive technique. More-

over, liver biopsy is associated with sampling and inter-

observer variability, which might explain the differences

in prevalence of NASH in morbidly obese patients

reported in previous studies.4, 12, 13 In addition, the large

number of patients with morbid obesity exposed to

NAFLD renders systematic liver biopsy in all patients

difficult. The availability of a non-invasive test would

allow systematic diagnosis in this particularly predis-

posed subpopulation and would enable repeated assess-

ment during the follow-up in a more feasible way than

liver biopsy. Unfortunately, medical imaging techniques

(ultrasound, computerized tomography and magnetic

resonance imaging) fail to differentiate pure steatosis

from NASH.14 Moreover, echography in severely or mor-

bidly obese patients is frequently of poor quality.

Several non-invasive scoring models using routine

clinico-biological parameters have been proposed for the

diagnosis of NASH, but most of them have not been

thoroughly validated.15–19 Recently, apoptotic caspase-3

generated cytokeratin 18 (CK18) fragments in the blood

were reported to predict histological NASH in cohorts of

obese patients or in patients with insulin resistance.20–23

The aim of this study was to develop a scoring system to

diagnose definitive NASH using clinical and biological

data related to the MS and liver injury including cas-

pase-3 generated CK18 fragment, in a large cohort of

European morbidly obese patients.

PATIENTS AND METHODS

Study population

Four-hundred and sixty-four consecutive morbidly obese

patients, referred for bariatric surgery, were included

between January 2003 and April 2009. A division of the

initial cohort into two groups was carried out in order to

be able to have a training patient cohort and a validation

patient cohort. The patients were arbitrarily divided into

two groups: (i) a training patient cohort consisting of

310 patients (43 men, 267 women, mean age

40.0 � 10.7 years) enrolled from January 2003 to April

2007; and (ii) a validation patient cohort consisting of

154 patients enrolled from May 2007 to April 2009.

The study protocol was performed according to

French legislation on Ethic and Human Research

and was approved by the local Ethics Committee (Huriet-

Serusclat law, DGS 2003 ⁄0395). Written informed con-

sent was obtained from all patients. All patients met the

1991 NIH Consensus Conference guidelines for gastroin-

testinal surgery for obesity.24 All patients were negative

for hepatitis B and C viral markers, autoantibodies indic-

ative of autoimmune hepatitis and had negligible alcohol

consumption (<20 g ⁄day). Alcohol abuse was also

excluded by interviewing the patients’ relatives. Patients

with a history of inflammatory disease (including rheu-

matoid arthritis, systemic lupus erythematosus and

inflammatory bowel disease), current infections, recent

history of cancer (<5 years) and severe pulmonary or

cardiac disease were not enrolled in the study. All

patients underwent a Roux-en-Y divided gastric bypass,

and a surgical liver biopsy was obtained during surgery.

Preoperative assessment

Preoperative assessment included history and physical

examination; BP determination; anthropometric investi-

gations (weight, height, waist circumference); psychiatric

and nutritional evaluation; blood samples were also

obtained before surgery after overnight fasting for the

determination of plasma levels of alanine aminotransfer-

ase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), c glutamyl

transferase (cGT), glucose, insulin, C-peptide, glycosylated

haemoglobin, triglycerides, HDL cholesterol, low-density

lipoprotein (LDL) cholesterol, ferritin. ALT and AST

levels were determined using the Roche assay with pyri-

doxal phosphate on a Hitachi Modular (Hitachi Europe

R. Anty et al.

1316 Aliment Pharmacol Ther 2010; 32: 1315–1322

ª 2010 Blackwell Publishing Ltd



Ltd, Maidenhead, UK) according to the International

Federation of Clinical Chemistry and the Société Franç-

aise de Biologie Clinique recommendations. Glycosylated

haemoglobin was obtained using the Dual kit A1c

Bio-Rad on a Variant II Bio-Rad (Bio-Rad Laboratory,

Hercules, CA, USA). Blood levels of apoptotic caspase-3

generated CK18 fragment levels were measured using

ELISA kit M30-Apoptosense (Peviva, Bromma, Sweden)

according to the manufacturer’s instructions. All patients

also had a chest X ray, electrocardiogram, abdominal

ultrasound and upper gastrointestinal endoscopy.

Insulin resistance was assessed by homoeostasis model

assessment of insulin resistance (HOMA-IR). HOMA-IR

is the product of fasting plasma insulin concentration

(mIU ⁄L) and glucose concentration (mmol ⁄L) divided by

22.5.25

Metabolic syndrome was diagnosed according to the

International Diabetes Federation (IDF) as follows: central

obesity defined by a increased waist circumference (‡80 cm

in women and ‡94 cm in men) and any two of the follow-

ing criteria: (i) triglycerides ‡1.7 mmol ⁄L or treatment for

hypertriglyceridemia; (ii) HDL-cholesterol <1.29 mmol ⁄L

in women and <1.03 mmol ⁄L in men; (iii) systolic BP

‡130 mmHg or diastolic BP ‡85 mmHg or treatment for

hypertension and (iv) fasting plasma glucose ‡5.6 mmol ⁄L

or previously diagnosed type-2 diabetes.8 All the morbidly

obese patients of this study had a rise in the waist circum-

ference. Type-2 diabetes was defined by two measurements

of elevated fasting plasma glucose ‡7 mmol ⁄L.

Pathological liver assessment

Hepatic wedges were obtained during bariatric surgery.

Surgical liver biopsies were reviewed by two liver patholo-

gists (MC-SP and SP) without knowledge of the clinical or

biological characteristics of the patients. Routine haemat-

oxylin–eosin–safran and sirius red staining were per-

formed on all biopsies. All biopsies were graded according

to the NAFLD Activity Score (NAS). This score classifies

patients as simple steatosis (NAS £2), borderline group (3£

NAS £4) or definitive NASH (NAS ‡5).26 Patients were

analysed as with or without NAS ‡5. Liver bridging fibrosis

was assessed by sirius red staining and was classified into

five stages as follows: absent, mild, moderate (incomplete

septa), severe (with complete septa) and cirrhosis.

Statistical analysis

Statistical analysis was first performed on the training

patient cohort (n = 310) in three steps: (i) univariate anal-

ysis of clinical and biochemical parameters was carried out

for patients with NAS <5 and NAS ‡5. The most relevant

parameters for classifying the patients were noted. Contin-

uous data are described as means � standard deviation

(SD). Comparisons were made using the Chi-squared test

or Fischer’s exact tests for nominal data and by two-sam-

ple t-tests for continuous data; (ii) multivariate analyses

were performed using binary logistic regression with esti-

mation of odds ratios (OR) and 95% confidence intervals

(95% CI). The most statistically significant (with P < 0.05)

and clinically relevant variables in the univariate step were

included in a multivariate model, and only variables with

P < 0.05 were retained for the final model; (iii) the final

model was determined by logistic regression to predict

NAS ‡5 and was based on three parameters: CK18 frag-

ment levels, ALT and MS. The diagnostic performance of

this model was determined by constructing a receiver-

operating characteristic (ROC) curve and by calculating

the area under ROC (AUROC) curve for predicting

patients with NAS ‡5. From this curve, the best cut-off

value was established for the model score; this value maxi-

mized the sum of the sensitivity and specificity to identify

patient status. The diagnostic accuracy of the logarithmic

transformation of the Nice Model [Prob(Y<>grou-

p) = 1 ⁄ (1 + Exp()Nice Model)] was then determined.

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative

predictive value and likelihood ratio were determined for

each cutoff value of the Nice Model.

Statistical analysis was then carried out on the validation

patient cohort (n = 154). The main parameters of both

cohorts were compared using Chi-squared test or Fischer’s

exact tests for nominal data, and by two-sample t-tests for

continuous data. The final model obtained in the training

patient cohort was applied to the validation patient cohort.

The diagnostic performance of the model was determined

by constructing an ROC curve and calculating the AUROC

curve for prediction of patients with NAS ‡5. All statistical

analyses were performed using NCSS 2007 software (NCSS,

Kaysville, Utah, USA).

RESULTS

Pathological findings and univariate analysis

The distribution of NAS scores among the 310 patients

in the training patient cohort is shown in the Table 1.

Using Kleiner’s classification, 39 patients were found to

have NAS ‡5. Fibrosis reported using bridging fibrosis

grade was absent in 13 patients, mild perivenular and ⁄or

periportal fibrosis in 281, septal fibrosis in 15 patients

and severe fibrosis in one patient.

Using the univariate analysis (Table 2), patients with

NAS ‡5 were found to have higher waist circumference,
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ALT, cGT, triglyceride levels, blood glucose levels, C pep-

tide, glycosylated haemoglobin, HOMA-IR, ferritin and

CK18 fragment levels compared with patients with NAS

<5. HDL-cholesterol was lower in the more severe

patients. Rates of type 2 diabetes mellitus and MS were

also higher in patients with NAS ‡5 (Table 2). Neither

Table 1 | Distribution of parameters according to NAS score in the training morbidly obese patient cohort (n = 310)

NAS n Age (years)

Gender

(M ⁄ F) BMI (kg ⁄m2)

CK18 fragment

levels (IU ⁄ L) ALT (IU ⁄ L)

IDF MS

(absent ⁄present)

0 20 30.5 � 9.2 0 ⁄ 20 43.7 � 2.6 216.3 � 114.6 21.0 � 8.5 16 ⁄4

1 105 40.2 � 11.0 8 ⁄97 44.7 � 4.7 231.3 � 114.6 23.7 � 10.9 59 ⁄46

2 72 40.5 � 10.0 10 ⁄62 44.4 � 5.4 225.4 � 138.3 31.8 � 25.5 35 ⁄ 37

3 59 40.8 � 11.0 11 ⁄48 44.6 � 4.8 253.4 � 158.9 43.3 � 21.1 25 ⁄ 34

4 15 42.4 � 8.7 5 ⁄ 10 45.5 � 5.0 254.2 � 130.6 38.6 � 20.6 7 ⁄8

5 36 41.0 � 10.3 9 ⁄27 45.3 � 6.4 393.5 � 250.4 63.0 � 47.8 7 ⁄ 29

6 3 50.6 � 4.7 0 ⁄ 3 41.9 � 2.3 935.2 � 198.2 118.7 � 28.3 0 ⁄3

7 0 – – – – – –

8 0 – – – – – –

Results are expressed as means � SD, or as absolute numbers.

Metabolic syndrome (MS) was defined according to the definition of the International Diabetes Federation (IDF); NAS, Non-Alco-

holic Fatty Liver Disease Activity Score; M, male; F, female; BMI, body mass index; ALT, alanine amino-transferase.

Table 2 | Univariate analysis of

the training patient cohort

(n = 310) according to the

severity of liver disease

Liver disease according to NAFLD Activity Score

(NAS)

NAS <5 (n = 271) NAS ‡5 (n = 39) P-value

Age (years) 39.8 � 10.8 41.7 � 10.2 NS

Gender (M ⁄ F) 34 ⁄237 9 ⁄ 30 NS

BMI (kg ⁄m2) 44.6 � 4.8 45.0 � 6.2 NS

Waist circumference (cm) 119.7 � 13.1 126.9 � 15.6 0.002

ALT (IU ⁄ L) 30.7 � 20.1 67.4 � 48.8 <0.0000001

cGT (IU ⁄ L) 38.8 � 34.2 73.6 � 54.4 <0.0000001

HDL cholesterol (mmol ⁄ L) 1.4 � 0.3 1.3 � 0.3 0.008

Triglyceride (mmol ⁄ L) 1.65 � 1.16 2.6 � 2.1 0.00002

Blood glucose level (mmol ⁄ L) 5.9 � 2.2 7.6 � 3.3 0.00006

C-peptide (pmol ⁄ L) 1047.5 � 405.2 1402.9 � 442.8 0.000006

Glycosylated haemoglobin (%) 5.9 � 1.1 6.8 � 1.6 0.000009

HOMAIR 5.5 � 5.9 9.2 � 6.6 0.0007

Ferritin (lmol ⁄ L) 74.3 � 77.5 142.8 � 165.6 0.00003

CK18 fragment levels (IU ⁄ L) 234.9 � 132.0 445.9 � 292.5 <0.0000001

Type 2 diabetes (%) 19.6 43.6 0.03

IDF MS (%) 47.6 82.1 0.003

Patients were classified as without or with a NAFLD Activity Score (NAS) <5 or ‡5.

Quantitative results are expressed as means � SD.

Metabolic syndrome (MS) was defined according to the definition of the International

Diabetes Federation (IDF); M, male; F, female; NS, not significant; BMI, body mass index;

ALT, alanine amino-transferase; cGT, gamma glutamyl transpeptidase; HDL, high density

lipoprotein; HOMA-IR, homoeostasis model assessment of insulin resistance.
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age nor body mass index (BMI) was associated with

NAS ‡5.

Multivariate analysis

Multivariate analysis included a model combining ALT,

cGT, HOMA-IR, CK18 fragment levels, gender and MS in

the training patient cohort. ALT [OR = 1.04 (95% CI:

1.01–1.07), P = 0.002], MS [OR = 7.3, (95% CI: 1.8–29.4),

P = 0.005] and CK18 fragments [OR = 1.003, (95% CI:

1.0006–1.005), P = 0.044] were the only independent vari-

ables when NAS ‡5 was the judgment criterion (Table 3).

CK18 fragments, ALT and IDF MS for the prediction of

NAS ‡5

Receiver operating characteristic curves for CK18 frag-

ments, ALT and MS were assessed for the prediction of

liver disease (NAS ‡5) in the training patient cohort.

The AUROC curves were 0.74, 0.78 and 0.74 for the

CK18 fragment levels, ALT and MS respectively for the

prediction of NAS ‡5.

Model to predict NAS ‡5 in morbidly obese patients

A new model combining these three values was con-

structed by logistic regression in the training patient

cohort, the ‘Nice Model’. The equation of this model was:

)5.654 + 3.780E-02 · ALT (IU ⁄L) + 2.215E-03 · CK18

fragment levels (IU ⁄L) + 1.825 · (presence of MS = 1).

The AUROC curve for the prediction of NAS ‡5 was

0.88 (Figure 1). The diagnostic accuracy of the logarith-

mic transformation of the Nice Model [Prob(Y<>grou-

p) = 1 ⁄ (1 + Exp()Nice Model)] is shown in Table 4. The

best cutoff value was 0.14. This value was associated with

a sensitivity of 0.84, a specificity of 0.86, a positive pre-

dictive value of 0.44 and negative predictive value of

0.98. The prevalence of NAS ‡5 was 0.12.

The distribution of values from the Nice Model

according to liver histology in the training patient cohort

is shown in Figure 2. Box plots were constructed either

separating patients into simple steatosis (NAS £2), bor-

derline group (3£ NAS £4) or definitive NASH (Fig-

ure 2a) or between NAS ‡5 and NAS <5 (Figure 2b).

Nice Model values were significantly higher in patients

with NAS ‡5 compared with borderline (P < 0.00001)

and with simple steatosis groups (P < 0.00001). Nice

Model values in the borderline group were also signifi-

cantly higher than in the simple steatosis group

(P < 0.00001). In the same way, patients with NAS ‡5

had significantly higher Nice Model values compared

with patients with NAS <5 (P < 0.0001).

Evaluation of the Nice Model in the validation cohort

of morbidly obese patients

The training patient cohort and validation patient cohort

were similar in terms of age, gender, BMI, ALT, CK18

fragment levels, prevalence of MS, as shown in Table 5.

The number of patients with NAS ‡5 was also similar in

Table 3 | Multivariate analysis of the training patient

cohort (n = 310) according to the severity of liver

disease

Liver disease according to NAFLD

Activity Score (NAS)

NAS ‡5 (n = 39) vs. NAS <5

(n = 271)

P-value OR 95% CI

ALT 0.002 1.04 1.01–1.07

cGT 0.6 0.99 0.98–1.01

HOMA-IR 0.6 0.98 0.92–1.05

CK18 fragment levels 0.044 1.003 1.00006–1.005

Gender 0.7 0.82 0.21–3.19

IDF MS 0.005 7.3 1.8–29.4

Patients were classified as without or with a NAFLD Activity

Score (NAS) <5 or ‡5.

Metabolic syndrome (MS) was defined according to the defini-

tion of the International Diabetes Federation (IDF); ALT,

alanine amino-transferase; cGT, gamma glutamyl transpepti-

dase; HOMA-IR, homoeostasis model assessment of insulin

resistance.
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Figure 1 | Nice Model receiver-operating characteristic

(ROC) curves for the diagnosis of definitive NASH

(NAS ‡5) in morbidly obese patients. Nice Model ROC

curves are shown for the training patient cohort

(n = 310) and validation patient cohort (n = 154).
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the two cohorts (12.6% vs. 9%, P = NS). AUROC curves

for the prediction of NAS ‡5 was 0.83 (Figure 1).

DISCUSSION

We propose a new composite scoring system (Nice

Model) based on ALT, CK18 fragment levels and the

presence of MS to diagnose NAS ‡5 in morbidly obese

patients. Indeed, the ALT, CK18 fragment levels or pres-

ence of MS separately were moderately predictive of

NAS ‡5. The association of these three items in the Nice

Model displayed an AUROC for NAS ‡5 of 0.88 and

0.83 in the training cohort (n = 310) and the validation

(n = 154) cohort of morbidly obese patients respectively.

Assessment of CK18 fragment levels has recently been

proposed as a marker for NASH in patients exposed to

NAFLD. The value of this marker was suggested by a pilot

study and was confirmed in a large multicentre study in

obese patients.20, 27 The disadvantage of the assessment of

CK18 fragment levels is that it is not performed routinely

in daily practice, but it has the advantage that it is a com-

mercial ELISA kit. The CK18 fragment levels have also

been studied in morbidly obese patients. In a cohort of 99

morbidly obese patients, CK18 fragment levels were found

to be associated with NASH. CK18 fragment levels AU-

ROC curve was 0.88.21 This value was higher than the one

found in our training patient group (AUROC curve value

only of 0.74) to predict NAS ‡5. Difference in the diagnos-

tic accuracy could be due to the influence of fibrosis on the

CK18 fragments levels. As reported by the previous

authors, CK18 fragments levels were significantly higher

in subjects with moderate-to-severe fibrosis vs. those with

no or mild fibrosis.21

To improve the prediction of definitive NASH, we

attempted to develop a new scoring system combining vari-

ables significantly associated with NAS ‡5 in univariate and

multivariate analyses. These variables were CK18 fragment

levels, ALT and the presence of MS. ALT level has previ-

ously been related to inflammatory liver damage during

NASH in morbidly obese patients and to an elevated risk of

appearance of MS, diabetes and cardiovascular events.17, 28

However, ALT alone would not be sufficient for predicting

NASH because it has been reported of normal levels of

transaminases in patients with proven steatohepatitis

and ⁄or significant or severe fibrosis due to NASH.29–31

Presence of MS in our model is not surprising because

it is strongly associated with liver complications. How-

ever, in our cohort, MS alone is poorly predictive of

definitive NASH.

Our scoring system offers the original association of

CK18 fragment levels, ALT and MS to diagnose defini-

tive NASH. Several non-invasive tests have been pro-

posed for the diagnosis of NASH. Among the different

models proposed, 16, 19, 22, 33, 34 we evaluated only those

with items available in our cohort.15, 17, 18 Respective

AUROC of these models applied in the entire cohort

(n = 464) is summarized in Table 6.

One of the weaknesses of this study is that our model

is developed among morbidly obese patients. The clinical

utility of this model will be fully acquired only when a

validation on overweight and simple obese patients is

carried out. Another point is the relatively small number

of patients with NAS ‡5 which could limit the statistical

power of analyses.

Pure steatosis had classically a relatively good progno-

sis, whereas steatohepatitis was associated with liver

fibrosis. However, it was recently suggested that patients

with low NAS could develop NASH and fibrosis progres-

sion.32 Even if patients with definitive NASH could have

Table 4 | Diagnostic accuracy

of the Nice Model to predict

NAS ‡5 in the training cohort

of morbidly obese patients

(n = 310)

Cutoff

value Sensitivity Specificity

Likelihood

ratio

Positive

predictive value

(prevalence 0.12)

Negative

predictive

value

0.10 0.87 0.80 4.3 0.36 0.98

0.12 0.87 0.81 4.6 0.38 0.98

0.13 0.84 0.84 5.2 0.41 0.98

0.14 0.84 0.86 5.9 0.44 0.98

0.17 0.68 0.89 6.0 0.44 0.95

0.20 0.58 0.92 6.9 0.47 0.94

0.29 0.48 0.95 10.4 0.57 0.93

0.51 0.35 0.97 14.0 0.65 0.92

0.68 0.23 0.99 26.6 0.78 0.91

0.83 0.16 0.99 38.1 0.9 0.91
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a more severe prognosis, clinicians should keep in mind

that all patients with NAFLD should undergo periodic

assessment and treatment.

In conclusion, a new composite model, the Nice Model,

for the diagnosis of definitive NASH in morbidly obese

patients based on ALT and CK18 fragment levels and on

the presence of MS is proposed. The diagnostic accuracy

of this model was better than using CK18 fragment levels,

ALT and the presence of MS alone. Possibility of the Nice

Model to be an alternative to liver biopsy in the follow-up

of obese patients and in the evaluation of treatments aimed

at preventing the progression of liver disease in these high

risks patients should be assessed. The identification of

non-invasive scoring system independent of the severity of

obesity and the ethnicity constitutes an important chal-

lenge for the diagnosis of NASH.

The most important aspect of this article is that a

non-invasive scoring system including metabolic

syndrome, alanine aminotransferase and cytokeratin-18

fragments was able to predict definitive NASH in mor-

bidly obese subjects accurately.
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Figure 2 | Distribution of values for the Nice Model

(based on ALT, CK18 fragment levels and the presence

of IDF metabolic syndrome) according to the severity

of liver histology in the training cohort (n = 310).

(a) Distribution according to NAS values: simple

steatosis (NAS £2), borderline Group (3£ NAS £4) and

definitive NASH (NAS ‡5). (b) Distribution according

to NAS values: NAS ‡5 or NAS <5.

Table 5 | Comparative analysis between the training

(n = 310) and the validation (n = 154) cohorts of mor-

bidly obese patients

Training patient

cohort (n = 310)

Validation patient

cohort (n = 154) P

Age (years) 40.0 � 10.7 39.3 � 10.8 NS

Gender (M ⁄ F) 43 ⁄267 19 ⁄ 135 NS

BMI (kg ⁄m2) 44.6 � 5.0 44.4 � 5.7 NS

ALT (IU ⁄ L) 35.3 � 28.1 34.4 � 26.3 NS

CK18 fragment

levels (IU ⁄ L)

259.2 � 172.0 242.5 � 178.0 NS

IDF MS 52% (161 ⁄ 310) 52% (80 ⁄ 154) NS

Metabolic syndrome (MS) was defined according to the

definition of the International Diabetes Federation (IDF); NS,

not significant; M, male; F, female; BMI, body mass index; ALT,

alanine amino-transferase.

Table 6 | AUROC curves of published scoring systems

applied in the entire cohort (n = 464) to diagnose NAS

‡5

Scoring system

AUROC curve

in the original

study

AUROC curve

in the entire

cohort (n = 464)

Dixon et al. (HAIR)17 0.9 0.77

Gholam et al.
18 0.82 0.79

Palekar et al.15 0.76 0.44

Among published scoring models, only those with items

available in the cohort were studied.

AUROC, area under receiver-operating characteristic.
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Abstract

Background: Quantification of hepatotocyte death is useful to evaluate the progression of alcoholic liver diseases. Our aims
were to quantify and correlate the circulating levels of Cytokeratin 18 (CK18) and its caspases-generated fragment to disease
severity in heavy alcoholics.

Methodology/Principal Findings: CK18 and CK18-fragment were evaluated in the serum of 143 heavy alcoholics. Serum
levels of markers of hepatocyte death (CK18), apoptosis (CK18 fragment) and necrosis (CK18 -CK18 fragment) increased in
patients with severe fibrosis compared to patients with mild fibrosis. These markers strongly correlated with Mallory-Denk
bodies, hepatocyte ballooning, fibrosis and with hepatic TNFa and TGFb assessed in the liver of 24 patients. Elevated levels
of serum hepatocyte death and apoptotic markers were independent risk factors in predicting severe fibrosis in a model
combining alkaline phosphatase, bilirubin, prothrombin index, hyaluronate, hepatocyte death and apoptotic markers. The
level of markers of hepatocyte death and apoptosis had an area under the receiving operator curve that predicted severe
fibrosis of 0.84 and 0.76, respectively.

Conclusion/Significance: Death of hepatocytes can be easily evaluated with serum markers and correlated with severe
fibrosis in heavy alcohol drinkers. These biomarkers could be useful to rapidly evaluate liver injuries and the efficacy of
therapies.
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Introduction

Excessive alcohol consumption is the third leading preventable

cause of death in the United States [1]. Regular alcohol use can

result in hepatic steatosis, which eventually progresses to

steatohepatitis, fibrosis and cirrhosis. Up to 40% of patients with

severe acute alcoholic hepatitis die within six months [1]. A large

body of evidence suggests that apoptosis of hepatocytes may be a

key mechanism of alcohol-induced liver injury [2,3]. It has been

largely reported that apoptosis of hepatocytes is a significant

histological feature of human Alcoholic Liver Diseases (ALD). The

magnitude of apoptosis evaluated by the Tunel assay, caspase

activation and the apoptotic index correlated with the severity of

ALD, the degree of inflammation and stage of fibrosis [2].

Hepatocyte apoptosis is more pronounced in patients with high

bilirubin and AST levels [2]. Death receptors (i.e. TNFa/TNFa

Receptor, Fas-L/Fas), oxidative and endoplasmic reticulum stress,

glutathione depletion could play an important role in alcohol

induced apoptosis of hepatocytes [2,3]. Elevated circulating levels

of soluble Fas, Fas ligand and TNFa have been reported [4,5],

together with upregulation of the receptors in patients with ALD

[6,7,8]. When the activation of mitochondrial-dependent apopto-

sis was more severe and involved most of the mitochondria, ATP

was depleted and could result in a switch from apoptosis to

necrosis [9]. Cytokeratin 18 (CK18) is the major intermediate

filament protein in the liver and one of the most prominent

substrates of caspases during apoptosis of hepatocytes [10].

Caspases-generated CK18 fragments are released from the tissue

and are resistant to proteolysis [11,12]. CK18 is cleaved by

caspases at two sites (Asp238 and Asp396) and the M30 antibody
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recognizes the neo-epitope mapped to positions 387 to 396, which

is only revealed after caspase cleavage. The M30-based ELISA

thus determines the circulating levels of a specific caspases-

generated CK18 fragment and is proposed as a surrogate

biomarker of cell apoptosis [11]. The M65-based ELISA

determines the circulating levels of both the caspases-generated

fragment and intact CK18. The soluble full-length CK18 is

released from cells undergoing necrosis [11,12]. These markers

have been evaluated in patients with different chronic liver

diseases including alcoholic and nonalcoholic fatty liver diseases

[13]. The CK18 fragment level appears to be a noninvasive

biomarker for nonalcohololic steatohepatitis [14,15,16,17] and

changes in the level correlate with changes in the NAFLD activity

score [18]. In contrast, few studies have been performed on

patients with ALD. The level of CK18 or of the CK18 fragment

was frequently increased in small groups of alcoholics and may act

as a marker of hepatitis [19,20,21]. The serum levels of total CK18

in heavy drinkers (n = 15) were higher than those of healthy

controls (n = 10), and even tended to be higher than those of

patients with biopsy-proven malignancy of epithelial origin

(n = 22) including adenocarcinoma of a variety of origins, small

lung carcinoma, hypernephroma and epidermoid easophageal

carcinoma [22]. The same group showed that serum levels of total

CK18 correlated with the apoptotic score in 53 patients (31 with

alcoholic hepatitis and 22 with fatty liver) [19]. More recently, it

has been reported that serum levels of CK-18 fragment in patients

with alcoholic hepatitis (n = 50) were higher than those of healthy

controls (n = 50) and heavy drinkers (n = 50), and even tended to

be higher than those of patients with malignancy (n= 50) [21].

In this study, we focused on the death of hepatocytes by

apoptosis and/or necrosis as evaluated by circulating serum

biomarkers in a cohort of 143 patients with ALD and investigated

correlation with disease severity. The prediction of severe fibrosis

based on these markers was also evaluated.

Materials and Methods

Study population
From October 1997 to June 1998, 143 consecutive heavy

alcohol drinkers (105 men, 38 women, mean age: 4869 years)

admitted to our Liver unit for detoxification and/or in patient

rehabilitation were entered into this study. All patients had

consumed over 80 g ethanol per day for more than 5 years. All

patients were negative for circulating hepatitis B surface antigen,

hepatitis C virus, and human immunodeficiency virus. No patient

had osteoarthritis or rheumatoid arthritis. Fasting blood samples

were used to measure alanine amino transferase (ALT), aspartate

aminotransferase (AST) and gamma glutamyl transferase (cGT). A

needle liver biopsy was performed on all patients by the

transparietal approach. Biopsies were processed routinely and

stained with hematoxylin-eosin-safran and Sirius Red. The length

of the liver biopsy was over 15 mm. Histopathological features

were semi-quantitatively evaluated: grade of steatosis (0, ,5%; 1,

5%–30%; 2,.30%–60%; 3,.60%); hepatocellular ballooning (0,

none; 1, few balloon cells; 2, many cells/prominent ballooning);

megamitochondria (0, none to rare; 1, many); Mallory’s hyaline (0,

none to rare; 1, many) and fibrosis stage (From 0, none, to 4,

cirrhosis). The grading of hepatic activity was done according to

the Activity score of Orrego et al. [23]. The characteristics of

whole cohort from which a representative group of 24 alcoholic

patients was selected for the hepatic gene expression analysis are

described in Table 1. Sera and liver tissues were stored at 280uC

until use. These patients were included later in the ‘‘Fibroscore

program’’. All subjects gave their informed written consent to

participate in this research study according to French legislation

regarding Ethic and Human Research (Huriet-Serusclat law, the

‘‘Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la

Recherche Biomédicale de Nice’’ approved this study, Nu03.613).

Circulating levels of total and fragmented CK18
Intact CK18 is released by necrotic cells. CK18 is also cleaved by

caspases during apoptosis, generating soluble protein fragments.

TheM65H ELISA assay, which detects all forms of CK18, measures

cell death due to both apoptosis and necrosis (CK18 intact and

fragment), while the M30 ApoptosenseH ELISA assay specifically

measures apoptosis (the caspases-generated CK18 fragment, CK18-

Asp396). The quantification of necrosis results from the difference

between total CK18 values (M65) and the values of the caspases-

generated fragment (M30). The caspases-generated CK18 fragment

(M30 antigen) and CK18 (M65 antigen) were evaluated in the

serum of 143 patients with M30 ApoptosenseH ELISA and M65H

ELISA kits (PEVIVA), respectively, as described by the manufac-

turer’s instructions. All samples were analyzed in duplicate, in

random order and blinded to the clinical/pathological data. For

both theM30 ApoptosenseH ELISA andM65H ELISA, within assay

(WA % CV) variation was ,10% and between assay (BA % CV)

variation was ,10% for samples .100 U/L. The minimum

detectable concentration of M30 andM65 were 25 U/L and 11 U/

L, respectively. Cytokeratins are released into the circulation as

protein complexes. These complexes are remarkably stable during

sample collection and long-term storage. Furthermore, plasma/

serum samples can be exposed to repetitive freeze-thaw cycles

without loss of activity [24].

Table 1. Characteristics of Serum and Gene groups.

Serum group Gene group

N (female/male) 143 (38/105) 24(4/20)

Age (years) 48.0(42.0, 53.0) 48.0(46.0, 53.0)

Alcohol (g/day) 120.0(90.0, 182.5) 142.0(90.0, 170.0)

AST (IU/L) 66.0(41.0, 120.0) 52.0(32.0, 119.0)

ALT (IU/L) 41.0(25.0, 78.0) 39.0(23.0, 57.5)

AST/ALT 1.7(1.1, 2.5) 1.7(1.2, 2.6)

cGT (IU/L) 181.0(98.0, 394.0) 137.0(83.0, 514.0)

Steatosis (%)

,5% 7.6 4.2

5–30% 59.0 66.7

.30–60% 25.7 12.5

.60% 11.4 16.7

Inflammation (%) 22.9 16.7

Mallory-Denk body (%) 35.2 16.7

Ballooning (%) 32.4 45.8

Fibrosis (%)

0 11.2 8.3

1 37.8 41.7

2 10.5 16.7

3 36.4 8.3

4 4.2 25.0

Data are expressed as Median (25th, 75th percentile) or %. AST: aspartate
amino-tranferase; ALT: alanine amino-transferase; cGT: Gamma Glutamyl
Transpeptidase.
doi:10.1371/journal.pone.0017599.t001

Serum Cell Death Markers and ALD

PLoS ONE | www.plosone.org 2 March 2011 | Volume 6 | Issue 3 | e17599



Real-time quantitative PCR analysis
Total RNA was extracted from human tissues using a RNeasy Mini

Kit (Qiagen, Contraboeuf, France). The samples were treated with

Turbo DNA-freeTM (Applied Biosystems, Contraboeuf, France)

following the manufacturer’s protocols. The quantity and quality of

the isolated RNA were determined using the Agilent 2100 Bioanalyser

with RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies). Total RNA (0.5 mg)

was reverse-transcribed with the High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Real-time

quantitative PCR was performed using the ABI PRISM 7500 Fast

Real Time PCR System and FAMTM dyes (Applied Biosystems,

Contraboeuf, France) following the manufacturer’s protocols in

our Genomics facilities. The TaqManH gene expression assays

were purchased from Applied Biosystems: Fas-L, Hs00181225_m1;

TNFa, Hs00174128_m1; TGFb, Hs00171257_m1; and RPLP0;

Hs99999902_m1. Gene expression values were normalized to the

value of the housekeeping gene RPLP0 (Ribosomal Phosphoprotein

Large P0) and calculated based on the comparative cycle threshold Ct

method (22DDCt), as previously described [25,26]

Statistical analysis
Statistical significance of the differential circulating levels of the liver

markers of total hepatocyte death, apoptotis and necrosis in patients

with hepatic inflammation (A1) and severe fibrosis (F3/F4) compared

to patients with no inflammation (A0) and to moderate fibrosis (F0/1/

2), respectively, was determined using the non-parametric Mann-

Whitney test. P,0.05 was considered as significant. Correlations were

analyzed using the Spearman’s rank correlation test. Comparisons

were done using the Chi2 test or Fischer’s exact tests for nominal data

and by two-sample t tests for continuous data. Multivariate analyses

were performed using binary logistic regression with estimation of

odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (95%CI). Diagnostic

performance was determined by constructing a ‘‘receiver-operating

characteristic’’ (ROC) curve and calculating the area under the ROC

(AUROC) curve for prediction of patients with advanced fibrosis

(F$3) for serum cell death markers. From these curves, the best cut-off

values were established for the serum cell death markers, which were

the values that maximized the sum of the sensitivity and specificity to

identify patient status. Statistical analyses were made using NCSS

2007 software.

Results

Elevated serum levels of total cell death, apoptotic and
necrotic biomarkers correlated with hepatic
inflammation, Mallory-Denk bodies, hepatocyte
ballooning and fibrosis
The goal of this study was to better characterize the hepatic

apoptosis and necrosis induced by chronic alcohol consumption.

To quantify liver cell death by apoptosis and/or necrosis in

alcoholic patients, we evaluated the circulating levels of biomark-

ers of cell death (soluble intact CK18 or the caspases-generated

CK18 fragment) in 143 alcoholic patients without or with hepatic

inflammation and with different grades of fibrosis (Table 1). As

shown in Figure 1, the circulating levels of the liver markers of

total hepatocyte death, apoptotis and necrosis were increased in

patients with hepatic inflammation (A1) and severe fibrosis (F3/F4)

compared to patients with no inflammation (A0) and to moderate

fibrosis (F0/1/2), respectively. Further, the three biomarkers

Figure 1. Elevated serum levels of total, apoptotic and necrotic
cell death markers in patients with hepatic inflammation and
advanced fibrosis. The serum of 143 alcoholic patients were used to
evaluate the circulating levels of total CK18 (M65H ELISA) and the
caspases-generated CK18 fragment (M30 ApoptosenseH ELISA). Results
were expressed as median (25th, 75th percentile) in function to: (A)
hepatic inflammation (A1) and (B) advanced fibrosis (F3/4).
doi:10.1371/journal.pone.0017599.g001

Table 2. Correlation between circulating levels of total, apoptotic and necrotic cell death markers and hepatic inflammation,
Mallory-Denk bodies, ballooning and fibrosis in 143 alcoholic patients.

Marker of Inflammation Mallory-Denk bodies Ballooning Fibrosis

rs P rs P rs P rs P

Cell death (CK18 total) 0.284 0.003 0.493 ,0.001 0.352 ,0.001 0.617 ,0.001

Apoptosis (CK18 fragment) 0.297 0.002 0.496 ,0.001 0.330 0.001 0.472 ,0.001

Necrosis (CK18 total-fragment) 0.238 0.012 0.426 ,0.001 0.316 0.001 0.594 ,0.001

Spearman’s rank correlation test.
doi:10.1371/journal.pone.0017599.t002
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positively correlated with hepatic inflammation, Mallory-Denk

bodies, ballooning and fibrosis (Table 2).

Elevated total cell death, apoptotic and necrotic markers
correlate with hepatic expression of TNFa and TGFb
In patients with ALD, liver apoptotic cell death and fibrosis

were reported to be associated with upregulation of TNFa, Fas-L

and TGFb, respectively [4,5,6,7,8,27]. So we evaluated the

expression of their mRNA level in the liver of 24 alcoholic

patients. As expected, the gene expression of TNFa, Fas-L and

TGFb was increased in patients with severe fibrosis (F3/F4)

compared with patients with no or mild fibrosis (F0/F1)(TNFa,

1.7460.27 vs 160.16, P= 0.039; Fas-L, 1.5560.13 vs 160.11,

P = 0.007; TGFb, 2.3360.17 vs 160.16, P= 0.0001) and

correlated with the grade of fibrosis (Table 3). Furthermore, the

serum markers of total, apoptotic and necrotic cell death

correlated with hepatic expression of TNFa and TGFb (Table 3).

The serum total cell death and apoptotic markers were
independent risk factors in predicting severe liver fibrosis
in patients with alcoholic liver diseases
Since the circulating level of total cell death and apoptotic

markers was higher in patients with severe fibrosis (F3) compared

with patients with moderate fibrosis (F2) (data not shown), we

investigated the pertinence of the levels of serum total cell death

and apoptotic markers in predicting severe fibrosis. Using the

univariate analysis (Table 4), patients with advanced fibrosis (F$3)

were older with higher levels of total cell death, apoptotic and

necrotic markers, alkaline phosphatase, bilirubin and hyaluronate

levels and lower levels of platelets, albumin and of the

prothrombin index compared to patients with no to moderate

fibrosis (F,3) (Table 4). In contrast, the gender, the AST, ALT

and cGT levels were not associated with F$3. In a multivariate

analysis including total cell death and apoptotic markers, alkaline

phosphatase, bilirubin, prothrombin index and hyaluronate levels,

the only independent variables, when the judgment criterion was F

$3, were prothrombin index, hyaluronate, total and apoptotic cell

death markers (Table 5).

The three biomarkers of cell death accurately predicted
severe fibrosis in alcoholic patients
We then wanted to determine if these serum biomarkers could

predict severe fibrosis (F$3) in our cohort of 143 patients. As

shown in Figure 2, the area under the ROC curve (AUC) for

discriminating severe fibrosis with the total cell death, apoptotic or

necrotic markers was 0.84 (CI95% 0.76, 0.90), 0.76 (CI95% 0.66,

0.83) and 0.84 (CI95% 0.75, 0.89), respectively. The comparison

of the AUC indicated that the total cell death marker is

significantly different from the apoptotic marker (total cell death

marker AUROC versus apoptotic marker AUROC: P=0.0006;

total cell death marker AUROC versus necrotic marker AUROC:

P=0.73; apoptotic marker AUROC versus necrotic marker

AUROC: P=0.0505).

Several cut-off values were calculated for the levels of the three

markers for the prediction of F$3 in our cohort (Table 6). For

example, the cut-off point at 790 U/L of the cell death marker

predicted F$3 with a sensitivity of 84%, a specificity of 71%, a

Positive and Negative Predictive Value of 67.1% and 87.1%,

respectively. The cell death markers predicted severe fibrosis with

good specificity and sensitivity indicating that hepatic cell death

could be an important actor or characteristic of liver fibrosis

induced by chronic alcohol consumption.

Discussion

We report here that severe fibrosis associated with chronic

alcoholic liver disease correlated with substantial liver cell death

Table 3. Correlation between hepatic TGFb, TNFa and Fas-L gene expression and circulating levels of total, apoptotic and necrotic
cell death markers in 24 alcoholic patients.

Fibrosis

Cell death marker

(CK18 total)

Apoptotic marker

(CK18 fragment)

Necrotic marker

(CK18 total-fragment)

rs P rs P rs P rs P

TGFb 0.792 ,0.001 0.589 0.005 0.547 0.010 0.631 0.002

TNFa 0.489 0.034 0.519 0.019 0.504 0.033 0.529 0.016

Fas-L 0.577 0.008 0.359 0.120 0.347 0.134 0.283 0.226

The correlation between the expression levels of TGFb, TNFa and Fas-L mRNA (DCt) and circulating levels of biomarkers was analyzed using the Spearman’s rank
correlation test.
doi:10.1371/journal.pone.0017599.t003

Table 4. Univariate analysis of the 143 alcoholic patients
according to the severity of liver disease.

Data F,3 (n =85) F$3 (n=58) P

Age (years) 45.867.8 51.268.8 ,0.000001

Gender (female/male) 19/66 19/39 0.166613

Platelets (109/L) 204.0677.6 132.6676.2 ,0.000001

AST (IU/L) 90.46103.5 106.6681.6 0.453246

ALT (IU/L) 79.66175.3 41.4631.8 0.102965

cGT (IU/L) 302.26359.1 368.66391.1 0.296977

Alkaline phosphatase (IU/L) 88.8639.4 163.6689.8 ,0.000001

Bilirubin (mmol/L) 10.366.2 77.6693.9 ,0.000001

Albumin (g/L) 47.564.5 31.668.6 ,0.000001

Prothrombin index (%) 97.365.6 60.1620.3 ,0.000001

Total cell death marker (U/L) 669.66397.2 1392.26566.4 ,0.000001

Apoptotic marker (U/L) 381.66208.3 658.46305.2 ,0.000001

Necrotic marker (U/L) 294.76237.6 733.86335.6 ,0.000001

Hyaluronate (mg/L) 43.5631.3 486.16305.6 ,0.000001

Patients were classified as Fibrosis (F) ,3 or $3. Quantitative results are
expressed as means 6 standard deviations. AST: aspartate amino-tranferase;
ALT: alanine amino-transferase; cGT: Gamma Glutamyl Transpeptidase.
doi:10.1371/journal.pone.0017599.t004
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due to both apoptosis and necrosis, as evaluated by circulating

levels of cell death markers. These serum markers also correlated

with hepatic features of hepatocyte injury including ballooning

and the presence of Mallory-Denk bodies and hepatic expression

of TNFa and TGFb. Finally, we show that the total, apoptotic and

necrotic cell death markers accurately predict severe fibrosis in a

large cohort of alcoholic patients.

Markers of total, apoptotic and necrotic cell death correlated

with fibrosis and hepatic expression of TNFa and TGFb in our

patients. In agreement with our results, it has been shown that

apoptosis of hepatocytes was significantly increased in patients

with alcoholic hepatitis, and correlated with disease severity and

hepatic fibrosis [27]. It has been proposed that alcohol alters the

population of gut bacteria and inhibits intestinal motility, resulting

in overgrowth of a Gram-negative flora. Lipopolysaccharide is

elevated in portal blood and activates Kupffer cells leading to the

production of ROS and, consequently, TNFa. TNFa then

stimulates mitochondrial oxidant production in hepatocytes, which

are sensitized to apoptosis [28]. Hepatic apoptosis produces

chemokines and inflammation, which in turn may activate hepatic

stellate cells. Moreover, the phagocytosis of hepatocyte apoptotic

bodies by hepatic stellate cells and Kupffer cells enhances the

expression of pro-fibrogenic genes, such as TGFb, that may

initiate hepatic fibrosis [27]. Although the degradation of

cytokeratin during apoptosis is not completely understood, it has

been suggested that it could facilitate the formation of apoptotic

bodies and amplify the apoptotic signal [29]. We also showed that

necrosis of hepatocytes was enhanced in severe fibrosis and could

amplify these processes by massive release of cytokines.

Previous studies have shown that the serum levels of total CK18

(evaluated by a M3-based ELISA, the M3 antibody recognises

soluble fragments of CK18) in heavy drinkers (n = 15) were higher

than those of healthy controls (n = 10), and even tended to be

higher than those of patients with biopsy-proven malignancy of

epithelial origin (n = 22) including adenocarcinoma of a variety of

origins, small lung carcinoma, hypernephroma and epidermoid

easophageal carcinoma [22]. The same group showed that serum

levels of total CK18 correlated with the apoptotic score in 53

patients (31 with alcoholic hepatitis and 22 with fatty liver) [19].

While these studies were done on a small group of patients, the

circulating level of total CK18 was increased in alcoholics. We

now reported that circulating levels of these cell death markers

correlated better with fibrosis than with the hepatic activity in a

large cohort of alcoholic patients (n = 143).

We have shown for the first time that the serum cell death and

apoptotic markers were independent factors that predict severe

fibrosis in a large cohort of patients with ALD. Liver biopsy

remains the gold standard for assessment of liver fibrosis.

However, problems with liver biopsy include sampling error and

inter-observer variability. Fibroscan and the currently available

sero-algorithm tests (FibrotestH, FibrometerH) or the direct

biomarker (Hyaluronate) can differentiate between mild and

severe disease [30,31,32]. In the case of borderline results two or

more methods can be combined. However, identification of novel

markers is needed to improve sero-algorithm tests leading to

quantification of fibrosis and to monitor the dynamic nature of

fibrosis.

Cell death biomarkers have already been inserted into a

composite model for prediction of liver injury or patient survival in

other liver diseases. In acute liver failure, the cytokeratin 18-based

modification of the model for the End-Stage Liver Disease

(MELD) score improves prediction of spontaneous survival after

acute liver injury [33]. We have recently shown that the

association of serum CK18 fragments with ALT and the presence

of a metabolic syndrome in a composite model predicted hepatic

inflammation in morbidly obese patients [34]. These markers

could also be useful in rapidly providing information concerning

the treatment response. For example, the apoptotic cell death

(CK18 fragment) marker has been recently used to evaluate the

effect of some treatments in patients with chronic hepatitis C

infection [35,36].

In summary, circulating levels of total and the caspases-

generated fragment of cytokeratin 18 predict with good accuracy

severe fibrosis in heavy alcohol drinkers. These markers also

correlated with hepatocyte ballooning, the presence of Mallory-

Denk bodies and hepatic TNFa and TGFb expression. Further-

more, studies focusing on the behavior of these markers for the

follow up of patients with severe alcoholic liver disease should be of

great interest, particularly in response to corticosteroid.

Table 5. Multivariate analysis for the prediction of the
severity of liver disease.

Data F$3 versus F,3

P OR 95%CI

Alkaline phosphatase 0.1566 0.901 0.9556–1.0072

Bilirubin 0.3540 0.902 0.7273–1.1207

Prothrombin index 0.0142 0.675 0.4940–0.9245

Cell death marker 0.0497 0.991 0.9833–0.9999

Apoptotic marker 0.0211 1.032 1.0047–1.0607

Hyaluronate 0.0073 1.068 1.0181–1.1221

Patients were classified according to Fibrosis (F) ,3 or $3. Multivariate analysis
was performed using logistic regression.
doi:10.1371/journal.pone.0017599.t005

Figure 2. Levels of total, apoptotic and necrotic cells death
markers for diagnosis of advanced fibrosis (F$3) in 143
alcoholic patients. The area under the ROC curves are shown for
the performance of the total (CK18 total), apoptotic (CK18 fragment)
and necrotic (CK18 total-fragment) cell death markers for predicting
advanced fibrosis (F$3).
doi:10.1371/journal.pone.0017599.g002
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Background & Aims: The aim of this study was to determine the
influence of coffee and other caffeinated drinks on liver fibrosis of
severely obese European patients.
Methods: A specific questionnaire exploring various types of
coffee (regular filtrated coffee and espresso), caffeinated drinks,
and chocolate was filled in by 195 severely obese patients. All
patients had liver biopsies that were analyzed according to the
NASH Clinical Research Network Scoring System. Univariate
and multivariate analyses of significant fibrosis were
performed.
Results: Caffeine came mainly from coffee-containing beverages
(77.5%). Regular coffee and espresso were consumed in 30.8%
and 50.2% of the patients, respectively. Regular coffee, espresso,
and total caffeine consumption was similar between patients
with and without NASH. While consumption of espresso, caffei-
nated soft drinks, and chocolate was similar among patients, with
respect to the level of fibrosis, regular coffee consumption was
lower in patients with significant fibrosis (F P2). According to
logistic regression analysis, consumption of regular coffee was
an independent protective factor for fibrosis (OR: 0.752 [0.578–
0.980], p = 0.035) in a model including level of AST (OR: 1.04

[1.004–1.076], p = 0.029), presence of NASH (OR: 2.41 [1.007–
5.782], p = 0.048), presence of the metabolic syndrome (NS),
and level of HOMA-IR (NS). Espresso, but not regular coffee con-
sumption was higher in patients with lower HDL cholesterol
level, higher triglyceride level, and the metabolic syndrome.
Conclusions: Consumption of regular coffee but not espresso is
an independent protective factor for liver fibrosis in severely
obese European patients.
Ó 2012 European Association for the Study of the Liver. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is one of the most fre-
quent chronic liver diseases in the world. NAFLD is associated
with different types of liver damage ranging from simple steato-
sis to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) and finally to cirrho-
sis. The pathophysiology of NASH is now better understood.
Genetic and environmental factors are implicated in the develop-
ment of steatosis and NASH [1]. NASH is more often associated
with overweight and obesity. However, thin patients with a nor-
mal waist circumference can also have NASH [2]. In contrast,
morbidly obese patients have NASH in 15–20% of the cases [3].
The reasons for such heterogeneity of NASH manifestations are
not well understood. Association of liver co-morbidity such as
hepatitis B or C, HIV infection or toxic exposure, such as alcohol
intake, tobacco and cannabis smoking is known to cause higher
liver damage. Among the environmental factors, coffee consump-
tion has been suggested to induce protective effects on the liver
[4,5]. The level of liver enzymes and the degree of fibrosis and cir-
rhosis were lower in hepatitis C or alcoholic liver disease in
patients who drank coffee. Cirrhosis was less frequent in heavy
alcoholic drinkers who drank coffee compared to those who did
not. Moreover, in cirrhotic patients hepatocellular carcinoma
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was less frequent in patients with a high consumption of coffee,
regardless of the cause of liver damage [6]. Such protective effects
could be due to caffeine, but also to other molecules such as
cafestol, kahweol, chlorogenic acids, and phenols. Coffee is a com-
plex beverage containing more than a hundred compounds. The
composition of coffee is influenced by several factors such as
the type of coffee bean and the type of preparation. For example,
cafestol and kahweol are not present in ‘‘filtrated’’ coffee (regular
coffee). Espresso, which is made using high-pressure hot water
through a column of coffee in a percolator, has a different compo-
sition. Since the composition differs according to the preparation,
the physiological effects might also be different. The impact of
coffee and caffeine consumption on patients with NAFLD and
NASH is not well known. A recent study has suggested that the
level of liver enzymes, suspected to be due to NAFLD, is higher
in patients with a low coffee consumption [7]. A large American
study has found that liver fibrosis is lower in patients with high
coffee consumption. Surprisingly, typical lesions of NASH are
not influenced by coffee consumption [8].

The influence of coffee and caffeine consumption on liver
lesions has yet to be studied in severely obese patients. The
aim of this study was to compare the consumption of several
kinds of coffee-containing beverages and other sources of caf-
feine such as tea, chocolate, and cola drinks on the liver histology
of severely obese European patients.

Patients and methods

Study population

One hundred and ninety-five consecutive severely and morbidly obese patients,

referred for bariatric surgery, were included between December 2009 and July

2011.

The study protocol was performed according to the French legislation regard-

ing Ethics and Human Research and was approved by the local Ethics Committee

(Huriet-Serusclat law, DGS 2003/0395). Written informed consent was obtained

from all patients. All patients met the 1991 NIH Consensus Conference guidelines

for gastrointestinal surgery for obesity [9]. All patients were negative for hepatitis

B and C viral markers, autoantibodies indicative of autoimmune hepatitis, and

had negligible alcohol consumption (<20 g/day in women and <30 g/day in

men). Alcohol abuse was also excluded by interviewing the patients’ relatives.

Patients with a history of inflammatory disease (including rheumatoid arthritis,

systemic lupus erythematosus, and inflammatory bowel disease), current infec-

tions, recent history of cancer (<5 years), and severe pulmonary or cardiac disease

were not enrolled in the study. All patients underwent bariatric surgery and a sur-

gical liver biopsy was obtained during the operation.

Preoperative assessment

Preoperative assessment was done 2 or 3 weeks before surgery and included: his-

tory and physical examination, blood pressure determination, anthropometric

investigations (weight, height, waist circumference), psychiatric and nutritional

evaluation, blood samples, obtained after overnight fasting for determination of

plasma levels of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase

(AST), glucose, insulin, C-peptide, glycosylated hemoglobin, triglycerides, HDL

cholesterol, and low density lipoprotein (LDL) cholesterol. ALT and AST levels

were determined using the RocheÒ assay with pyridoxal phosphate on a Hitachi

ModularÒ according to the International Federation of Clinical Chemistry and the

Société Française de Biologie Clinique recommendations. In our center, the upper

limit of normal ALT (N) was 31 IU/L for women and 41 IU/L for men. Glycosylated

hemoglobin was determined with the Dual kit A1c BioradÒ on a Variant 2 BioradÒ

(Biorad, USA). All patients also had chest X-ray, electrocardiogram, abdominal

ultrasound and upper gastrointestinal endoscopy.

Insulin resistance was assessed by homeostasis model assessment of insulin

resistance (HOMA-IR). HOMA-IR is the product of fasting plasma insulin concen-

tration (mIU/L) and glucose concentration (mmol/L) divided by 22.5 [10].

The metabolic syndrome was diagnosed according to the International Diabe-

tes Federation (IDF) as follows: central obesity defined by an increased waist cir-

cumference (P80 cm in women and P94 cm in men) and any two of the

following criteria: (i) triglycerides P1.7 mmol/L or treatment for hypertriglycer-

idemia; (ii) HDL-cholesterol <1.29 mmol/L in women and <1.03 mmol/L in men;

(iii) systolic blood pressure (BP)P130 mmHg or diastolic BPP85 mmHg or treat-

ment for hypertension; and (iv) fasting plasma glucose P5.6 mmol/L or previ-

ously diagnosed type 2 diabetes [11]. All the morbidly obese patients of this

study had an increased waist circumference. Type 2 diabetes was defined by

two elevated measurements for fasting plasma glucose P7 mmol/L.

Assessment of coffee and caffeine consumption

Questionnaires were performed by SM. Accurate questions were asked to

patients within 2 months of bariatric surgery. Patients were questioned on their

consumption of coffee and other foods and drinks containing caffeine during the

period preceding surgery. Patients were asked about their typical consumption

before receiving any recommendations for food intake to prepare for bariatric

surgery. The daily consumption of coffee and caffeinated foods and drinks dur-

ing a typical week was asked. The volume of consumed coffee and drinks was

noted. Automatic conversion between the consumed volume of coffee and caf-

feinated drinks was done using a homemade specific converter. The amount of

caffeine contained in each type of coffee and caffeinated drink is presented in

Supplementary Table 1. In detail, coffee-containing beverages were espresso,

double espresso, filtrated coffee (regular coffee), coffee made with an Italian cof-

fee machine, and decaffeinated coffee. Other investigated beverages were green

tea, black tea, black and milk chocolate, cola-based soft drinks, tea-based soft

drinks, and energetic soft drinks. Alcohol, tobacco, and cannabis consumption

was also evaluated.

Assessment of liver pathology

Hepatic wedges were obtained during bariatric surgery by specialized liver sur-

geons (IA and JG). Hepatic wedges were at least 10 mm long. Surgical liver biop-

sies were reviewed by one liver pathologist (MC-SP) without knowledge of the

clinical or biological characteristics of the patients. Routine haematoxylin–

eosin–safran and Sirius Red staining was performed on all the biopsies. Modified

Brunt criteria for diagnosis of NASH were used [12]. All biopsies were graded

according to the NAFLD activity score (NAS). This score classifies patients as sim-

ple steatosis (NAS 62), borderline (36 NAS 64) or definitive NASH (NASP5) [13].

In the present study, liver bridging fibrosis was assessed by Sirius Red staining

and was classified into seven stages according to the NASH Clinical Research Net-

work Scoring System Definition and Scores in Study Set as follows: F0: no fibrosis,

F1a: mild zone 3 sinusoidal fibrosis, F1b: moderated zone 3 sinusoidal fibrosis,

F1c: peri-portal sinusoidal fibrosis, F2: zone 3 sinusoidal fibrosis and peri-portal

sinusoidal fibrosis, F3: bridging fibrosis, and F4: cirrhosis [13].

Statistical analysis

All tests were two-sided and an alpha <0.05 was considered to be statistically sig-

nificant. Analyses were performed with NCSS 2007 software (Kaysville, Utah,

USA). Results are presented as means and standard deviations or as absolute

numbers and percentages, as shown in the Tables. Patients were analyzed accord-

ing to presence of NASH, degree of NAS, and severity of fibrosis. Two groups were

defined according to the level of fibrosis. The first group (n = 68) was composed of

patients having a significant fibrosis stage equal or superior to F2. The other group

(n = 127) was composed of patients with a fibrosis stage of F0 or F1. Univariate

analyses were performed using Student’s t-test or Chi2 as appropriate. First mul-

tivariate analysis (model 1) was performed to determine the independent param-

eters associated with significant fibrosis (FP2).

Association between coffee intake and significant fibrosis was determined by

logistic regression, significant fibrosis (FP F2) being the dependent variable. A

first logistic regression model (model 1) was made. Variables that were signifi-

cantly (p <0.05) different between the 2 groups of patients according to the sever-

ity of fibrosis (FP2 and F <2) in univariate analysis, were included in this first

model. When variables were linked together (such as AST and ALT or NAS and

NASH) only one of them was chosen according to the clinical relevance. Caffeine

from regular coffee, given as g/week, has been added to the model as a quantita-

tive variable. This is a quantitative value reflecting the consumption of regular

coffee (the volume of consumed regular coffee was the one given in the question-

naire). Automatic conversion between consumed volume of regular coffee and

caffeine intake was done using a homemade specific converter (see the
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Section ‘‘Assessment of coffee and caffeine consumption’’). A second multivariate

analysis (model 2) was performed using the parameters of model 1 plus the

forced variable caffeine from espresso drinking given as g/week.

Correlations between stages of fibrosis and caffeine intake, and between caf-

feine from espresso drinking and number of parameters of metabolic syndrome,

triglycerides, and HDL-cholesterol were estimated with the Pearson correlation

coefficient.

Results

Characteristics of patients

The clinical, biological, and histological characteristics of patients
are presented in Tables 1 and 2. The cohort consisted of 161
women and 34 men. Mean age was 39.4 ± 12.3 years and mean
body mass index (BMI) was 42.2 ± 4.7 kg/m2. Type 2 diabetes
and metabolic syndrome were present in 18.5% and 46.6% of
the patients, respectively. NASH was present in 19.5% of the
patients without any difference between men and women
(23.5% vs. 18.6%, p = n.s.). Significant fibrosis (P2) was observed
in 34.9% of the patients without any difference in gender (26.5%
vs. 36.6%, p = n.s.). C peptide (1001.1 ± 518.6 vs.

856.0 ± 333.0 pmol/L, p = 0.04) and HOMA-IR (10.7 ± 17.3 vs.

5.7 ± 5.5, p = 0.002) were significantly higher in men than in
women. HDL cholesterol was significantly lower in men than in
women (1.1 ± 0.3 vs. 1.4 ± 0.4 mmol/L, p = 0.008). Body mass
index, glycosylated hemoglobin, triglyceride, LDL cholesterol,
and proportion of patients with type 2 diabetes and metabolic
syndrome were similar between men and women.

Consumption of cannabis was infrequent in our cohort (4.1%).
Tobacco consumption occurred in 35.4% of the patients with
14.9 ± 16.6 packages of tobacco per year.

While coffee consumption was present in 72.8% of the
patients, differences in the types of consumed coffee existed:
19.5% drank only regular coffee, 39% only espresso, 11.3% both

regular coffee and espresso, and 9.2% decaffeinated coffee.
90.8% of the patients used to consume caffeinated soft drinks,
which represent only 10.6% of the total intake of caffeine. Con-
sumption of caffeine was mainly attributed to the consumption
of regular and espresso coffee. Tea and chocolate represented
11.7% of the total caffeine intake. Consumption of regular coffee,
decaffeinated coffee, caffeinated soft drinks, tea, and chocolate
was similar for men and women. In contrast, espresso was con-
sumed more by men than women (67.6% vs. 46.6%, p = 0.03).

Table 1. Clinical and biological characteristics of the study population.

Variable

Gender (F/M) 161/34

Age (yr) 39.4 ± 12.3

BMI (kg/m2) 42.2 ± 4.7

Waist circumference (cm) 119.9 ± 12.6

ALT (IU/L) 32.3 ± 21.4

AST (IU/L) 27.8 ± 10.9

HDL-cholesterol (mmol/L) 1.3 ± 0.4

LDL-cholesterol (mmol/L) 3.2 ± 0.9

Triglyceride (mmol/L) 1.5 ± 0.8

Blood glucose (mmol/L) 5.1 ± 1.3

C-peptide (pmol/L) 882.3 ± 375.9

HOMA1-IR 6.0 ± 6.0

Glycosylated hemoglobin (%) 5.8 ± 0.8

Tobacco use (packages per yr) 5.3 ± 12.2

Cannabis (joints per yr) 0.18 ± 1.5

Type 2 diabetes n (%) 36 (18.5)

IDF metabolic syndrome n (%) 91 (46.6)

F, female; M, male; BMI, body mass index; ALT, alanine amino-transferase, AST,

aspartate amino-transferase; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density

lipoprotein; HOMA1-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IDF:

International Diabetes Federation.

Table 2. Histological characteristics of the study population.

Pathological parameters

in the whole 
population
(n = 195) 
n (%)

in patients with 
NASH 
(n = 38) 
n (%)

Grade of steatosis

0 14 (7) 0

1 75 (38.5) 5 (13.2)

2 68 (34.9) 14 (36.8)

3 38 (19.4) 19 (50)

Grade of ballooning

0 119 (61.0) 0

1 75 (38.5) 37 (97.4)

2 1 (0.5) 1 (2.6)

0 153 (78.5) 0

1 40 (20.5) 36 (94.7)

2 2 (1) 2 (5.3)

NAFLD activity score

0 14 (7.2) 0

1 64 (32.8) 0

2 36 (18.5) 0

3 37 (19) 4 (10.5)

4 24 (12.3) 14 (36.8)

5 19 (9.7) 19 (50)

6 1 (0.5) 1 (2.6)

≥3 81 (41.5) 38 (100)

≥4 44 (22.6) 34 (89.5)

≥5 20 (10.3) 20 (52.6)

NASH 38 (19.5) -

F0 31 (15.9) 3 (7.9)

F1a 62 (31.8) 10 (26.3)

F1b 14 (7.2) 2 (5.3)

F1c 20 (10.3) 2 (5.3)

F2 61 (31.3) 15 (39.5)

F3 6 (3.1) 5 (13.2)

F4 1 (0.5) 1 (2.6)

Grade of inflammation

Stage of fibrosis

NAS, NAFLD activity score; NASH, non-alcoholic steatohepatitis.

Stage of steatosis, ballooning, inflammation, and fibrosis was assessed using the

NASH Clinical Research Network Scoring System Definition and Scores in Study

Set.
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Total caffeine and the amount of caffeine from regular coffee
were similar between patients with and without metabolic
syndrome, type 2 diabetes, or the individual parameters of the
metabolic syndrome (low HDL cholesterol, high triglycerides,
high blood glucose level, and high blood pressure). In contrast,
consumption of caffeine from espresso drinking was significantly
associated with metabolic abnormalities. Caffeine from espresso
drinking was significantly higher in patients with the metabolic
syndrome (1.4 ± 2.0 vs. 0.7 ± 1.4 g/week, p = 0.005), and with
specific features of the metabolic syndrome such as low HDL cho-
lesterol (1.3 ± 2.0 vs. 0.8 ± 1.4 g/week, p = 0.03), and high triglyc-
erides (1.4 ± 2.3 vs. 0.8 ± 1.4 g/week, p = 0.02). The prevalence of
high blood glucose and high blood pressure was similar in both
groups. In espresso coffee drinkers, the amount of caffeine from
espresso consumption positively correlated with the number of
parameters of the metabolic syndrome and with the triglyceride
level, and inversely correlated with HDL-cholesterol (Supplemen-
tary Table 2).

Association between NASH and coffee consumption and total caffeine

intake

No association was found between the presence of NASH or NAS
in coffee drinkers vs. non-drinkers. Similarly, the amount of total
consumed caffeine was comparable in patients with or without
NASH. No difference was found when caffeine intake was ana-
lyzed according to the sources of caffeine (regular coffee, espresso
coffee, soft drinks, tea, and chocolate) in patients with or without
NASH. Total caffeine and caffeine coming from coffee were also
divided into 4 categories (0, <100 mg/day, 100–200 mg/day, more
than 300 mg/day): no difference was found between patients
with and without NASH and according to NAS. Similarly, the
same proportion of patients with NASH was observed in both reg-
ular coffee drinkers and espresso coffee drinkers (18.3% and
17.3%, respectively).

Association between the severity of fibrosis and coffee and caffeine

consumption

The stage of fibrosis in the whole population and in patients with
NASH is presented in Table 2. As expected, hepatic fibrosis posi-
tively correlated with NAS (r = 0.3, p <0.0001) and with the num-
ber of features of the metabolic syndrome (r = 0.22, p = 0.002).

A comparison of the patients divided into 2 groups according
to the severity of fibrosis (F0–F1 and F2–F4) was made (Table 3).
Patients with the highest level of fibrosis had a significantly lower
consumption of caffeine coming from regular coffee. No signifi-
cant difference was found concerning the amount of total caf-
feine, caffeine coming from espresso, soft drinks, tea, and
chocolate. Patients in the F2-F4 group had significantly higher
levels of AST, ALT, HOMA-IR, prevalence of the metabolic syn-
drome, NASH, and level of NAS.

A multivariate analysis using logistic regression was per-
formed in order to find independent parameters associated with
the higher level of fibrosis in patients. Caffeine intake from regu-
lar coffee, which reflected consumption of regular coffee, was a
significant and independent factor associated with significant
fibrosis in a model including AST, HOMA-IR, presence of the met-
abolic syndrome, and presence of NASH. Consumption of regular
coffee was protective against liver fibrosis as the OR was below 1.
In contrast, the level of AST and the presence of NASH were pos-

itively and independently associated with the presence of signif-
icant fibrosis (Table 4). A second logistic regression analysis
(model 2) was made by adding the forced variable caffeine intake
from espresso consumption (Supplementary Table 3). The results
were similar to those of model 1. Caffeine intake from regular cof-
fee was the only protective factor while the level of AST and the
presence of NASH were associated with a higher level of fibrosis.
Caffeine intake from espresso consumption was not indepen-
dently associated with the level of fibrosis.

Finally, in regular coffee drinkers, the amount of caffeine from
regular coffee inversely correlated with the severity of fibrosis
(r = ÿ0.26, p = 0.041, Supplementary Table 2).

Discussion

In this study, consumption of regular coffee but not espresso was
associated with a lower level of fibrosis and was independently
protective against fibrosis in a cohort of severely obese patients
undergoing bariatric surgery. Total consumption of coffee, regu-
lar coffee, and espresso was not associated with NASH. By con-
trast, consumption of espresso was positively associated with
the presence of the metabolic syndrome. This study suggests that
specific components from regular coffee, possibly not only caf-
feine, decrease the risk of liver fibrosis in severely obese patients.
These beneficial effects were not observed with espresso.

Coffee is one of the most popular beverages in the Western
world. The impact of coffee on health has been studied for twenty
years [14]. For example, potential positive effects were reported
on the central nervous system, particularly for Parkinson’s dis-
ease and depression [14]. A beneficial effect on the liver has been
suggested more recently. First, epidemiological studies have
reported a lower level of liver enzymes (GGT, ALT) in association
with coffee drinking [5]. In addition, less fibrosis and cirrhosis
have been observed in patients with alcoholic liver disease
among those who drank coffee [5]. The protective action of coffee
against liver fibrosis or inflammation has also been reported in
patients with hepatitis C [15,16]. An anti-proliferative effect has
also been suspected since the occurrence of hepatocellular carci-
noma was less frequent in cirrhotic patients who drank coffee.
This has been observed in alcoholism, in post hepatitis C and
other liver diseases [6,17,18]. In patients with hepatitis C, coffee
consumption has also been associated with an increase of sus-
tained virological response after antiviral therapy [19]. Only
two cohort studies have been reported on the influence of coffee
on the evolution and severity of NAFLD [7,8]. Birerdinc et al.

reported that coffee consumption was associated with a decrease
in the levels of liver enzymes in patients with suspicion of NAFLD
[7]. More recently, Molloy et al. have reported that coffee con-
sumption is associated with less fibrosis in overweight and obese
American patients [8], the effect on NASH being less clear. In a
large cohort of European morbidly obese patients, we found that
regular coffee consumption was associated with less fibrosis. We
were surprised to observe that not all kinds of coffee were equiv-
alent in terms of a protective effect against fibrosis; regular fil-
trated coffee but not espresso consumption appearing to be
protective.

Coffee is a very complex mixture of approximately one hun-
dred compounds. The three main compounds are caffeine, diter-
penes, such as cafestol and kahweol, and chlorogenic acids.
Caffeine modifies the TGFb signaling pathway through an
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increase in the level of SMAD, which could decrease the tran-
scription of CTGF, one of the major stimulator of liver fibrosis
[20]. However, the antioxidant cytoprotective effects of coffee
could be indirectly induced by UDP glucuronosyltransferases
(UGT1A) and might be independent of caffeine content, cafestol,
and kahweol [22].

The type of preparation of coffee influenced the composition
of the final beverage. Filtrated (regular) coffee did not contain
cafestol or kahweol, and since espresso is prepared using high
pressure boiling water through a column of coffee (barista
method), it could modify several of its compounds. The espresso
content in caffeine and 5-O-caffeoylquinic acid, the main chloro-
genic acid, and their ratio varied largely in 20 commercial espres-
sos tested in Scotland; the infusion/filtration used for regular
coffee better preserved chlorogenic acids than the barista method
used for espresso [21] .

Filtrated coffee is one of the most commonly used in the US,
whereas espresso is the most consumed coffee in Europe. In

Table 3. Characteristics of the patients according to the stage of fibrosis.

Variable Fibrosis <F2
(n = 127)

Fibrosis ≥F2
(n = 68)

p value

Gender (F/M) 102/25 59/9 n.s.

Age (yr) 39.3 ± 12.4 39.6 ± 12.2 n.s.

BMI (kg/m2) 42.3 ± 5.0 42.2 ± 4.0 n.s.

Waist circumference (cm) 119.7 ± 12.1 120.2 ± 13.5 n.s.

ALT (IU/L) 29.7 ± 19.2 37 ± 24.4 0.03

AST (IU/L) 26.0 ± 7.7 31.3 ± 14.4 0.001

HDL-cholesterol (mmol/L) 1.3 ± 0.4 1.3 ± 0.4 n.s.

LDL-cholesterol (mmol/L) 3.2 ± 1.0 3.2 ± 0.8 n.s.

Triglyceride (mmol/L) 1.45 ± 0.8 1.54 ± 0.8 n.s.

Blood glucose (mmol/L) 5.0 ± 1.1 5.3 ± 1.5 n.s.

C-peptide (pmol/L) 868.7 ± 367.8 907.9 ± 392.5 n.s.

HOMA1-IR 5.3 ± 4.1 7.3 ± 8.5 0.04

Glycosylated hemoglobin (%) 5.8 ± 0.7 5.8 ± 0.8 n.s.

Type 2 diabetes n (%) 21 (16.5) 15 (22.1) n.s.

Metabolic syndrome n (%) 53 (41.7) 40 (58.8) 0.02

Total caffeine (g/wk) 2.55 ± 2.52 1.98 ± 2.04 n.s.

Number of espresso/wk 10.0 ± 16.5 11.4 ± 19.3 n.s.

Quantity of espresso consumed (ml/wk) 578.3 ± 986.5 682.1 ± 1157.8 n.s.

Caffeine from espresso (g/wk) 0.96 ± 1.64 1.14 ± 1.93 n.s.

Quantity of regular coffee consumed (ml/wk) 1441.7 ± 2889.9 575.4 ± 1254.5 0.02

Caffeine from regular coffee (g/wk) 1.00 ± 2.02 0.40 ± 0.88 0.02

Caffeine from tea and chocolate (g/wk) 0.29 ± 0.41 0.25 ± 0.32 n.s.

Total caffeine soda (g/wk) 0.29 ± 0.45 0.18 ± 0.26 n.s.

Tobacco use (packages per yr) 4.9 ± 11.1 6.0 ± 14.0 n.s.

Cannabis (joints per yr) 0.2 ± 1.8 0.09 ± 0.7 n.s.

NAFLD activity score (NAS)

≥3 n (%) 45 (35.4) 36 (52.9) 0.02

≥4 n (%) 20 (15.7) 24 (35.3) 0.002

≥5 n (%) 7 (5.5) 13 (19.1) 0.003

NASH n (%) 17 (13.4) 21 (30.9) 0.003

F, female; M, male; BMI, body mass index; ALT, alanine amino-transferase, AST, aspartate amino-transferase; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein;

HOMA1-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IDF, International Diabetes Federation; NAS, NAFLD activity score; NASH, non-alcoholic steatohepatitis;

n.s., not significant.

Stage of fibrosis was assessed using the NASH Clinical Research Network Scoring System Definition and Scores in Study Set.

Table 4. Multivariate analysis assessing factors associated with significant

fibrosis (PF2) in morbidly obese patients.

OR 95% CI p value

AST 1.039 1.004-1.076 0.029

Caffeine from regular coffee* 0.752 0.578-0.980 0.034

HOMA-IR 0.993 0.955-1.032 0.706

NASH 2.413 1.007-5.782 0.048

IDF metabolic syndrome 1.253 0.622-2.527 0.528

⁄Caffeine from regular coffee intake (g/week) reflects consumption of regular

coffee.

Stage of fibrosis was assessed using the NASH Clinical Research Network Scoring

System Definition and Scores in Study Set.

Research Article

1094 Journal of Hepatology 2012 vol. 57 j 1090–1096



our study, around 50% of our patients took at least one espresso a
week whereas around 30% took at least one cup of regular coffee
a week. One could hypothesize that the difference between reg-
ular coffee and espresso in our study could be due to the fact that
potentially benefic compound(s) are present in regular coffee but
not in espresso. Another possibility could be that the beneficial
effect of some compounds present in regular coffee is antago-
nized in other preparations, including espresso. Indeed, a positive
correlation was found between espresso consumption and the
metabolic syndrome and some of its constitutive parameters,
such as low HDL and high triglyceride levels. Of note, consump-
tion of regular coffee was not associated with the presence of
metabolic parameters. Espresso consumption could be associated
with an abnormal metabolic profile, which could favor the occur-
rence of fibrosis during severe obesity. One hypothesis could be
that sucrose added by espresso consumers could be potentially
deleterious. Sucrose is composed of one molecule of glucose
and one molecule of fructose. The use of fructose has been asso-
ciated with the severity of fibrosis in American patients with
NASH [23,24]. This could be due to the specific hepatic metabo-
lism of fructose favoring ATP depletion, lipotoxicity, insulin resis-
tance, and TNF expression [25]. Fructose consumption has also
been associated with increased gut permeability and endotoxe-
mia [25]. Severe NASH lesions have been obtained in mice receiv-
ing high-fructose corn syrup [26]. Sucrose seems also to favor
features of obesity, metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus,
and fatty liver in mouse or rat models [27,28]. Unfortunately, we
did not record the amount of sugar used with coffee by our
patients. However, one must keep in mind that the concentration
of sugar in an espresso (120 g/L) is similar to that of a typical cola
soft drink (106 g/L). Sugar used in soft drinks is mainly based on
high-fructose corn syrup. The increasing use in beverages of high-
fructose corn syrup has been suggested to be a factor responsible
for the increase of obesity in adults and teenagers observed in
developed countries for the last thirty years [29].

In conclusion, we found that consumption of regular filtrated
coffee but not espresso was independently associated with a
lower level of fibrosis in morbidly obese European patients. The
finding that some compounds in coffee can protect from liver
fibrosis is of potential pharmacological interest. As sugar could
decrease the beneficial effect of coffee, coffee consumption, par-
ticularly regular coffee, could be encouraged but without sugar
addition!
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Stéphanie Bonnafous • Beatrice Bailly-Maitre • Ophélia Le Thuc •
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Abstract

Background Sleeve gastrectomy (SG) has become a

popular bariatric procedure. The mechanisms responsible

for weight loss and improvement of metabolic disturbances

have still not been completely elucidated. We investigated

the effect of SG on body weight, adipose tissue depots,

glucose tolerance, and liver steatosis independent of

reduced caloric intake in high-fat-diet-induced obese mice.

Methods C57BI/6 J mice fed a high fat diet (45 %) for

33 weeks were divided into three groups: sleeve gastrec-

tomy (SG, 13 mice), sham-operated ad libitum fed (SALF,

13 mice) and sham-operated pair fed (PFS, 13 mice). The

animals were humanely killed 23 days after surgery.

Results In SG mice, food intake was reduced transiently,

but weight loss was significant and persistent compared to

controls (SG vs. PFS, P\ 0.05; PFS vs. SALF, P\ 0.05).

SG mice showed improved glucose tolerance and lower

levels of liver steatosis compared with controls (area under

the curve, SG vs. PFS, P\ 0.01; PFS vs. SALF, P\ 0.05)

(liver steatosis, SG vs. PFS, P\ 0.05; PFS vs. SALF,

P\ 0.01). This was associated with a decrease in the ratios

of the weight of pancreas, epididymal and inguinal adipose

tissues to body weight, and an increase in the ratio of

brown adipose tissue weight to body weight. Epididymal

adipose tissue was also infiltrated by fewer activated T

cells and by more anti-inflammatory regulatory T cells.

Serum levels of fasting acyl ghrelin were still significantly

decreased 3 weeks after surgery in SG mice compared to

PFS mice (P\ 0.05).

Conclusions Reduced white adipose tissue inflammation,

modification of adipose tissue development (brown vs.

white adipose tissue), and ectopic fat are potential
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Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, UMR6097,

Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS),

Valbonne, France

123

Surg Endosc (2014) 28:592–602

DOI 10.1007/s00464-013-3211-1

and Other Interventional Techniques 



mechanisms that may account for the reduced caloric

intake independent effects of SG.

Keywords Bariatric surgery � Glucose tolerance �

Morbid obesity � Sleeve gastrectomy � Weight loss

Sleeve gastrectomy (SG), first reported as the restrictive

part of the biliopancreatic diversion with duodenal switch

[1], rapidly gained wide consensus in the bariatric surgical

community because of its straightforward surgical tech-

nique. It preserves the pylorus and lacks intestinal bypass,

which makes the upper digestive tract accessible to endo-

scopic exploration [2]. Furthermore, the weight loss

obtained with SG has been shown to be comparable to that

reported for Roux-en-Y gastric bypass, not only in the short

term but also beyond 5 years [3]. This has made SG a

legitimate stand-alone bariatric procedure [3].

SG consists of vertical gastrectomy over an intraluminal

calibration bougie that reduces by about 80 % the capacity

of the stomach and results in a dramatic reduction in food

intake. However, it has been shown that SG is associated

with a decrease in the circulating levels of fasting ghrelin,

the orexigenic hormone mainly secreted by the gastric

fundus mucosa [4], and postprandial intestinal peptides

such as glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and peptide YY

(PYY), which influence appetite and food intake [5]. The

reported short-term results for SG and Roux-en-Y gastric

bypass suggest a comparable effect on type 2 diabetes [6,

7]. Furthermore, although the metabolic effects of SG can

be at least partly explained by a reduction in the fat mass

occurring after surgery, other mechanisms may be

responsible for improvement in glucose tolerance, such as a

decrease in the low-grade systemic inflammatory state

linked to obesity [8]. Taken together, these results indicate

that the mechanisms leading to the loss of weight and

metabolic changes that follow SG cannot be explained

solely by the reduced caloric intake induced by a reduction

in the gastric capacity.

We tested the hypothesis that reduced caloric intake

alone is not sufficient to account for the effects of SG on

body weight, glucose tolerance, and liver steatosis in high

fat diet (HFD)-induced obese mice. We also investigated

the role of inflammation of adipose tissue on metabolic

disturbances linked to obesity.

Materials and methods

Animals and study design

Two-month-old male C57BL/6 J mice (Janvier) acclimated

to our animal facilities under a 12/12-h light/dark cycle at a

temperature of 21 ± 2 °C were fed ad libitum a HFD

(45 kcal % fat, 35 kcal % carbohydrate, 20 kcal % protein)

(D12451; Research Diets) and a fructose sweetened bev-

erage (3 %) for 32 weeks. At 40 weeks of age, mice

underwent the surgical procedures as described below. All

experiments were performed according to the institutional

guidelines for the care and use of laboratory animals under

a license issued by the local ethical committee. Mice were

assigned to one of three groups. Group 1 (n = 13) con-

sisted of sham-operated, ad libitum-fed mice (SALF). In

this group, mice had a laparotomy only with ad libitum

access to food and water after surgery. Group 2 (n = 13)

consisted of mice that had the SG. These mice also had

ad libitum access to food and water after surgery. The

group 3 mice (n = 13) were sham-operated pair-fed (PFS)

mice. These mice had a laparotomy only with access to the

same amount of food as their counterparts in group 2.

Before surgery, mice were deprived of food for 8 h. Mice

were fed the same HFD after surgery for the duration of the

study.

Operative technique

Anesthesia was induced and maintained throughout the

procedure with intraperitoneal injection of ketamine

(150 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg). Preoperatively,

20 mg/kg ceftriaxone (Sandoz) was administered, and

6 mg/ml paracetamol (Macopharma) was added to the

drinking water after surgery. Mice were placed on a heat-

ing pad to avoid hypothermia, and the abdomen was dis-

infected before a 2-cm midline laparotomy was performed.

The model for SG in mice has been previously validated in

other studies [9, 10]. Our model is a modified version of

what has previously been reported. The mouse stomach

contains two well-defined areas, a nonglandular forestom-

ach and a glandular stomach that is connected to the duo-

denum. Ghrelin is produced in the distal glandular

stomach. The forestomach was resected first, and the

glandular stomach was then closed with a 6-0 polypro-

pylene (Prolene; Ethicon Inc.) running suture. To complete

the SG to the glandular stomach, a metallic clip (Premium

Surgiclip II; Covidien Surgical) was placed on the glan-

dular stomach parallel to the lesser curvature (midway

between the lesser and greater curvature), and a vertical

gastrectomy was performed along the clip that was used to

guide a 6-0 polypropylene running suture. The abdominal

wall was closed with Monocryl 4-0 (Ethicon Inc.) (con-

tinuous suturing). The skin was closed with Monocryl 3-0

(Ethicon Inc.) (intracutaneous continuous suturing). In the

sham-treated groups (SALF and PFS), the stomach was

mobilized, and the time of surgery was then extended for

the same duration required to perform the SG to mimic

surgery-related stress and trauma. After surgery, animals
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were housed individually and subcutaneous fluids (1 ml of

NaCl 0.9 %; Laboratoire Aguettant) were administered for

the first postoperative day. Animals were given free access

to a fructose-sweetened beverage 6 h after surgery and a

HFD the day after surgery. Two days after surgery, the

animals were housed five per cage.

Food intake and body weight measurement

Food intake was monitored every day for each cage from

1 week before surgery and then throughout the study per-

iod. PFS mice were given the same amount of food as the

SG mice. SALF mice were given free access to food and

water. For body weight measurement, mice were weighted

individually daily at 6 a.m. from 1 week before surgery and

throughout the study period. All animals were humanely

killed 23 days after surgery. Each animal underwent nec-

ropsy immediately after death, and the epididymal (EAT),

brown (BAT), and inguinal adipose tissues (IAT) were

collected, weighed (in the case of EAT a sample was fur-

ther processed as indicated below), and snap frozen at

-80 °C. The liver and pancreas were also collected. A

sample was sent for histology, and the remaining tissue was

snap frozen at -80 °C.

Histopathological assessment of steatosis

Liver samples were fixed in 4 % neutral-buffered formal-

dehyde solution and embedded in paraffin for pathological

evaluation after hematoxylin and eosin staining. Results are

expressed as percentages and represent the mean number of

hepatocytes with macrovesicular steatosis. Histological

examination was performed in a blinded fashion by the

same pathologist.

Intraperitoneal glucose tolerance test (IGTT)

Mice were fasted for 8 h with free access to water. Con-

scious mice received an intraperitoneal injection of a glu-

cose solution (1 g/kg body weight; 250 mg/ml) and blood

glucose levels were determined before (baseline) and every

30 min for 180 min using a glucometer optium (Xceed;

Abbott).

Serum transaminases, fasting ghrelin

Serum fasting ghrelin concentrations were assessed using a

rat/mouse ghrelin (active) ELISA (Millipore Corporation)

according to the manufacturer’s protocol. Alanine amino-

transferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST)

serum concentrations were measured with an Olympus

AU5400 (Olympus France) automatic analyzer.

Preparation of the stromal vascular fraction of adipose

tissue

White epididymal adipose tissue pads were removed and

the stromal vascular fraction was immediately purified as

previously described [11]. Briefly, adipose tissue pads were

cut into small pieces and rinsed in a buffer containing

120 mM NaCl, 4 mM KH2 PO4, 1 mM MgSO4, 750 lM

CaCl2, 10 mM NaHCO3 and 30 mM HEPES pH 7.4.

Explants were incubated at 37 °C for 30 min in 15 ml of

the above buffer supplemented with 1 % BSA, 280 mM

glucose and 15 mg of type 1 collagenase (Worthington

Biochemical Corporation). Adipocytes were then collected

by filtration and floatation. The stromal vascular fraction

was collected by centrifugation for 5 min at 750 g.

Antibodies and flow cytometric analysis

Hamster antibodies against mouse CD3 (clone 145-2C11)

and rat antibodies against mouse CD44 (clone IM7) and

FoxP3 (clone FJK-16s) were purchased from Becton–

Dickinson or eBioscience. For intracellular staining, the

FoxP3 staining buffer set (eBioscience) was used according

to the manufacturer’s instructions. Flow cytometry was

performed on a FACS-Canto and analyzed using FACS-

Diva version 6.0 software (BD-Bioscience).

RNA isolation and quantitative real-time PCR

Hypothalami were dissected and stored at -80 °C. Total

mRNA was isolated according the Chowynski method

using a Fast Prep apparatus (Q-Biogene). Two micrograms

of total RNA were denatured at 65 °C for 10 min and

incubated for 1 h at 42 °C in presence of 2.5 mM dNTP,

100 U Superscript II (Invitrogen) using 0.5 lg oligo(dT)

primer in a total volume of 20 ll, followed by inactivation

for 15 min at 70 °C. A negative control lacking RT was

also performed in each assay (NRT). Real time PCR was

performed from reverse transcribed cDNA samples for

relative amounts of mRNA levels for the genes of interest.

Quantitative real time PCR was performed in a Light

Cycler 480 apparatus (Roche Diagnostics) using

qPCRTMMastermix Plus for SYBR Green I reagent

(Eurogentec) as described by the manufacturer. Primers

were designed using Primer Express 1.5 software (Applied

Biosystems). mPOMC-F: AGTGCCAGGACCTCACCA;

mPOMC-R: CAGCGAGAGGTCGAGTTTG; mNPY-F:

CCGCTCTGCGACACTACAT; mNPY-R: TGTCTCAG

GGCTGGATCTCT; mAgRP-F: CCCAGAGTTCCCA

GGTCTAAGTCT; mAgRP-R: CACCTCCGCCAAAGCT

TCT. mGAPDH-F: GAACATCATCCCTGCATCC; mGA

PDH-R: CCAGTGAGCTTCCCGTTCA. Five microliters

of the RT or NRT mixture was added to 19 Sybr Green
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PCR buffer containing 5 mM MgCl2, dNTPs including

dUTP, uracyl-N glycosylase, SYBR Green I, and Hot

Goldstar DNA polymerase in a total volume of 25 ll. PCR

cycling was performed at 95 °C for 15 s and 60 °C for

1 min for a total of 40 cycles. Real-time PCR was per-

formed to amplify mouse POMC, NPY, AgRP, and GAP-

DH mRNA. For each assay, the PCR was performed in

duplicate to determine the relative quantities of target

genes and GAPDH amplicons.

Statistical analysis

The Kruskal–Wallis test was used for the comparison of

more than two study groups. If the Kruskal–Wallis test was

significant, then a Mann–Whitney U test was used for

comparison between groups for statistical significance. All

values are expressed as mean ± standard error of the mean

(SEM). Statistical analysis was performed by NCSS 2007

software. P\ 0.05 was considered to be significant.

Results

Body weight, food intake, ghrelin serum level,

and expression of melanocortin system neuropeptides

Five animals died immediately after surgery within 6 h.

The death was attributed to anesthesia because no anomaly

was found at necropsy.

No differences between the three groups of mice with

respect to body weight (SALF 48.4 ± 2.5 g vs. SG

46.7 ± 2.3 g vs. PFS 48.4 ± 4.9 g, P = 0.335) and daily

food intake (SALF 2.2 ± 0.12 g vs. SG 2.6 ± 0.1 g vs.

PFS 2.4 ± 0.15 g, P = 0.15) were observed before sur-

gery. SG mice showed a significant weight loss compared

to SALF mice, as expected (SG 36.9 ± 3.9 g vs. SALF

48.1 ± 4.2 g, P\ 0.05), but also compared to PFS mice

(SG 36.9 ± 3.9 g vs. PFS 41.3 ± 4.9 g, P\ 0.05)

(Fig. 1A, B). On average, SG mice consumed spontane-

ously significantly less chow per day for the first 2 weeks

than SALF mice and reached the control mice on the third

week (Fig. 1C, D). In agreement with this, both the gene

expression of the neuropeptide Y (NPY) and Agouti-rela-

ted peptide (AgRP) in the hypothalamus arcuate nucleus,

which increase feeding and decrease energy expenditure,

were not different in SG mice compared to control mice

(P = 0.799 and P = 0.799, respectively). Likewise, the

gene expression of the pro-opiomelanocortin (POMC)

gene, which decreases appetite and increases energy

expenditure, was not different among the three groups

(Fig. 1E) at the end of the experiment (P = 0.551).

However, the serum levels of fasting acyl ghrelin were

still significantly decreased 3 weeks after surgery in SG

mice compared to PFS mice (SG 101.5 ± 13.7 pg/ml vs.

PFS 298.1 ± 68.8 pg/ml, P\ 0.042). Taken together,

these data indicate that the loss of weight that follows SG

cannot be explained exclusively by the reduced caloric

intake of SG.

Glucose tolerance

We then evaluated the impact of SG on glucose tolerance.

Although the three groups of mice were intolerant to glucose

before surgery (Fig. 2A), SG mice and PFS mice showed

significantly better glucose tolerance on day 15 compared

with the baseline glucose time course as shown by the IGTT,

with lower 60-, 90-, and 120-min peak levels (Fig. 2A, B)

(P\ 0.05) and a lowermean area under the curve (AUC) (SG

5925 ± 1083.7 mg/dl [min] vs. PFS 11903.1 ± 818.8 mg/

dl [min] vs. SALF13140 ± 1668.3 mg/dl [min]; SGvs. PFS,

P\ 0.01; SG vs. SALF, P\ 0.01) (Fig. 2C). As expected,

glucose tolerance did not improve inSALFmice (meanAUC,

P = 0.895). SG mice showed a significantly lower mean

AUC after IGTT (P\ 0.01) and lower 60-, 90-, and 120-min

peak levels (P\ 0.05) compared to PFS mice (Fig. 2A–C),

indicating that food restriction was not sufficient to account

for the improvement in glucose tolerance observed in SG

mice.

Weight of the pancreas and body fat

Fat accumulation in the pancreas and expansion of adipose

tissue, inflammation play an important role in alterations to

glucose homeostasis. Interestingly, the mean pancreas/

body weight ratio was significantly lower in SG mice

compared to control groups (SG 0.27 ± 0.06 vs. PFS

0.44 ± 0.03, P = 0.0482; SG 0.27 ± 0.06 % vs. SALF

0.44 ± 0.02 %, P = 0.055) (Fig. 3A). Further, SG mice

showed significantly lower EAT and IAT/body weight

ratios compared with SALF (P = 0.0004 and P = 0.0001,

respectively), and PFS mice (P = 0.001 and P = 0.003,

respectively). In contrast, the BAT/body weight ratio was

increased in SG mice (1.3 %) compared to PFS (1 %) and

SALF mice (0.9 %). Although this difference was not

statistically significant for SG versus PFS mice (P = 0.39),

the SG mice had a significantly higher BAT/body weight

ratio compared SALF mice (P = 0.049) (Fig. 3B). As

adipose tissue inflammation, mainly as a result of T cell

infiltration, has been shown to play a pivotal role in

mechanisms leading to insulin resistance and liver steatosis

[12–14], we investigated the number of T cells responsible

for the regulation of the inflammatory response in EAT.

Although the CD3? T cells were equally represented in the

EAT of the three groups of mice, the number of activated T
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cells, as evaluated by the CD44/FOXP3 ratio, was

decreased, and the number of anti-inflammatory regulatory

T (Treg) cells, as evaluated by the intracytoplasmic

expression of FOXP3, was increased in the EAT of SG

mice compared to PFS and SALF mice (Fig. 3C). These

data indicate that SG mice not only had less EAT

Fig. 1 Effect of sleeve gastrectomy on body weight, food intake, and

the expression of melanocortin system neuropeptides. Evolution of

the body weight A, weight loss (percentage of body weight ratio at

baseline) B, daily food intake (mean weight (g)/mouse) C, and

average food intake (mean weight (g)/mouse/week) D were evaluated

in SG (10 animals), PFS (13 animals) and SALF (11 animals) mice.

E Expression of neuropeptide Y (NPY), Agouti-related peptide

(AgRP) and pro-opiomelanocortin (POMC), in the hypothalamus

arcuate nucleus in SG (10 mice), PFS (13 mice) and SALF mice (11

mice) at 23 days after the surgery. The gene expression of the peptide

was normalized to the mRNA levels of GAPDH. Results are

expressed relative to the expression level of the SALF group and

expressed as mean ± SEM. PFS pair-fed sham-operated, SALF

sham-operated ad libitum fed, SG sleeve gastrectomy. Mann–Whitney

U test *P\ 0.05 between SG and SALF mice, #P\ 0.05 between

PFS and SALF mice, §P\ 0.05 between SG and PFS
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quantitatively, but also that the T-cell balance was in favor

of a decreased inflammatory response.

Liver steatosis and serum transaminases

Because fat tissue plays an important role in the genesis of

insulin resistance and liver complications, we then evalu-

ated the effect of SG on liver complications. As an indi-

cator of liver damage, the variation in the transaminases

level versus baseline values were first evaluated. The ALT

and AST levels, as percentage of baseline values,

decreased more significantly in SG mice compared to

SALF mice (P = 0.002 and P = 0.0015, respectively) and

PFS mice (P = 0.046 and P = 0.019, respectively)

(Fig. 4A, B). Further, SG mice showed significantly less

steatosis compared with SALF (6.7 % ± 1.7 vs.

30.9 % ± 5.2, P = 0.001) and PFS mice (6.7 % ± 1.68

vs. 16.6 % ± 3.9, P = 0.04) (Fig. 4C–F). Although

reduced caloric intake was already associated with less

liver disease (PFS mice), SG was related to normalization

of the transaminases levels and a strong improvement in

hepatic steatosis.

Discussion

We demonstrated that the additional loss of weight, the

improvement in glucose tolerance, and the decrease in liver

steatosis observed after SG in HFD-induced obese mouse

cannot be explained exclusively by reduced caloric intake.

We found a loss of weight in the SG mice that remained

significant throughout the duration of the study even

though the mice were kept on a HFD after surgery. Inter-

estingly, SG mice showed a significant lower food intake

for the first 2 weeks after surgery, which became compa-

rable to SALF on the third week, indicating that SG mice

spontaneously increased their daily intake of food.

Although this might be explained by the spontaneous

dilation of the stomach, as observed sometime in humans,

we did not find any significant dilation of the gastric tube at

the time of the animal’s death (data not shown).

Fig. 2 Effects of sleeve gastrectomy on glucose tolerance. Intraperi-

toneal glucose tolerance test (IGTT) at baseline A and on day 15 after

surgery B. Mean area under the curve (AUC) of the glucose tolerance

test C in SG (10 animals), PFS (13 animals), and SALF (11 animals)

mice. PFS pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum

fed, SG sleeve gastrectomy. Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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Nevertheless, the initial decrease in dietary intake could be

explained by the restrictive effects of postoperative edema

and tissue inflammation at the gastric suture line in the SG

group, which usually decreases within a few days of sur-

gery. Stefater et al. also found temporary anorexia in the

obese rat after SG followed by a progressive increase in

food intake, which reached sham-treated ad libitum–fed

controls by day 16 while weight loss was persistent. The

authors reported that SG rats adapt their meal pattern,

eating smaller but more frequent meals [15]. In HFD-fed

obese mice, Yin et al. found a significant loss of weight

after SG, which was maintained at 8 weeks in spite of the

persistence of the HFD after surgery. Unfortunately, the

food intake and the sham-treated pair-fed group were not

evaluated [9]. Indeed, our data indicate that reduced caloric

intake accounted for a loss of weight of 15 % of the

baseline body weight (PFS), while the SG mice showed an

additional loss of 6 % of body weight, which could not be

explained by the reduced intake of food. Further, the reg-

ulation of the food intake by the central nervous system

A B

C

Fig. 3 Effects of sleeve gastrectomy on body fat composition and

characterization of CD3? T cells in epididymal adipose tissue. Ratio

of the weight of the pancreas to body weight A. Ratio of the weight of

the epididymal adipose tissue (EAT), inguinal adipose tissue (IAT),

and brown adipose tissue (BAT) to the body weight B. Weights were

evaluated at the time of death of SG (10 animals), PFS (13 animals),

and SALF (11 animals) mice. C Characterization of the CD3? T cells

in adipose tissue from SG, PFS, and SALF mice. Epididymal fat pads

were isolated, and the stromal vascular fraction (SVF) was stained for

CD3, CD44, or FOXP3. Cells were gated on the nongranular and

small-size populations (P1) and then on the CD3? population. (Top)

For the FOXP3 marker, cells were stained with an anti-FOXP3

antibody. (Bottom) SSC-A side-scatter area, SVF stromal vascular

fraction. PFS pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum

fed, SG sleeve gastrectomy. Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test. *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #
P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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was not modified 3 weeks after surgery. Some neurons in

the hypothalamic arcuate nucleus (ARC) coexpress NPY

and AgRP, which stimulate food intake and weight gain,

while another population of neurons express pro-opiomel-

anocortin (POMC), which promotes weight loss [16].

Evaluation of the gene expression of NPY, AgRP and

POMC in our mice displayed no significant difference

between SG and control mice (PFS and SALF). This

nonsignificant difference in levels may not have influenced

food intake, but the trend was for lower levels of NPY and

AgRP in the SG group, which may have an effect on

energy expenditure [17, 18]. Although we measured ARC

peptide expression on postoperative day 23, when the food

intake was similar between SG and control mice, Stefater

et al. found the same results in obese rats undergoing SG,

not only on postoperative day 122, but also immediately

after surgery (days 9 and 35), when animals were still

experiencing a transient anorexic state [15]. Thus, these

results could indicate that ARC peptides are not responsi-

ble for the maintenance of weight loss after SG.

Interestingly, Bueter et al. [19] provided evidence that

gastric bypass was associated with increased energy

expenditure in obese rats. As gastric bypass increases

postprandial plasma levels of PYY and GLP1 [20], the

authors speculated that this might be responsible for the

increased energy expenditure through interference with

central neuroendocrine signaling in the hypothalamic

arcuate nucleus [19]. Because the difference in body weight

in our study remained significant in spite of comparable

food intake, we investigated the development of BAT as a

potential mechanism responsible for the persistence of

weight loss. Although white adipose tissue is the main

storage site of excess energy, primarily in the form of tri-

glycerides, BAT can disperse energy as heat [21]. Inter-

estingly, we found that SG mice had a significant decrease

in white adipose tissue, including IAT and EAT, but that the

BAT/body weight ratio tended to increase, although this

difference was not statistically significant between SG

versus PFS mice. However, the BAT/EAT ratio progres-

sively increased with PFS and then SG compared to SALF

mice (SALF: 0.246 ± 0.025 vs. SPF: 0.339 ± 0.033 vs.

SG: 0.676 ± 0.157; SG vs. PFS, P = 0.025; SG vs. SALF,

P = 0.0018; PFS vs. SALF, P = 0.025). These data sug-

gest that a modification in the specific fat depot (brown vs.

Fig. 4 Effect of sleeve gastrectomy on the serum transaminases level

and on hepatic steatosis. Serum levels (percentage of baseline) of

alanine aminotransferase (ALT) A, aspartate aminotransferase (AST)

B (day 20 after surgery), and liver steatosis C (day 23 after surgery)

were evaluated in SG (10 animals), PFS (13 animals), and SALF (11

animals) mice. Typical pictures of hematoxylin and eosin–stained

liver sections from SG D, PFS E, and SALF F mice are shown. PFS

pair-fed sham-operated, SALF sham-operated ad libitum fed, SG

sleeve gastrectomy. A–C Data are shown as mean ± SEM. Mann–

Whitney U test. *P\ 0.05 between SG and SALF mice. #
P\ 0.05

between PFS and SALF mice. §P\ 0.05 between SG and PFS
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white adipose tissue) may participate in the persistence of

weight loss in SG mice in spite of the increased food intake.

Visceral white adipose tissue is responsible for the low-

grade inflammatory state of obese subjects through the

secretion of soluble mediators of inflammation [22]. There

is also evidence that soluble mediators of inflammation are

implicated in mechanisms leading to insulin resistance by

interfering with the disruption of insulin signaling through

serine phosphorylation of the insulin receptor substrate

[23–25]. Furthermore, it has been shown that T cells play a

pivotal role in regulating the inflammatory response in the

adipose tissue [12–14, 26]. We thus investigated the

number of T cells in the EAT, which is the equivalent of

human visceral adipose tissue in rodents. Although the

absolute number of CD3? T cells was not different for SG

and control mice, the former had an increased number of

FOXP3? T cells, which are implicated in anti-inflamma-

tory signals blocking adipose tissue inflammation, and a

decreased number of pro-inflammatory activated T cells, as

evaluated by the CD44/FOXP3 ratio. SG thus was associ-

ated with a T-cell balance in EAT that was indicative of a

decrease in the inflammatory response. This observation

was in accordance with our previous reports on the

decrease in adipose tissue and systemic inflammation

associated with gastric bypass in patients [11, 27–29].

Thus, the reduced amount of EAT coupled with a reduced

inflammatory response, and the potential concomitant

reduction in the levels of circulating cytokines observed in

SG mice are consistent with a casual role in SG-induced

improvement of glucose tolerance.

Insulin resistance is the common denominator of the

metabolic disturbances associated with obesity, which

include the accumulation of triglycerides in the liver that

leads to hepatic steatosis. Indeed, the improvement in

glucose tolerance we observed in SG mice compared to

control mice was associated with a decrease in liver stea-

tosis in SG mice, which was superior to that observed in the

control groups (PFS mice). As expected, the decrease in

liver steatosis was associated with a significant decrease in

the level of serum transaminases.

We also investigated the role of ghrelin, the potent

orexigenic hormone secreted primarily by the gastric

mucosa, which has been considered as a main actor

responsible for the effects of SG, not only on the balance in

energy expenditure but also on the metabolic disturbances

linked to obesity [30]. In our study, SG mice showed

reduced circulation levels of acyl ghrelin, the active form

of ghrelin, compared with control mice. Chambers et al.

[31] recently demonstrated in ghrelin-deficient mice that

the effect of SG on weight loss, food intake, and glucose

tolerance was independent of ghrelin signaling. However,

developmental compensations in ghrelin-deficient mice

may lead to underestimate the role of ghrelin reduction to

the effects of SG. Indeed, Longo et al. [30] showed that

chronic pharmacological blockade of the ghrelin receptor

was associated with a striking improvement in hepatic

insulin sensitivity, insulin secretion, decreased hepatic

steatosis, and better liver function. The reduced circulating

levels of ghrelin we found in SG mice may thus influence

the mechanisms responsible for the dramatic reduction in

liver steatosis that we observed in SG mice compared with

control mice.

There is evidence in the literature of the inhibitory effect

of fatty acids on insulin secretion in vitro and in vivo [32–

34] and the association between pancreatic fat content and

type two diabetes [35], with a sharp increase in both the

total pancreatic fat and islet triacylglycerol content before

the onset of spontaneous diabetes in rodents [36, 37].

Furthermore, Pinnick et al. [38] demonstrated that mice fed

a HFD for 15 weeks had a higher triacyglycerol content

compared to control mice fed a normal diet. As mice in the

present study were fed a HFD for 32 weeks before surgery,

we investigated the effect of SG on the pancreas/body

weight ratio and found that SG mice showed a ratio sig-

nificantly lower in spite of a greater weight loss compared

with both control groups. We speculate that a possible

decrease in pancreatic fat after SG may contribute to the

strong improvement in glucose tolerance observed in SG

mice that could not be explained exclusively by the

reduced caloric intake in our study.

We acknowledge that there are some limitations of the

present study. We did not investigate the energy expendi-

ture (body temperature, basal metabolic rate), locomotor

activity, gut function (lipid absorption, gut permeability,

endotoxinemia), and gut hormones (GLP-1, PYY, CCK),

which have important metabolic effects after SG and might

account for the difference in weight loss between SG and

PFS mice.

Others have previously demonstrated the effect of SG

and reduced caloric intake on glucose, lipid metabolism,

and blood pressure in rat model [39, 40]. We have also

evaluated the effect of the SG in a HFD mice model.

Indeed, mice were fed the same HFD before but also after

surgery, leading to the evaluation the role of SG even

without modification of the diet. We report a modification

in the specific fat depot (brown vs. white adipose tissue) in

response to SG that may participate in the persistence of

weight loss in SG mice in spite of the increased food

intake. Further, the beneficial effect of SG correlated with

less activated T cells and by more anti-inflammatory reg-

ulatory T cells in epididymal adipose tissue. Altogether,

these responses mediated by SG prevent the ectopic fat

accumulation in both liver and pancreas even in HFD. This

effect cannot be explained exclusively by reduced caloric

intake. In our study, SG proved more effective than simple

reduced caloric intake in reducing body weight, in restoring
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glucose tolerance, and in decreasing liver steatosis in HFD-

induced obese mice. Modification of adipose tissue

development (brown vs. white adipose tissue) and ectopic

fat (pancreatic steatosis) could also be involved. Thus, SG

is not a purely restrictive procedure but has several meta-

bolic effects such as decreased ghrelin levels and increased

insulin, PYY, and GLP-1 levels, unlike other purely

restrictive procedures as such gastric banding and vertical

banded gastroplasty [7].
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Disclosures Stéphanie Patouraux was supported by the Fondation

pour la Recherche Médicale. Philippe Gual is a recipient of an

Interface Grant from the Centre Hospitalier Universitaire of Nice.

Anne-Sophie Schneck, Antonio Iannelli, Déborah Rousseau, Stéph-
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Résumé Les complications hépatiques de l’obésité (Non alco-
holic fatty liver diseases, NAFLD) sont la première cause de
maladie hépatique en France. Les NAFLD vont de la stéatose
à la stéatohépatite (Non-Alcoholic SteatoHepatitis, NASH), la
fibrose, la cirrhose et parfois le carcinome hépatocellulaire.
Les NAFLD sont fréquemment associées à l’obésité viscérale,
l’insulino-résistance et le syndrome métabolique. Cependant,
les mécanismes physiopathologiques responsables de la pro-
gression d’une stéatose isolée « bénigne/non évolutive » à une
NASH sont mal connus. Des interactions entre le tissu adi-
peux et le foie, l’intestin et le foie et entre l’intestin et le tissu
adipeux sont impliquées dans la genèse des NAFLD. Cette
revue développera des données récemment identifiées pour
le diagnostic et la compréhension du développement des
NAFLD au cours de l’obésité et, plus particulièrement, les
marqueurs non invasifs de NASH, les mécanismes intra-
hépatiques (régulation de l’inflammation hépatique, dépôts
de fer intra-hépatiques, mort hépatocytaire) et les facteurs
extra-hépatiques impliqués (tissu adipeux et intestin).

Mots clés Obésité · Foie gras · Stéatose · NASH · Kératine
18 · Mort hépatocytaire · Tissu adipeux · Intestin ·
Inflammation

Abstract The hepatic complications of obesity (Non Alco-
holic fatty liver disease, NAFLD) are the first cause of liver

diseases in France. NAFLD range from steatosis to steatohe-
patitis (Non-Alcoholic SteatoHepatitis, NASH), fibrosis, cir-
rhosis and finally hepatocellular carcinoma. NAFLD are fre-
quently associated with visceral obesity, insulin resistance
and metabolic syndrome. However, the pathophysiological
mechanisms responsible for the progression from a “safety”
state to NASH are still unclear. Cross talks between adipose
tissue and liver, gut and liver and between gut and adipose
tissue have been involved in the NAFLD appearance. This
review will provide insight into the current diagnosis and
understanding of development of NAFLD including non-
invasive markers of NASH, intra-hepatic mechanisms (regu-
lation of the hepatic inflammation, hepatocellular iron depo-
sition, hepatocyte death) and extra-hepatic factors (from adi-
pose tissue and gut) in obese patients.

Keywords Obesity · Fatty liver · NASH · Keratin 18 ·
Hepatocyte death · Adipose tissue · Intestinal tract ·
Inflammation

Introduction

Le foie reçoit 80% de son apport sanguin de la veine porte
qui draine l’intestin grêle et le colon. Ce sang portal est riche
en endotoxines, xénobiotiques et antigènes alimentaires. Les
hépatocytes représentent 70% des cellules hépatiques et sont
chargés de fonctions métaboliques et de détoxifications vita-
les pour l’organisme. Les autres cellules du parenchyme
hépatique sont les cellules non parenchymateuses incluant
les cellules endothéliales, les cellules stellaires, les cellules de
Kupffer (macrophages résidents du foie) et les lymphocytes.

Abréviations

NASH, Non-alcoholic steatohepatitis ; NAFLD, Non-alcoholic

fatty liver disease ; LPS, Lipopolysaccharide ; ALAT, Alanine

amino-transférase ; ASAT, Aspartate-amino-transférase ; TNF,

Tumor necrosis factor, IL, Interleukine

R. Anty · S. Patouraux · A. Tran · P. Gual (*)
INSERM, U1065, Équipe 8 « Complications hépatiques
de l’obésité », 151, route Saint Antoine de Ginestière,
BP 2 3194, 06204 Nice cedex 3 France
e-mail : gual@unice.fr

Université de Nice-Sophia Antipolis, Faculté de Médecine,
Nice, France

R. Anty · A. Tran
Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Hôpital de l’Archet,
Département Digestif, Nice, France

S. Patouraux
Centre Hospitalier Universitaire de Nice, Hôpital Pasteur,
Pôle Biologique, Nice, France

Obésité
DOI 10.1007/s11690-014-0414-4



Des données suggèrent que le foie jouerait un rôle important
dans la réponse immunitaire de l’organisme. Au cours de
l’obésité, l’activation du système immunitaire dans le foie,
par des facteurs intra- ou extra-hépatiques, joue un rôle
clef dans les complications hépatiques de l’obésité appe-
lées maladies du foie gras non alcoolique (Non Alcoholic
fatty liver disease, NAFLD). Les sites extra-hépatiques
comportent l’intestin et le tissu adipeux. La modification
du microbiote et de la perméabilité intestinale, ainsi que
l’inflammation du tissu adipeux favorisent la progression
des NAFLD.
L’incidence du surpoids et de l’obésité augmente rapide-

ment dans les pays occidentaux. Cette pandémie n’est pas
associée seulement au développement du diabète de type 2,
de l’hypertension artérielle et des maladies cardio-vasculaires
mais aussi aux NAFLD. Dans la population générale, la pré-
valence estimée des NAFLD va de 5,4 à 24% [1]. Le spectre

des anomalies hépatiques va de la stéatose pure (accumulation

de triglycérides) à la stéatohépatite (Non alcoholic steato-

hepatitis, NASH), la stéatofibrose et parfois la cirrhose et le

carcinome hépatocellulaire qui survient principalement au

cours de la cirrhose (80% des cas) mais également chez cer-

tains patients ayant une NASH sans cirrhose [2].

La présence d’une NASH conditionne l’histoire naturelle

de la maladie, le pronostic hépatique et le pronostic vital à

long terme. Elle nécessite une prise en charge globale active.

Actuellement, le diagnostic de NASH nécessite la réalisation

d’une biopsie hépatique. Seule la biopsie hépatique permet

de caractériser les lésions typiques de NASH qui associent

stéatose hépatique, souffrance des hépatocytes (ballonisation

hépatocytaire) et infiltration par des cellules polynucléaires

neutrophiles. Le diagnostic anatomopathologique est parfois

délicat. Plusieurs classifications ont été proposées pour aider

au diagnostic ou au suivi évolutif des patients [3,4]. La

biopsie hépatique reste un geste invasif associé à une morbi-

dité non négligeable.

Les NAFLD sont difficiles à traiter. Différentes recom-

mandations ont été publiées, cependant, outre les mesures

hygiéno-diététiques, aucune étude n’a démontré l’intérêt

de molécules avec un bon rapport bénéfice-risque à long

terme [5].

Les mécanismes moléculaires responsables de l’apparition

et de l’aggravation des NAFLD sont toujours mal connus. La

première hypothèse proposée en 1998 est celle de la théorie

des 2 coups [6]. Dans ce modèle, la résistance périphérique

à l’insuline représentait le « premier coup » qui entrainaît

l’apparition de la stéatose hépatique. Cette stéatose serait

favorisée par l’afflux d’acides gras venant du tissu adipeux

et par une augmentation de la lipogenèse hépatique de novo.

Les hépatocytes avec une stéatose seraient plus vulnérable à

un « deuxième coup » induit par les cytokines (telles que le

Tumor necrosis factor-α, TNF-α) et le stress oxydatif qui

favoriseraient le développement de la NASH et de la fibrose.

Cependant, l’aggravation des lésions n’est pas systématique

et le passage entre stéatose et stéatohépatite n’est pas irréver-

sible. Certains patients semblent garder au cours du temps une

stéatose hépatique non évolutive et non associée à une sur-

mortalité hépatique, alors que d’autres patients évolueraient

rapidement vers une NASH et une fibrose hépatique altérant

leur pronostic [7]. De plus, la persistance, voire l’aggravation

de l’insulino-résistance au cours du temps et l’identification

de multiples facteurs délétères intra ou extra hépatiques

(induction du CYP2E1, endotoxinémie, dysbiose intestinale,

rôle toxique du fer, stress du réticulum endoplasmique…) ont

conduit à revoir le modèle sous la forme d’une théorie des

« coups multiples » [8].

Parmi les facteurs extra-hépatiques identifiés, l’accumula-

tion et/ou la (dé)régulation des macrophages, des cellules T

et dendritiques dans le tissu adipeux sont des sources impor-

tantes d’inflammation qui expliquent un lien causal entre le

développement d’une insulino-résistance et de complica-

tions hépatiques. Des échanges entre le foie et le tissu adi-

peux ont ainsi été impliqués dans le développement de la

NASH. En plus de l’axe foie-tissu adipeux, un axe foie-

tube digestif jouerait aussi un rôle important dans le déve-

loppement des NAFLD. Cette revue va se focaliser sur les

travaux ayant permis d’identifier des nouveaux marqueurs

diagnostiques de la NASH et des mécanismes intra- et

extra-hépatiques suspectés.

Marqueurs non invasifs de la NASH

Le diagnostic de NASH nécessite une biopsie hépatique qui

peut être dangereuse et n’est pas répétable aisément. Ainsi,

des marqueurs non invasifs de NASH sont grandement

nécessaires. Les marqueurs peuvent être sériques (évaluation

d’un ou de plusieurs paramètres évaluant la stéatose et/ou la

NASH et/ou la fibrose) ou physiques (élastométrie hépatique

ou Controlled attenuation Parameter® évaluant respective-

ment la fibrose et la stéatose hépatique). Aucun marqueur

de la présence d’une NASH n’est validé actuellement. Cer-

tains tests sériques « gratuits » ou commercialisés évaluant la

fibrose hépatique au cours des NAFLD (NALFD Fibrosis

Score, Fibromètre, Steatotest®…) peuvent être utilisés. Une

revue récente présente les principaux marqueurs en cours

d’évaluation [9]. Dans cette revue, nous nous intéresserons

particulièrement à la C-reactive protein et aux marqueurs de

mort cellulaires.

La « C-reactive protein » (CRP)

La CRP est un marqueur non spécifique de l’inflamma-

tion couramment utilisé en pratique clinique. Alors que la

concentration de CRP est très basse chez les gens en bonne

santé, une élévation modérée de la CRP a été associée avec

2 Obésité



l’obésité, le syndrome métabolique et l’insulino-résistance.

En effet, un état inflammatoire chronique de bas grade appa-

raît comme un nouveau facteur de risque de développement

d’un diabète de type 2 et d’une NAFLD. L’augmentation de

la CRP circulante serait, par elle-même, un marqueur de

NAFLD ou de NASH chez les patients en surpoids ou obè-

ses [10]. Cependant des données contradictoires ont été rap-

portées [11]. Dans notre cohorte de 159 patients obèses mor-

bides, la CRP n’était pas associée à la présence d’une

NASH. Cela serait en partie lié à une production de CRP

non seulement par le foie mais aussi par le tissu adipeux

où l’ARNm et la protéine CRP ont été détectés [12]. La pro-

duction et la sécrétion importante d’interleukine (IL)6 par le

tissu adipeux pourraient contribuer à l’augmentation de la

CRP hépatique au cours de l’obésité mais indépendam-

ment de l’inflammation du foie. Dans ce sens, il a été récem-

ment mis en évidence que la CRP serait un marqueur de

stéatose mais pas de NASH dans une étude ayant porté sur

627 patients obèses (80% de patientes) issues de 3 cohortes

franco-belges [13].

Marqueurs de mort hépatocytaire

La cytokératine/kératine 18 (K18) est un filament intermé-

diaire majeur dans le foie et l’un des substrats des caspases

(notamment des caspase 3 et 6) durant l’apoptose des hépa-

tocytes. La K18 et ses fragments clivés sont libérés par les

tissus et sont mesurables dans le sang. Le filament entier de

la K18 est libéré par les cellules en cours de nécrose. Le

fragment clivé de la K18 est un marqueur de NASH chez

les patients en surpoids, obèses de grade 1 ou 2 ou obèses

morbides [9]. Cependant les études initiales portaient sur de

faibles effectifs ou sur des cohortes sélectionnées avec une

forte prévalence de patients avec une NASH. Les études

ultérieures de validation ont suggéré des résultats moins

efficaces de ce marqueur. La performance diagnostique du

marqueur de mort totale (filament entier de la K18) était

meilleure que celle du marqueur d’apoptose pour diagnosti-

quer la NASH [14]. L’intérêt de ces marqueurs pourrait être

potentialisé par le développement et la validation de scores

diagnostiques intégrant différents paramètres clinico-biolo-

giques à un marqueur de mort cellulaire [9]. L’un de ces

scores, le Nice-Model associant le fragment K18 à l’ALAT

et à la présence d’un syndrome métabolique offrait une meil-

leure performance diagnostique que le seul fragment clivé de

K18 pour déterminer la présence d’une NASH (définie par

un NAFLD Activity Score≥5)[15]. Les niveaux sériques du

fragment K18 ou le filament entier K18 sont également asso-

ciés à la présence de la fibrose hépatique [14]. Ces mar-

queurs de mort cellulaires augmentent également en fonc-

tion de la sévérité de l’inflammation ou de la fibrose au

cours d’autres maladies chroniques du foie dont les maladies

alcooliques [16].

Mécanismes intra-hépatiques

Des altérations du nombre et/ou de l’activité des cellules

Natural Killer (NKT), une activation des cellules de Kupffer,

le stress oxydatif, le stress du réticulum endoplasmique, une

réduction de la régulation des cellules T, un profil altéré des

adipokines (leptine, résistine versus adiponectine) et une

augmentation de l’endotoxinémie mèneraient à une rupture

de la tolérance hépatique physiologique aux antigènes du

flux portal [17]. En effet, des anticorps anti peroxydation

lipidique ont été observés chez des patients NAFLD et sont

associés à une fibrose avancée.

Modification de la polarisation des macrophages

résidents du foie

Les macrophages résidents du foie, les cellules de Kupffer,

jouent le rôle de sentinelle et peuvent avoir différentes carac-

téristiques dont une polarisation anti-inflammatoire (M2) ou

pro-inflammatoire (M1). Une limitation de la polarisation

des macrophages M1 diminue les atteintes hépatiques indui-

tes par l’alcool. De plus, les cellules de Kupffer M2 prévien-

nent à des stades précoces le développement des NAFLD et

ALD (alcoholic liver disease). Chez les patients alcooliques

et obèses, une diminution des M2 corrèle avec les atteintes

hépatiques et une diminution de l’apoptose des M1. Par des

approches cellulaires, l’IL10 secrétée par les macrophages

M2 induit l’apoptose des macrophages M1 par un méca-

nisme dépendant de l’activation de l’arginase. Chez la souris

traitée à l’alcool, la neutralisation de l’IL10 prévient l’apop-

tose des macrophages M1. Ce déséquilibre et ce dialogue

entre les macrophages M2 versus les macrophages M1 pour-

rait donc jouer un rôle important dans les étapes précoces du

développement des complications hépatiques associées à

l’alcool et l’obésité [18].

Régulation des cellules NKT

Une altération du nombre et/ou de l’activité des cellules

NKT et l’activation de l’immunité adaptative favoriseraient

les modifications hépatiques. Les cellules NKT produiraient

des cytokines de type T helper-1 (Th1) et -2 (Th2) qui

orienteraient le système immunitaire vers une inflammation

ou une tolérance. Dans un travail récent, un modèle de sou-

ris NASH avec fibrose avait un enrichissement du foie en

cellules NKT. Les souris déficientes en cellules NKT

(souris déficientes en CD1d) étaient protégées de la fibrose.

Les cellules mononucléaires intra-hépatiques étaient enri-

chies en cellules NKT chez des patients avec une cirrhose

NASH [19].
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Altération du profil des chimiokines et des cytokines

Dans une cohorte de patients obèses morbides, nous avons

identifié 58 gènes liés à l’inflammation ou à la réponse

immune qui étaient surexprimés chez des patients NASH

(NAFLD Activity Score ≥ 5) [20]. Le TNF-α, IL6, IL1-β,

CXCL8, et le transforming growth factor (TGF)-β, qui parti-

cipent à la pathogénie de la progression des NAFLD, sont

impliqués dans la mort hépatocytaire/apoptose (TNF-α), dans

le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles (CXCL8/

IL8), dans l’activation des cellules stellaires hépatiques

(TGF-β), la présence de corps de Mallory-Denk (TNF-α,

TGF-β) et dans l’insulino-résistance (TNF-α, IL6, IL1-β et

suppressor of cytokine signaling (SOCS)3). Cela est en

accord avec l’augmentation de l’expression hépatique de

l’IL6, du TNF-α et des récepteurs au TNF-α qui corrèlent avec

la sévérité des lésions histologiques chez les patients obèses

[21]. Plusieurs études suggèrent que le « homing » de lym-

phocytes circulants dans le foie pourrait augmenter durant

l’inflammation et favoriserait l’inflammation hépatique.

Ainsi, un traitement antibiotique de souris ob/ob diminurait

l’infiltration hépatique en cellules T4 (CD4+), T8 (CD8+),

NKT, B et NKT [22]. Bien que la NASH ne soit pas classi-

quement considérée comme une maladie polarisée Th1, Ber-

tola et al. ont suggéré qu’un déséquilibre résultant d’un excès

relatif de cytokines pro-inflammatoires Th1 tels que IFN-γ et

une relative insuffisance en cytokines anti-inflammatoires

telle que l’IL10 seraient associés à la NASH. L’expression

de gènes codant pour des protéines nécessaires à l’interaction

entre des cellules présentatrices de l’antigène et des cellules T

(CD28, CD80, CD86, CD18, CD54) était également augmen-

tée chez les patients NASH [20]. De plus, l’ostéopontine, une

cytokine pro-Th1/Th17 serait impliquée dans l’évolution des

NAFLD, la fibrogenèse mais également dans d’autres hépa-

topathies chroniques [19,23-25] (Figs. 1, 2).

Voies TLR et NLR

Les patients avec une NAFLD semblent avoir une perméabi-

lité intestinale augmentée associée à une perte de l’intégrité

des tight-junctions intestinales ce qui augmenteraient les

niveaux de lipopolysaccharide (LPS). L’activation de cellules,

dont les cellules de Kupffer, par le LPS déclenche la produc-

tion d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de cytokines

pro-inflammatoires dans le foie favorisant l’apparition d’une

NAFLD [26]. La surexpression de molécules clefs (CD14,

toll-like receptor (TLR)4) impliquées dans la voie de signali-

sation TLR a été rapportée au cours des NAFLD [27].

En plus des TLRs, les membres de la famille des Nucléo-

tide-binding domain, Leucine rich repeat containing family

(NLR family) sont importants à la fois pour l’immunité innée

et adaptative. Plusieurs molécules de la famille NLR dont la

NLR Pyrin domain-containing-3 (NLRP3), avec la protéine

adaptatrice ASC (apoptotic speck protein containing a cas-

pase recruitment domain ; aussi appelée PYCARD) et la

pro-caspase-1 forment une plateforme moléculaire appelée

inflammasome qui transmet l’activation catalytique de la cas-

pase 1. La caspase 1 activée va entraîner la maturation et la

libération de cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL18 [28].

Les activateurs de l’inflammasome incluent des pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs) et des damage-asso-

ciated molecular patterns (DAMPs). La plupart des DAMPs

déclenchent la production de ROS qui sont connus pour acti-

ver l’inflammasome NLRP3 [29]. Chez la souris, les inflam-

masomes NLRP6 et NLRP3 et la protéine effectrice IL-18

régulent négativement la progression de la stéatose vers la

NASH ainsi que de multiples aspects du syndrome métabo-

lique via la modulation du microbiote intestinal. Différents

modèles de souris ayant des déficits de l’inflammasome

(lignées de souris invalidées respectivement pour la caspase

1, ASC, NLRP3, IL18) ont des changements du microbiote

intestinal et présentent une exacerbation de la stéatose et de

l’inflammation du fait de l’afflux d’agonistes des TLR4 et

TLR9 dans la circulation portale. Cela mène à une augmen-

tation de l’expression hépatique du TNF-α et à la progression

de la NASH. De plus, le partage des cages entre les souris

ayant des déficits de l’inflammasome et les souris sauvages

résulte dans la transmission de la stéatose et de l’obésité, via

une modification du microbiote des souris sauvages. Ainsi, la

perturbation des interactions entre le microbiote intestinal et

l’hôte, favorisé par un « sensing » défaillant des inflammaso-

mes NLRP3 et NLRP6, favoriserait la progression des ano-

malies associées au syndrome métabolique. Cela souligne le

rôle central du microbiote intestinal dans la pathogénie de

maladies auto-inflammatoires et « métaboliques » qui sem-

blaient jusque-là non liées [30].

Les acides gras saturés seraient un élément délétère endo-

gène sous la forme d’un premier coup qui augmenterait la

production de l’inflammasome au cours de la NASH. Un

second coup médié par le LPS fragiliserait alors les hépato-

cytes qui libéreraient de l’IL1-β. De plus, les hépatocytes

exposés aux acides gras libres envoient des signaux de dan-

ger qui déclenchent l’activation de l’inflammasome dans les

cellules immunitaires. Ainsi les hépatocytes jouent un rôle-

clé, en orchestrant les réponses tissulaires aux signaux de

danger dans la NASH [31,32].

Dépôts de fer intracellulaires

Le rôle du fer dans les lésions hépatiques, la fibrogenèse et le

développement des cancers, est maintenant bien accepté.

Comme catalyseur de la réaction de Fenton, un excès de fer

libre dans le foie contribuerait à une activité Redox et à la

formation de radicaux libres qui favorisent la peroxydation

lipidique et qui ont une toxicité directe sur les hépatocytes

[33]. Ces hépatocytes en souffrance activeraient les cellules
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de Kupffer et d’autres macrophages hépatiques, menant à la

libération de cytokines, au recrutement de cellules inflamma-

toires et à l’inflammation. Finalement, l’augmentation du fer

intra-hépatique a été montré comme activant les cellules stel-

laires hépatiques qui jouent un rôle clef dans la fibrogenèse

hépatique [34]. Cependant, des études contradictoires ont été

publiées dans les NAFLD [34b]. Si la surcharge en fer hépa-

tique semble jouer un rôle important dans l’évolution des

NAFLD, l’inflammation associée à l’obésité retarderait la sur-

venue de cette surcharge. Nous avons ainsi mis en évidence

que l’hepcidine, l’hormone régulatrice du métabolisme du fer,

était produite par le tissu adipeux en plus de son site de pro-

duction hépatique connu [35,36]. L’hepcidine est importante

pour l’homéostasie du fer, elle inhibe l’absorption intestinale

et le « relargage » du fer intra-macrophagique amenant à

une carence en fer absolue ou/et relative (par séquestration).

L’expression génique de l’hepcidine corrèle avec les mar-

queurs de l’inflammation IL 6 et CRP dans le tissu adipeux

humain. L’expression génique de l’hepcidine dans le tissu

adipeux semble sous la dépendance de stimulations inflam-

matoires mais aussi de l’hémojuvéline et de la voie de signa-

lisation des « bone morphogenetic protein » mais n’est pas

influencée par le fer [35,36]. Ces observations expliqueraient

la carence en fer observée au cours de l’inflammation liée à

Fig. 1 Aspects histologiques des NAFLD
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l’obésité. Ainsi l’obésité, en particulier l’obésité morbide

s’ajoute à la liste des pathologies chroniques caractérisées

par une hyposidérémie et une tendance à l’anémie inflamma-

toire. La perte de poids après chirurgie bariatrique s’accom-

pagne d’une diminution des taux sériques d’hepcidine, de

l’inflammation et d’une remontée de la sidérémie [37,38].

Mort hépatocytaire

L’apoptose hépatocytaire est importante dans la progression

de la sévérité des complications hépatiques. Les hépatocytes

apoptotiques sont phagocytés par les cellules de Kupffer

favorisant leur activation. L’activation des cellules stellaires

par la phagocytose des corps apoptotiques ou par le TGF-β

produit par les cellules de Kupffer activées favorise la

fibrose hépatique [39]. L’apoptose hépatocytaire définie

par l’activation des caspases apoptotiques est un marqueur

de la NASH (cf chapitre marqueurs de NASH). La surex-

pression des récepteurs de mort cellulaire (Fas et TNF-α

receptor) et du TNF-α a été rapportée au cours de la NASH.

Le Fas soluble, les acides gras libres, le stress du réticulum

endoplasmique, les cytokines et les adipokines pourraient

également être impliqués [39]. Parmi les pistes thérapeu-

tiques pour réduire ces mécanismes, l’acide ursodésoxycho-

lique, la vitamine E et les inhibiteurs sélectifs de caspases

sont en cours d’évaluation [5].

Régulations extra-hépatiques

Régulation de l’inflammation et de la fonction du tissu

adipeux

L’obésité est caractérisée par une augmentation de la masse

du tissu adipeux. Le tissu adipeux joue un rôle important dans

Fig. 2 Complications hépatiques chez les patients obèses. Des modifications dans l’inflammation hépatique et la réponse immune jouent

un rôle important dans le développement des complications hépatiques associées à l’obésité. Des facteurs intra et extra hépatiques sont

impliqués. Au cours de l’obésité, une augmentation de l’inflammation du tissu adipeux (diminution des Treg, accumulation des macro-

phages M1 et de cellules dendritiques) amène à une résistance à l’insuline et à une lipolyse excessive. Le relargage d’acides gras libres

et de cytokines/chimiokines modifierait l’inflammation du foie. L’inflammation du tissu adipeux, qui est associée à une élévation des taux

de CRP, augmente aussi la production d’hepcidine. Celle-ci retarderait les dépôts de fer en inhibant l’absorption intestinale de fer. Une

alimentation riche en graisse et en fructose modifierait la perméabilité intestinale et favoriserait l’endotoxinémie (LPS). Les acides gras

libres, les adipokines et le LPS sont impliqués dans la modification de la voie de signalisation de l’insuline et de l’inflammation. L’aug-

mentation de l’inflammation hépatique en présence d’une stéatose augmente la mort cellulaire (par apoptose ou par nécrose) ce qui

conduit à l’augmentation des niveaux circulants des marqueurs de mort cellulaire hépatique. L’augmentation de cytokines pro-

inflammatoires Th1 et de chimiokines dont l’ostéopontine favoriserait la NASH
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la genèse de l’insulino-résistance et des complications hépa-

tiques. Dans des situations d’apports énergétiques excessifs,

les adipocytes sont poussés aux limites de leur capacité de

stockage et de régulation du métabolisme lipidique. Les cel-

lules du système immunitaire régulent ce processus, en parti-

culier les macrophages du tissu adipeux [40,41]. Chez les

souris minces, les macrophages résidents ont une faible acti-

vité inflammatoire et expriment des cytokines Th2 (phéno-

type M2) [42]. Au cours de l’obésité, des macrophages sont

recrutés vers le tissu adipeux et expriment des cytokines Th1

(phénotype M1). Ces cytokines pro-inflammatoires altèrent la

voie de signalisation de l’insuline dans les adipocytes menant

à une augmentation de la lipolyse et au relargage d’acides gras

libres dans la circulation sanguine. Ces derniers avec la sécré-

tion d’adipokines favorisent l’insulino-résistance hépatique et

musculaire et le développement du diabète de type 2 et des

NAFLD. Les adipokines sécrétées par le tissu adipeux viscé-

ral agissent aussi directement sur le foie via la veine porte et

réguleraient l’inflammation hépatique, l’homéostasie gluci-

dique, lipidique et la fibrose. L’abondance des macrophages

dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané profond, mais

pas le superficiel est significativement augmentée chez les

patients ayant une NASH et/ou des lésions hépatiques fibro-

inflammatoires [43]. Dans des modèles de souris obèses,

l’inhibition de l’accumulation de macrophages dans le tissu

adipeux induit par la délétion ou l’inhibition des chimiokines

telles que l’ostéopontine ou le monocyte chemoattractant

protein-1 (MCP1/CCL2) ou par l’ablation d’une sous popula-

tion spécifique de macrophages, diminue l’inflammation, la

résistance à l’insuline et la stéatose hépatique [44,45]. Chez

les patients obèses morbides, l’élévation de l’expression de

l’ostéopontine dans le tissu adipeux sous-cutané est associée

à l’infiltration en macrophages et ces 2 éléments diminuent

après la réalisation d’une chirurgie bariatrique [23].

Les cellules T altéreraient la balance entre les stimuli Th2

(anti-inflammatoire) et Th1 (pro-inflammatoire) dans le tissu

adipeux [46-48]. Le ratio des cellules CD8+(cellules T effec-

trices) sur CD4+ (cellules T régulatrices, cellules T Th1, cel-

lules T Th2) des lymphocytes du tissu adipeux est augmenté

avant l’infiltration macrophagique. La diminution des cellu-

les T régulatrices (T Reg) dans le tissu adipeux des souris

obèses diminuerait les signaux anti-inflammatoires qui inhi-

bent l’inflammation du tissu adipeux.

L’identification des antigènes et des cellules présentatri-

ces des antigènes dans le tissu est la prochaine étape essen-

tielle pour comprendre l’inflammation du tissu adipeux et les

complications associées. La déplétion en cellules CD11c qui

est le marqueur des cellules dendritiques murines améliore

l’insulino-résistance dans des modèles murins [49]. Nous

avons mis en évidence un enrichissement en cellules dendri-

tiques du tissu adipeux de souris obèses et de patients

insulino-résistants [50]. Ces cellules seraient fonctionnelles

et seraient d’importants régulateurs de l’inflammation du

tissu adipeux en favorisant un « switch » vers une réponse

Th1/Th17 au cours de l’insulino-résistance qui accompagne

l’obésité. Par contre, les antigènes présents dans le tissu adi-

peux n’ont pas été encore identifiés et une endotoxinémie et/

ou les produits des adipocytes morts en seraient des sources

potentielles.

L’excès d’apport calorique induit également une accumu-

lation progressive et soutenue de cellules B dans le tissu

adipeux qui contribue à l’insulino-résistance [51]. Une meil-

leure connaissance des mécanismes de l’inflammation du

tissu adipeux associée à l’obésité identifierait de nouvelles

thérapeutiques potentielles pour le traitement de l’insulino-

résistance et des NAFLD.

Régulation de la fonction digestive

Une alimentation riche en graisse ou en fructose augmente la

perméabilité intestinale, l’endotoxinémie, la production

hépatique de TNF-α et l’aggravation de la fibrose hépatique

au cours des NAFLD [52]. Les changements du microbiote

intestinal et des jonctions serrées augmentent le LPS arrivant

au niveau du foie. Le LPS a de multiples effets dont la sti-

mulation des TLR4. La perte de la fonction TLR4 conduit au

blocage ou à l’atténuation des anomalies métaboliques dans

ces modèles (alimentation riche en graisse ou en fructose).

Le microbiote intestinal contribue aux anomalies métabo-

liques et à la dysfonction du système immunitaire intestinal

et pourrait promouvoir le développement du syndrome méta-

bolique. Les souris déficientes en TLR5, un des composants

du système immunitaire intestinal, présentent une hyperpha-

gie ainsi que des anomalies constituantes du syndrome méta-

bolique. Ces changements sont corrélés à la modification de

la composition du microbiote intestinal. La transplantation

du microbiote intestinal de souris déficientes en TLR5 à

des souris sauvages entraîne, chez ces dernières, l’apparition

des anomalies métaboliques constatées chez les souris défi-

cientes en TLR5 [53]. De nouvelles stratégies pour prévenir

ou traiter les NAFLD pourraient être développées à partir de

la manipulation de l’axe microbiote intestinal-système

immunitaire à travers des médicaments, des aliments ou

des probiotiques [54,55].

Conclusion

Les NAFLD sont fréquentes et potentiellement associées à

des lésions hépatiques sévères. L’un des enjeux est de pou-

voir diagnostiquer de façon non invasive la présence d’une

NASH et/ou d’une fibrose hépatique significative. Parmi les

marqueurs sériques non invasifs, les marqueurs de mort cel-

lulaire associés à d’autres paramètres clinico-biologiques

sont prometteurs. Un autre enjeu majeur est l’obtention de

traitements médicamenteux de la NASH lorsque les mesures
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hygiéno-diététiques sont insuffisantes. La meilleure compré-

hension des mécanismes physiopathologiques impliqués

dans l’inflammation hépatique, la mort hépatocytaire, la dys-

régulation du tissu adipeux et de l’intestin permettrait de

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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