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1. Introduction	
	

Au	cours	des	deux	dernières	décennies,	la	stéatose	hépatique	non	alcoolique	(ou	NAFLD	

pour	non	alcoholic	fatty	liver	disease,	en	anglais)	est	passée	d'une	maladie	relativement	

méconnue	à	une	des	causes	les	plus	fréquentes	de	maladie	hépatique	dans	le	monde.	En	

fait,	 on	 estime	 que	 25%	 de	 la	 population	 mondiale	 est	 touchée	 actuellement	 par	 la	

NAFLD.	 La	 stéatohépatite	 non	 alcoolique	 ou	métabolique	 (dite	 NASH	 en	 anglais	 pour	

non	 alcoholic	 steato-hepatitis)	 est	 un	des	 sous-groupes	 de	 la	NAFLD	qui	 peut	 évoluer	

vers	la	cirrhose,	le	carcinome	hépatocellulaire	(CHC)	et	le	décès.	La	NAFLD	et	la	NASH	se	

retrouvent	 non	 seulement	 chez	 les	 adultes,	 mais	 également	 chez	 les	 enfants	 et	 les	

adolescents.	 En	 raison	de	 l’association	 étroite	 entre	 la	NAFLD,	 le	 diabète	 de	 type	2	 et	

l’obésité,	 les	 derniers	 modèles	 prévoient	 une	 augmentation	 de	 la	 prévalence	 de	 la	

NAFLD	et	de	la	NASH,	ce	qui	entraînera	une	charge	clinique	et	économique	considérable	

dans	les	prochaines	décennies.	

	

1.1 Définitions	et	données	épidémiologiques	

1.1.1 Définitions	
Décrite	 pour	 la	 première	 en	 1980,	 la	 stéatose	 non	 alcoolique	 du	 foie	 est	 une	 entité	

reproduisant	 les	 lésions	histologiques	de	 l’hépatite	alcoolique,	pouvant	évoluer	vers	 la	

cirrhose	mais	 sans	 consommation	d’alcool	 excessive	 (1).	Dans	 la	publication	princeps,	

les	 auteurs	 observaient	 que	 cette	 maladie	 concernait	 majoritairement	 les	 femmes	 et	

s’associait	souvent	avec	un	surpoids	et	un	diabète	de	type	2.	

Depuis,	la	définition	de	la	NAFLD	a	évolué	et	regroupe	plusieurs	entités	dont	la	stéatose	

simple	 (dite	 NAFL	 en	 anglais	 pour	 non	 alcoholic	 fatty	 liver)	 et	 la	 stéato-hépatite	

métabolique	ou	NASH.		
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La	 stéatose	 simple	 est	 classiquement	définie	par	 la	présence	de	 vésicules	 chargées	 en	

triglycérides	dans	le	cytoplasme	des	hépatocytes	et	affectant	plus	de	5%	d’entre	eux.	Là	

encore,	il	existe	2	types	de	stéatose	selon	la	taille	des	vésicules	ou	vacuoles	lipidiques:		

- la	stéatose	macrovacuolaire	lorsque	les	vacuoles	ont	une	taille	supérieure	à	celle	

du	noyau	cellulaire	et	il	est	déplacé	vers	la	périphérie	cellulaire	;	

- la	 stéatose	 microvésiculaire	 :	 les	 vacuoles	 ont	 une	 taille	 inférieure	 à	 celle	 du	

noyau	cellulaire	et	ne	le	déplacent	pas	en	périphérie.	

	

La	définition	historique	de	la	NASH	est	histologique	et	comprend	une	stéatose	touchant	

plus	 de	 5%	 des	 hépatocytes	 associée	 à	 des	 lésions	 d’inflammation	 lobulaire	 ou	 de	

ballonisation	hépatocytaire	avec	ou	sans	fibrose	(Figure	1)	(2).	Plusieurs	scores	ont	été	

développés,	évalués	puis	publiés	pour	tenter	de	standardiser	la	définition	qui	repose	sur	

la	 lecture	 de	 l’anatomopathologiste.	 Quelques	 décennies	 plus	 tard,	 la	 définition	 fait	

encore	 débat	 bien	 que	 le	 score	 NAS	 soit	 retenu	 par	 les	 recommandations	 actuelles	

comme	ayant	 les	performances	 les	meilleures	(3-5).	Le	score	NAS	attribue	des	notes	à	

chaque	 lésion:	 la	 stéatose	 (de	 0	 à	 3),	 l’inflammation	 lobulaire	 (de	 0	 à	 3),	 et	 la	

ballonisation	 (de	 0	 à	 2).	 La	 note	 globale	 trouvée	 en	 additionnant	 ces	 trois	 notes	 peut	

donc	aller	d’un	minimum	de	0	à	un	maximum	de	8.	La	NASH	est	définie	selon	un	score	

NAS	≥	5.	

	

Les	sociétés	savantes	européenne	et	américaine	ont	complété	la	définition	de	la	NAFLD	

comme	diagnostic	d’exclusion	(5,	6).	En	effet,	 il	 faut	en	premier	 lieu	exclure	tout	autre	

cause	de	maladie	chronique	du	foie,	au	premier	rang	desquelles	la	maladie	alcoolique.	La	

consommation	excessive	d’alcool	est	définie	par	un	seuil	de	20	grammes	par	jour	pour	

les	 femmes	 et	 30	 grammes	 par	 jour	 pour	 les	 hommes	 car	 au-delà	 de	 ces	 seuil,	 la	

présence	d’une	stéatose	est	 jugée	significative	(7).	Cependant,	 il	n’est	pas	exceptionnel	

en	pratique	médicale	courante,	d’observer	plusieurs	facteurs	étiologiques	concomitants	

qui	 favorisent	 l’évolution	de	 la	maladie	hépatique.	Quelques	publications	vont	dans	ce	

sens	 et	 suggèrent	 un	 rôle	 synergique	 de	 la	 NAFLD	 associée	 à	 une	 autre	 maladie	

hépatique	comme	les	hépatites	virales,	par	exemple	(8-10).	

	

	



10 

	

Figure	1	

Principales	 lésions	 histologiques	 permettant	 de	 définir	 la	 NAFLD.	 Stéatose	 simple	 sans	 lésions	 de	
nécroinflammation	(A,	Hematoxyline-eosine).	
Steatohépatite	 métabolique	 (NASH)	 :	 stéatose	 >5%	 avec	 lésions	 d’inflammation	 lobulaire	 et	 de	
ballonisation	hepatocytaire	(B,	Hematoxyline-eosine)		
	

A	

	
C	

	
	
	

1.1.2 Données	épidémiologiques		

La	 prévalence	 de	 la	 NAFLD	 peut	 beaucoup	 varier	 en	 fonction	 des	 régions	 du	monde,	

mais	aussi	de	la	façon	dont	les	études	sont	menées	(population	générale	ou	population	

cible,	méthodes	diagnostiques	utilisées,	etc…).	La	prévalence	de	la	NAFLD,	par	exemple,	



11 

semble	augmenter	avec	l’âge.	Chez	les	septuagénaires,	la	prévalence	est	d’environ	40%	

(11).	

En	Europe,	la	prévalence	de	la	NAFLD	est	estimée	à	20-30%	dont	3%	de	NASH	(5,	12).	

Les	taux	de	prévalence	de	la	NAFLD	varient	selon	les	pays	européens.	En	Allemagne,	une	

étude	 de	 population	 a	 montré	 que	 la	 prévalence	 de	 la	 stéatose,	 découverte	 à	

l’échographie,	 était	 de	 29,9%,	 mais	 seuls	 15,9%	 de	 ces	 patients	 avaient	 de	 façon	

concomitante	des	anomalies	du	bilan	biologique	hépatique	(13).	Des	taux	similaires	ont	

été	décrits	dans	la	population	générale	du	nord	de	l'Italie	avec	25%	en	Espagne	(25,8%)	

et	 au	 Royaume-Uni	 (26,4%)	 (4).	 En	 France,	 il	 n’existe	 pas	 de	 données	 actuellement	

publiées	 mais	 une	 étude	 dite	 «	constance	»	 menée	 chez	 118	 664	 sujets	 à	 visée	 de	

dépistage.	Les	premiers	résultats	communiqués	semblent	indiquer	une	prévalence	de	la	

NAFLD	moindre	en	France	qu’escomptée,	de	16%	dont	2,6%	de	NASH	ayant	une	fibrose	

extensive	sur	les	données	de	marqueurs	non-invasifs	(Serfaty,	et	al.	CO,	AFEF	2018).	

En	 Amérique	 du	 Nord,	 la	 prévalence	 de	 la	 NAFLD	 dans	 la	 population	 générale	 est	

estimée	à	environ	24%	(14).	En	revanche,	en	Amérique	du	Sud,	 la	prévalence	est	plus	

importante	 de	 32%	 mais	 une	 grande	 variabilité	 est	 observée	 entre	 les	 pays,	 la	

prévalence	la	plus	élevée	étant	à	Belize	où	35%	de	la	population	est	obèse	(12).		

Des	résultats	similaires	sont	observés	dans	toutes	 les	régions	du	monde,	y	compris	 les	

pays	émergents	d’Asie	et	d’Afrique.		

Si	 les	 études	 de	 prévalence	 convergent	 pour	 qu’un	 quart	 de	 la	 planète	 soit	 atteint	 de	

NAFLD,	 très	 peu	 d’études	 ont	 été	 rapportées	 concernant	 l’incidence	 de	 la	 NAFLD	 en	

Europe	 et	 aux	 Etats-Unis.	 Il	 semblerait	 qu’elle	 varie	 de	 28,01	 pour	 1000	 personnes-

année	 à	 52,34	 pour	 1000	 personnes-année	 (4).	 Cependant,	 les	 facteurs	 associés	 à	 la	

NAFLD,	 obésité	 et	 diabète,	 eux	 augmentent	 au	 cours	 du	 temps.	 En	 outre,	 un	 nombre	

croissant	 de	 composants	 du	 syndrome	 métabolique	 semble	 augmenter	 le	 risque	 de	

progression	 vers	 la	 NASH	 (15,	 16).	 On	 peut	 alors	 s’attendre	 à	 une	 augmentation	 du	

nombre	d’individus	ayant	une	NAFLD	durant	la	prochaine	décennie.	C’est	également	ce	

que	 montre	 une	 étude	 récente	 de	 modélisation	 selon	 un	 modèle	 de	 Markov	 (17).	 Le	

modèle	a	été	utilisé	pour	estimer	 la	progression	de	 la	NAFLD	et	de	 la	NASH	dans	huit	

pays	(Chine,	France,	Allemagne,	Italie,	Japon,	Espagne,	Royaume-Uni	et	Etats-Unis)	sur	la	

base	de	données	sur	la	prévalence	de	l'obésité	chez	les	adultes	et	du	diabète	de	type	2.	

Les	 auteurs	 montrent	 que	 même	 si	 l’obésité	 et	 la	 prévalence	 du	 diabète	 de	 type	 2	

diminuent	 à	 l’avenir,	 on	devrait	 observer	une	 croissance	modeste	du	nombre	 total	 de	



12 

NAFLD	 (0-30%)	 entre	 2016	 et	 2030,	 avec	 la	 plus	 forte	 croissance	 en	 Chine	 due	 à	

l’urbanisation	 et	 la	 plus	 faible	 croissance	 au	 Japon,	 résultat	 d’une	 diminution	 de	 la	

population.	Cependant,	dans	 le	même	temps,	 la	prévalence	de	 la	NASH	augmentera	de	

15	à	56%,	 tandis	que	 la	mortalité	hépatique	et	 l’hépatopathie	avancée	 feront	plus	que	

doubler	en	raison	du	vieillissement	de	la	population.	

	

1.1.3 Cadre	nosologique	
Il	 est	 devenu	 de	 plus	 en	 plus	 clair	 que	 la	 NAFLD	 est	 la	 manifestation	 hépatique	 du	

syndrome	métabolique	 et	 est	 très	 répandue	 chez	 les	 sujets	 obèses,	 diabétiques	 et/ou	

dyslipidémiques.	 Dans	 une	 étude	 de	 registre	 américaine,	 la	 prévalence	 du	 syndrome	

métabolique	parmi	les	patients	ayant	une	NAFLD	était	de	79%	(16).	

Le	 syndrome	 dit	 métabolique	 englobe	 plusieurs	 pathologies,	 corrélées	 les	 unes	 aux	

autres	et	appartiennent	au	cadre	nosologique	de	l’insulinorésistance	(IR).	

1.1.3.1 NAFLD	et	obésité	

Les	études	 longitudinales	de	 chirurgie	bariatrique	montre	que	 la	 très	 grande	majorité	

des	obèses	ont	une	NAFLD.	Si	la	prévalence	de	la	NAFLD	est	de	90%	parmi	les	obèses,	en	

revanche,	 un	 peu	moins	 d’un	 sujet	 sur	 deux	 aurait	 une	NASH	 (18).	 Dans	 une	 récente	

étude	 française	 ayant	 inclus	 1489	 patients	 ayant	 eu	 une	 biopsie	 hépatique	 lors	 de	 la	

chirurgie	bariatrique,	la	prévalence	de	la	NASH	semble	plus	faible	de	11,9%	seulement	

(19).	Tous	 les	sujets	obèses	n’ont	donc	pas	de	NAFLD,	encore	moins	de	NASH.	 Ils	sont	

fréquemment	 dénommés	 «	healthy	 obese	»	 en	 langue	 anglaise.	 Il	 semble	 qu’ils	 soient	

également	 moins	 prédisposés	 à	 développer	 d’autres	 complications	 du	 syndrome	

métabolique	comme	le	diabète,	les	maladies	cardiovasculaires,	replaçant	l’IR	au	cœur	de	

la	pathogénèse	de	la	NAFLD	(20).		

A	contrario,	dans	une	méta-analyse	récente,	les	estimations	de	la	prévalence	globale	de	

l'obésité	chez	les	patients	ayant	une	NAFLD	et	chez	les	patients	ayant	une	NASH	étaient	

respectivement	 de	 51,34%	 (IC	 95%:	 41,38-61,20)	 et	 81,83%	 (IC	 95%:	 55,16-94,28)	

(12).	

1.1.3.2 NAFLD	et	diabète	de	type	2	

De	nombreuses	 cohortes	de	patients	diabétiques	de	 type	2	 sont	disponibles.	Dans	 ces	

études,	 la	prévalence	de	 la	NAFLD	varie	de	40	à	70%	(21).	L’ancienneté	du	diabète	et	
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l’importance	 de	 l’IR	 semblent	 être	 deux	 facteurs	 corrélés	 à	 la	 présence	 d’une	NAFLD.	

Dans	 une	 étude	 de	 cohorte	 ayant	 inclus	 270	 patients	 ayant	 une	 NAFLD	 sans	 fibrose	

avancée,	 suivis	 pendant	 une	 durée	 moyenne	 de	 4,4	 ans,	 les	 facteurs	 associés	 à	 la	

progression	de	la	fibrose	de	16%	étaient	le	diabète	de	type	2,	le	syndrome	métabolique	

et	l’index	HOMA	qui	évalue	l’IR	(22).	

De	nouveau,	a	contrario,	 les	 estimations	 globales	de	 la	prévalence	du	diabète	 chez	 les	

patients	ayant	une	NAFLD	et	chez	 les	patients	ayant	une	NASH	étaient	respectivement	

de	22,51%	(IC	à	95%:	17,92	à	27,89)	et	de	43,63%	(IC	à	95%:	30,28	à	57,98,	dans	 la	

méta-analyse	de	Younossi	et	al.	(12).	

1.1.3.3 NAFLD	et	autres	entités	du	syndrome	métabolique	

La	présence	d’une	NAFLD	est	retrouvée	chez	50%	des	sujets	dyslipidémiques,	45%	des	

hypertendus	 et	 42%	 des	 femmes	 souffrant	 du	 syndrome	 des	 ovaires	 polykystiques.	

Cependant,	les	études	sont	réalisées	à	partir	de	données	échographiques,	montrant	une	

stéatose	et	ne	reposent	pas	sur	des	données	histologiques.	

Dans	 la	méta-analyse	de	Younossi	et	al.,	 les	estimations	de	 la	prévalence	globale	de	 la	

dyslipidémie	et	de	 l’hypertension	artérielle	chez	 les	patients	ayant	une	NAFLD	et	chez	

les	patients	ayant	une	NASH	étaient	respectivement	de	69,16%	(IC	95%:	49,91-83,46)	et	

72,13%	 (IC	 95%:	 54,59-84,78)	 et	 39,34%	 (IC	 95%:	 33,15-45,88)	 et	 67,97%	 (IC	 95%:	

56,31-77,74)	(12).		

Enfin,	 le	 syndrome	 d’apnée	 de	 sommeil	 émerge	 également	 comme	 facteur	 de	 risque	

associé	avec	la	sévérité	des	lésions	hépatiques	dans	la	NAFLD	(23-25).		

	

1.1.4 Morbi-mortalité	

Comme	 pour	 toutes	 maladies	 hépatiques,	 le	 pronostic	 de	 la	 NAFLD,	 et	 plus	

particulièrement	 de	 la	 NASH	 repose	 sur	 la	 présence	 d’une	 fibrose	 hépatique,	 sa	

progression	vers	la	cirrhose	et	ses	complications,	mais	aussi	de	l’apparition	d’un	CHC.	Il	

est	 souvent	 difficile	 d’apprécier	 le	 pronostic	 de	 la	 maladie	 en	 tant	 que	 telle	 car	 les	

patients	 ayant	une	NAFLD	ont	d’autres	 comorbidités	 (Cf.	 1.1.3)	qui	 les	prédisposent	 à	

des	 maladies	 extra-hépatiques,	 pouvant	 être	 mortelles	 comme	 les	 cancers	 ou	 les	

maladies	cardio-vasculaires.	Dans	une	étude	 longitudinale	suédoise	de	256	patients,	 le	

pourcentage	de	décès	de	maladie	hépatique	était	de	14,5	à	10	ans	et	de	44%	à	21	ans	

(26).	Cependant,	 la	mortalité	globale	à	10	ans	est	augmentée	de	55%	chez	 les	patients	
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ayant	une	NALFD	par	rapport	à	la	population	générale	après	appariement	selon	l’âge	et	

le	sexe	(27).	

1.1.4.1 NAFLD	et	progression	vers	la	cirrhose	

L’histoire	naturelle	de	la	NAFLD	a	été	décrite	à	partir	d’études	transversales	menées	en	

population	générale	reposant	le	plus	souvent	sur	des	marqueurs	non	invasifs	de	fibrose	

ou	d’études	avec	biopsies	hépatiques	séquentielles.	

Dans	 les	 séries	 rétrospectives	 issues	 de	 centres	 spécialisés,	 une	 fibrose	 hépatique	

extensive	est	retrouvée	dans	environ	un	tiers	des	cas	au	moment	du	diagnostic	dont	10	à	

20%	de	cirrhoses	constituées	(28).	

Il	est	en	revanche,	difficile	d’estimer	réellement	 la	prévalence	de	 la	cirrhose	NASH.	En	

effet,	 au	 stade	de	cirrhose,	 les	 lésions	permettant	d’établir	 le	diagnostic	de	NASH	sont	

souvent	 absentes	 du	 fait	 du	 remaniement	 architectural.	 Aussi,	 beaucoup	 de	 cirrhose	

NASH	 sont	 classées	 comme	 cryptogéniques	 ou	 indéterminées.	 La	 présence	 d’un	

syndrome	 métabolique	 permet	 parfois	 de	 rectifier	 le	 diagnostic	 (29,	 30).	 En	 effet,	 la	

stéatose	diminue	avec	la	progression	de	la	fibrose.	 

La	NAFLD	est	une	cause	fréquente	de	cirrhose	cryptogénétique	retrouvée	dans	30	à	

75%	des	cas	(30,	31).	

Plusieurs	études	ont	mis	en	évidence	des	facteurs	associés	à	la	progression	de	la	fibrose	

et	 à	 l’apparition	 de	 la	 cirrhose.	 L’âge	 et	 un	 diabète	 de	 type	 2	 sont	 les	 plus	 fréquents	

facteurs	associés	à	la	progression	de	la	fibrose	(32).	Le	diabète	de	type	2	est	un	facteur	

de	 risque	 indépendant	 associé	 avec	 la	 sévérité	 de	 la	 fibrose	 (33).	 D’autre	 part,	 la	

cirrhose	est	diagnostiquée	à	un	âge	plus	tardif,	peut–être	dû	au	retard	diagnostic	(34).	

L’obésité	est	un	facteur	de	risque	indépendant	connu	pour	la	progression	de	la	fibrose	et	

le	développement	de	la	cirrhose.	Elle	est	présente	chez	55%	des	patients	présentant	une	

cirrhose	 cryptogénétique.	 Le	 risque	 relatif	 de	 développer	 une	 cirrhose	 augmente	 de	

28%	pour	une	augmentation	de	5	unités	de	l’indice	de	masse	corporelle	(35).	

D’autres	facteurs	sont	associés	à	des	formes	plus	sévères	de	NAFLD	comme	des	facteurs	

génétiques,	la	composition	du	microbiote	ou	le	syndrome	d’apnée	de	sommeil.	Certaines	

prédispositions	génétiques	sont	maintenant	établies,	bien	que	non	utilisées	en	pratique	

clinique.	 Les	 variants	 génétiques	 de	 la	 PNPLA3	 (pour	 patatin-like	 phospholipase	

domain-containing	3	protein),	également	appelée	adiponutrine,	peuvent	aider	à	prédire	

le	risque	de	progression	de	la	maladie.	Une	méta-analyse	récente	a	confirmé	le	 lien	du	

variant	 I148M	pour	 la	progression	de	 fibrose	et	développement	du	CHC	(36).	D’autres	
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mutations	sont	identifiées	et	impliquées	dans	la	pathogénèse	comme	TM6SF2,	MBOAT7	

et	 GCKR,	 régulant	 le	 remodelage	 et	 la	 sécrétion	 de	 triglycérides	 et	 de	 phospholipides	

dans	les	gouttelettes	lipidiques	intracellulaires	et	la	lipogenèse	de	novo.	

Plus	 surprenant,	 plusieurs	 études	 ont	 montré	 que	 la	 stéatose	 simple	 n’était	 pas	 une	

maladie	 bénigne	 et	 qu’il	 était	 possible	 d’évoluer	 vers	 une	 fibrose	 extensive	 voire	 une	

cirrhose	 (37).	 Une	 analyse	 systématique	 de	 la	 littérature	 composée	 de	 11	 études	 de	

cohorte	 incluant	 411	 patients	 avec	 NAFLD	 prouvée	 par	 biopsie	 (150	 avec	 stéatose	

simple	 et	 261	 avec	NASH)	 a	 contribué	 à	 contredire	 ce	dogme.	 Le	 taux	de	progression	

annuel	de	 la	 fibrose	 chez	 les	patients	 atteints	de	NAFL	qui	présentaient	 au	début	une	

fibrose	au	stade	0	était	de	0,07	stades	(IC	à	95%,	0,02	à	0,11	stades),	par	rapport	à	0,14	

chez	 les	 patients	 atteints	 de	 NASH	 (IC	 à	 95%,	 0,07	 à	 0,21	 stades).	 Ces	 résultats	

correspondent	 à	 un	 stade	 de	 progression	 sur	 14,3	 ans	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	

stéatose	simple	(IC	à	95%,	9,1	à	50,0	ans)	et	à	7,1	ans	chez	les	patients	atteints	de	NASH	

(IC	à	95%,	4,8	à	14,3	ans)	(38).	

1.1.4.2 NAFLD	et	cirrhose	constituée	

La	 cirrhose	 décompensée	 est	 une	 cause	 importante	 de	 décès	 des	 patients	 ayant	 une	

NAFLD	 (Figure	 2).	 Entre	 8%	 et	 25%	 des	 patients	 ayant	 une	 NASH	 évoluent	 vers	 la	

cirrhose	(39).	L’obésité	est	associée	à	un	risque	4	fois	plus	élevé	de	décompensation	de	

cirrhose	 et	 d’hospitalisation	 (22).	 Le	 risque	 de	 décompensation	 de	 la	 cirrhose	 est	 de	

15%	chez	 les	sujets	avec	un	poids	normal	contre	30%	chez	 les	patients	en	surpoids	et	

43%	chez	les	patients	obèses	(40).	
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Figure	2	:	Histoire	naturelle	de	la	NAFLD	et	risque	de	morbi-mortalité	

	
	

En	 cas	 de	 cirrhose	 compensée	 (Child-Pugh	 A),	 le	 pronostic	 des	 patients	 ayant	 une	

NAFLD	isolée	semble	meilleur	en	termes	de	survie	ou	de	risque	de	décompensation,	en	

comparaison	 aux	 autres	 causes	 connues	 de	 cirrhose	 (41).	 En	 revanche,	 en	 cas	 de	

cirrhose	 décompensée,	 le	 risque	 de	 rupture	 de	 varices	 œsophagiennes,	 d’ascite,	

d’encéphalopathie	 hépatique	 et	 de	 décès,	 est	 similaire	 en	 comparaison	 aux	 patients	

ayant	une	cirrhose	virale	C	dans	une	étude	américaine	(41).	La	première	cause	de	décès	

dans	 les	 deux	 groupes	 était	 le	 risque	 hépatique	 mais	 le	 décès	 de	 causes	 extra-

hépatiques,	 de	 maladies	 cardiovasculaires	 était	 significativement	 supérieur	 dans	 le	

groupe	NAFLD.		

Ces	 résultats	 n’ont	 cependant	 pas	 été	 reproduits	 dans	 une	 étude	 internationale	

multicentrique,	de	247	patients	avec	NAFLD	ayant	une	fibrose	avancée	(F3	ou	cirrhose	

compensée)	comparés	à	264	patients	ayant	une	cirrhose	virale	C.	Alors	que	le	risque	de	

décompensation	 était	 plus	 élevé	 chez	 les	 patients	 ayant	 une	 hépatite	 C,	 le	 risque	 de	

mortalité	globale	était	similaire	dans	les	deux	groupes	(42).		

En	effet,	 les	patients	ayant	une	NAFLD	parvenue	au	stade	de	fibrose	sont	plus	à	risque	

de	 décéder	 d’une	 complication	 ou	 hépatique	 mais	 également	 cardiovasculaire	 en	

comparaison	à	la	population	générale.	Dans	une	étude	américaine	de	2015,	229	patients	
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ont	été	comparés	à	 la	population	générale	sur	une	durée	moyenne	de	26	ans	(43).	Les	

patients	ayant	une	NAFLD	avaient	une	mortalité	accrue	par	rapport	à	 la	population	de	

référence	 (Hazard	 Ratio	 (HR)	 1,29,	 p=0,020),	 avec	 un	 risque	 accru	 de	 maladie	

cardiovasculaire,	CHC,	maladie	infectieuse	et	cirrhose.	La	mortalité	globale	n’augmentait	

pas	chez	les	patients	ayant	un	score	NAS	entre	5	et	8	et	un	stade	de	fibrose	0-2,	alors	que	

les	patients	présentant	une	fibrose	de	stade	3-4,	indépendamment	du	NAS,	avaient	une	

mortalité	accrue	(HR	3,3,	IC	2,27-4,76,	p	<0,001).	

Une	 autre	 étude	 a	 des	 résultats	 similaires,	 montrant	 une	 association	 entre	 fibrose	 et	

mortalité	globale	et	spécifique	chez	619	patients	suivis	pendant	12	ans	(44).	

1.1.4.3 NAFLD	et	CHC	

Le	cancer	primitif	du	foie	est	l’autre	grande	cause	de	décès	spécifique	hépatique	(Figure	

3).	Si	 les	données	épidémiologiques	en	termes	de	prévalence	et	de	risque	de	CHC	sont	

robustes	concernant	les	hépatites	virales	ou	même	en	cas	de	maladie	alcoolique	du	foie,	

les	 études	 robustes	 dans	 la	 NAFLD	 manquent.	 Quelques	 études	 longitudinales	 ont	

exploré	la	prévalence	du	CHC	dans	la	NALFD,	rapportant	une	prévalence	variant	de	0%	à	

3%	 sur	 une	 période	 de	 suivi	 comprise	 entre	 5,6	 et	 21	 ans	 (45).	 Lorsqu’une	 cirrhose	

NASH	 est	 diagnostiquée,	 10%	 à	 25%	 des	 patients	 sont	 à	 risque	 de	 développer	 CHC.	

Compte	 tenu	 de	 la	 prévalence	 actuelle	 de	 la	 NAFLD	 dans	 la	 population	 générale,	 il	

résulte	 qu’environ	 200	 000	 à	 500	 000	 individus	 sont	 potentiellement	 à	 risque	 de	

développer	un	CHC	dû	à	la	NASH	(46).	

Ce	risque	augmente	si	on	s’intéresse	à	la	population	présentant	un	excès	pondéral	voire	

une	obésité.	Il	est	maintenant	établi	que	l’obésité	augmente	le	risque	de	développer	un	

cancer,	quelque	soit	le	site	mais	le	CHC	est	le	cancer	le	plus	corrélé	à	l’obésité.	Dans	une	

large	 étude	 prospective	 américaine	 conduite	 chez	 plus	 de	 900	000	participants	 suivis	

durant	16	ans,	le	risque	relatif	de	décès	lié	au	CHC	chez	les	personnes	obèses	(IMC	>	35	

kg/m2)	 était	 de	 4,52	 chez	 les	 hommes	 et	 1.68	 chez	 les	 femmes	 (47).	 Dans	 une	 étude	

européenne,	 le	 risque	de	CHC	était	 3,5	 fois	plus	 élevé	 chez	 les	 sujets	 obèses	 avec	une	

augmentation	supplémentaire	du	risque	chez	les	sujets	obèses	et	diabétiques	(Odd	Ratio	

(OR)	=	11,8)	(48).	Ces	résultats	sont	similaires	à	ceux	rapportés	de	plusieurs	cohortes	

longitudinales,	coréenne,	nordique,	italienne,	ayant	inclus	plusieurs	dizaines	de	milliers	

de	sujets	(49-53).	

Dans	une	analyse	de	 la	base	de	données	MEDICARE	aux	Etats	Unis,	 le	risque	relatif	de	

CHC	dû	à	l’obésité	et	au	diabète	de	type	2	était	de	2,5	alors	que	ce	risque	était	de	39,9	
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pour	 l’hépatite	 C	 (54).	 Cependant	 dans	 cette	 même	 étude,	 le	 diabète	 de	 type	 2	 et	

l’obésité	étaient	responsables	de	plus	de	cas	de	CHC	que	l’hépatite	C.		

Dans	deux	méta-analyses,	le	risque	de	CHC	était	augmenté	de	17%	chez	les	patients	en	

surpoids,	 de	 90%	 chez	 les	 obèses	 et	 28%	 des	 CHC	 étaient	 attribuables	 à	 un	 excès	

pondéral	(55,	56).	La	présence	d’une	autre	maladie	hépatique	qu’elle	soit	alcoolique	ou	

virale	 synergise	 le	 risque	 de	 développer	 une	 CHC.	 Dans	 une	 étude	 taiwanaise,	 les	

patients	ayant	une	hépatite	virale	B	ou	C	et	diabétiques	ou	obèses	avaient	un	risque	100	

fois	 plus	 élevé	 de	 développer	 un	 CHC	 (57).	 Une	 analyse	 rétrospective	 du	 registre	 des	

anciens	combattants	américains	a	révélé	que	le	diabète	augmentait	le	risque	de	cancer	

primitif	du	foie	uniquement	en	présence	d'autres	facteurs	de	risque	tels	que	l'hépatite	C	

ou	B	ou	la	cirrhose	alcoolique	(58).	

Parmi	les	facteurs	de	risque	de	développer	un	CHC,	plusieurs	études	soulignent	le	risque	

ajouté	d’une	consommation	d’alcool	excessive	(59-61).		

Egalement,	 le	temps	d’exposition	aux	facteurs	de	risque	métabolique	semble	avoir	une	

influence	sur	 le	risque	de	développer	un	CHC.	Dans	une	étude	cas-témoin,	 le	risque	de	

développer	un	CHC	à	l’âge	adulte	était	2	fois	plus	élevé	chez	les	patients	qui	avaient	des	

antécédents	d’obésité	à	20	ans	(62).		

Comme	pour	l’obésité,	le	diabète	de	type	2	est	associé	avec	une	augmentation	du	risque	

de	cancer	en	général	et	de	CHC	(53,	63).	Une	étude	de	population	publiée	en	1996	a	suivi	

153	852	sujets	et	a	révélé	sur-risque	de	développer	un	CHC	chez	les	patients	diabétiques	

de	4,1	(64).	Le	risque	de	CHC	semble	être	corrélé	avec	la	durée	et	le	contrôle	du	diabète.	

Dans	une	 étude	 américaine,	 le	 risque	 relatif	 de	CHC	était	 significativement	plus	 élevé,	

multiplié	par	2,	chez	les	diabétiques	dont	la	durée	de	la	maladie	était	de	plus	de	10	ans	

(65).	 Plusieurs	 études	 ont	 montré	 une	 association	 entre	 la	 glycémie	 à	 jeun	 ou	

l’insulinémie	à	jeun	et	le	risque	de	CHC	(66,	67).	Dans	une	étude	autrichienne,	le	risque	

était	d’autant	plus	élevé	que	la	glycémie	à	jeun	l’était	(67).	Enfin,	le	risque	de	décès	dû	

au	CHC	est	2	fois	plus	élevé	chez	les	patients	ayant	une	NASH	et	diabétiques	(68).		

De	façon	récente,	plusieurs	études	rapportent	un	risque	de	développer	un	CHC	sur	foie	

non	cirrhotique,	voire	ayant	seulement	une	stéatose	simple.	La	prévalence	du	CHC	varie	

entre	0%	et	0.5%	chez	les	patients	ayant	une	stéatose	et	12.8%	chez	les	patients	ayant	

une	NASH	(69-71).	Mais	 la	proportion	des	CHC	développés	en	 l’absence	de	 la	cirrhose	

varie	 entre	 23%	 et	 55%	 en	 Europe,	 aux	 Etats	 Unis	 et	 au	 Japon	 (72,	 73).	 Une	 analyse	

anatomopathologique	des	tumeurs	développées	sur	un	foie	non-cirrhotique	révèle	que	
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ces	 tumeurs	 sont	 de	 plus	 grande	 taille,	 sont	 mieux	 différenciées	 et	 moins	 souvent	

encapsulées	 que	 les	 tumeurs	 survenant	 sur	 un	 foie	 de	 cirrhose.	 Une	 hypothèse	 est	 la	

transformation	d’adénomes,	 dont	 certains	 sont	 associés	 au	 syndrome	métabolique,	 en	

CHC	(74).		

1.1.4.4 NAFLD	et	décès	de	causes	non-hépatiques	

Les	maladies	cardiovasculaires	et	le	cancer	extra-hépatique	sont	les	premières	causes	de	

décès	 des	 patients	 ayant	 une	 NAFLD,	 plaçant	 finalement	 la	mortalité	 hépatique	 au	 3e	

rang	 (27).	 En	 effet,	 le	 syndrome	 métabolique	 est	 le	 facteur	 de	 risque	 conjoint	 de	 la	

NAFLD	et	des	maladies	cardiovasculaires.	

Plusieurs	études,	majoritairement	rétrospectives,	retrouvent	une	mortalité	de	l’ordre	de	

20	 à	 30%	 de	 maladie	 cardiovasculaire	 dans	 la	 NAFLD	 (75-80).	 Certaines	 suggèrent	

même	un	sur-risque	de	mortalité	par	maladie	cardiovasculaire	en	cas	de	NAFLD	après	

ajustement	sur	 les	 facteurs	de	risque	cardiovasculaires	dont	 le	 syndrome	métabolique	

(76).	Une	méta-analyse	incluant	10	études	réalisées	en	population	générale	montre	que	

l’augmentation	 de	 la	 GGT	 (pour	 Gamma	 Glutamyl	 Transférase)	 est	 significativement	

associée	 à	 la	 survenue	 de	 décès	 par	 maladie	 cardiovasculaire,	 20%	 évènements	

coronariens	et	54%	d’accidents	vasculaires	cérébraux	(81).		

	

	

	

	

	

En	 résumé,	 la	 NAFLD	 est	 une	 maladie	 fréquente,	 qui	 concerne	 un	 quart	 des	
patients	 dans	 le	 monde.	 Sa	 prévalence	 va	 encore	 augmenter	 car	 elle	 est	 liée	 à	
notre	 mode	 de	 vie	 sédentaire	 et	 corrélée	 au	 syndrome	 métabolique,	
particulièrement	 obésité	 et	 diabète	 de	 type	 2.	 Les	 risques	 pour	 la	 santé	 d’avoir	
une	 NAFLD	 sont	 hépatiques	 (cancer	 du	 foie,	 cirrhose	 décompensée)	mais	 aussi	
extra-hépatiques	 avec	 un	 haut	 risque	 de	 développer	 et	 décéder	 d’une	 maladie	
cardiovasculaire.	Il	est	donc	capital	de	s’intéresser	à	la	NAFLD,	en	diagnostiquant	
mieux	les	sujets	à	risques.	
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1.2 Enjeux	de	la	prise	en	charge	des	patients	
Compte	tenu	du	problème	majeur	de	santé	publique	que	représente	la	NAFLD,	dépister,	

diagnostiquer	les	patients	à	risque	de	développer	une	fibrose	avancée	ou	un	CHC	est	un	

enjeu	 majeur.	 Les	 outils	 de	 dépistage	 et	 diagnostic	 disponibles	 aujourd’hui	 ne	

permettent	pas	de	répondre	de	façon	simple	à	cette	question	si	bien	que	le	diagnostic	est	

souvent	tardif,	lorsque	les	patients	sont	symptomatiques.	De	plus,	la	grande	majorité	des	

patients	n’ont	pas	connaissance	de	leur	maladie	et	ne	sont	pas	adressés	en	hépatologie,	

même	 si	 aujourd’hui	 le	 nombre	 exact	 est	 difficile	 à	 évaluer.	 Son	 évolution	 lente	 et	

longtemps	asymptomatique	explique	en	partie	cela.	En	revanche,	compte	tenu	de	leurs	

comorbidités,	 ces	 patients	 sont	 souvent	 pris	 en	 charge	 en	 médecine	 générale,	

endocrinologie	ou	cardiologie.		

1.2.1 Etablir	le	diagnostic	
Les	 recommandations	 américaines	 et	 européennes	 publiées	 montrent	 quelques	

différences	 dans	 le	 dépistage	 et	 la	 gestion	 des	 patients	 ayant	 une	 NAFLD	 (5,	 82,	 83).	

Alors	que	le	dépistage	des	formes	sévères	est	recommandé	en	Europe,	ce	n’est	pas	le	cas	

aux	Etats-Unis	car	il	n'existe	aucun	traitement	approuvé	sauf	les	modifications	de	style	

de	vie.	De	plus,	aucune	cohorte	de	vie	réelle	n’est	disponible	à	ce	jour	pour	le	dépistage	

et	 diagnostic	 de	 la	 NAFLD.	 TARGET-NASH	 est	 une	 étude	 de	 cohorte	 observationnelle	

longitudinale	 en	 cours	mais	 les	 résultats	 ne	 seront	publiés	 que	dans	plusieurs	 années	

(84).		

1.2.1.1 Stéatose	simple	

Le	 diagnostic	 de	 la	 stéatose	 simple	 peut	 être	 posé	 soit	 de	 façon	 fortuite,	 lorsque	 les	

patients	 font	 un	 examen	 d’imagerie	 pour	 une	 autre	 raison	 que	 le	 dépistage	 d’une	

maladie	du	foie	soit	de	façon	ciblée	devant	le	terrain	ou	la	présence	d’anomalie	des	tests	

hépatiques.	Une	étude	récente	a	montré	que	11%	des	patients	présentant	une	stéatose	

simple	 découverte	 fortuitement	 pourraient	 en	 réalité	 avoir	 une	 fibrose	 hépatique	

avancée	(85).	

Le	diagnostic	de	stéatose	simple	repose	sur	:	

1. La	découverte	d’une	stéatose	sur	un	examen	d’imagerie	ou	en	anatomopathologie	

2. L’absence	de	consommation	d’alcool	significative	
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3. L’absence	de	cause	connue	de	stéatose	(Table	1)	

Table	1	:	Principaux	diagnostics	différentiels	de	la	stéatose	simple	

Stéatose	macrovacuolaire	 Stéatose	microvésiculaire	
Consommation	excessive	d'alcool	 Syndrome	de	Reye	
Hépatite	C	(génotype	3)	 Médicaments	 (valproate	 de	 sodium,	

antirétroviraux)	
Maladie	de	Wilson	 Stéatose	aigue	gravidique	
Lipodystrophie	 Syndrome	de	HELLP	
Malnutrition	 Maladies	 orphelines	 touchant	 le	

métabolisme	des	lipides		
Nutrition	parentérale	  

Abétalipoprotéinémie	  

Médicaments	dont	l’amiodarone,	
méthotrexate,	tamoxifène,	corticostéroïdes	

 

	

Même	si	elles	peuvent	coexister,	il	convient	également	de	rechercher	d’autres	causes	de	

maladie	 chronique	 du	 foie,	 notamment	 l’hémochromatose,	 les	 maladies	 hépatiques	

auto-immunes,	 l’hépatite	 virale	 chronique,	 le	 déficit	 en	 alpha-1	 antitrypsine.	

La	 ferritine	 sérique	 peut	 être	 cependant	 légèrement	 augmentée	 dans	 la	 NAFLD	 et	

n'indique	pas	nécessairement	une	surcharge	en	fer	hépatique,	bien	qu'elle	puisse	avoir	

un	 impact	 sur	 la	progression	de	 la	maladie.	Bien	que	 les	données	 soient	quelque	peu	

contradictoires,	 une	 ferritine	 sérique	 >	 1,5	 limite	 supérieure	 de	 la	 normale	 (LSN)	 est	

associée	 à	 une	 fibrose	 plus	 avancée	 (86).	 De	 la	même	 façon,	 de	 faibles	 titres	 d’auto-

anticorps	sériques,	en	particulier	les	anticorps	anti-muscles	lisses	et	antinucléaires,	sont	

retrouvés	 chez	 21%	des	 patients	 atteints	 de	NAFLD	 et	 sont	 généralement	 considérés	

comme	 un	 épiphénomène	 sans	 conséquence	 clinique,	 bien	 qu’ils	 nécessitent	 souvent	

une	biopsie	du	foie	pour	exclure	les	maladies	auto-immunes	(87).		

L’échographie	 est	 la	 méthode	 d’imagerie	 la	 plus	 largement	 utilisée	 car	 disponible	 et	

moins	chère	que	l'IRM,	dont	les	performances	sont	meilleures.	L’échographie	a	en	effet	

une	 sensibilité	 limitée	 et	 ne	 détecte	 pas	 de	 manière	 fiable	 la	 stéatose	 lorsqu’elle	 est	

inférieure	à	20%	ou	chez	les	individus	ayant	un	IMC	élevé	(>	40	kg/m2)	(88).	Pour	les	

études	 de	 dépistage	 à	 grande	 échelle,	 les	 biomarqueurs	 sériques	 sont	 préférés,	 car	 la	

disponibilité	 et	 le	 coût	 de	 l'imagerie	 ont	 un	 impact	 substantiel	 sur	 la	 faisabilité.	 Les	

scores	 de	 stéatose	 les	 mieux	 validés	 sont	 l’indice	 de	 stéatose	 hépatique	 (FLI),	 le	

SteatoTest®	et	le	score	de	graisse	du	foie	de	la	NAFLD	(NAFLD	liver	fat	score)	(89).	Ils	

ont	 tous	été	validés	dans	 la	population	générale	ou	chez	des	obèses	et	permettent	de	
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prédire	 de	 manière	 variable	 la	 morbi-mortalité	 métabolique,	 hépatique	 et	

cardiovasculaire.	 En	 revanche,	 ils	 ne	 permettent	 pas	 de	 prédire	 de	 manière	 fiable	 la	

sévérité	de	la	stéatose.		

Enfin,	une	autre	technique	d'imagerie,	le	paramètre	d'atténuation	contrôlée	(CAP)	peut	

diagnostiquer	 la	 stéatose,	 mais	 a	 une	 capacité	 limitée	 à	 discriminer	 les	 grades	

histologiques	 et	 n'a	 jamais	 été	 comparé	 à	 la	 stéatose	 mesurée	 par	 1H-MRS	

(spectroscopie	par	résonnance	magnétique)	(90).	Dans	une	analyse	prospective	de	450	

patients	 atteints	 de	 stéatose	 hépatique,	 le	 CAP	 et	 l’élastométrie	 évaluaient	

respectivement	la	stéatose	hépatique	et	la	fibrose,	avec	des	valeurs	d'AUROC	comprises	

entre	0,70	et	0,89	(91).	

Une	fois	la	NAFLD	diagnostiquée,	et	en	l’absence	de	recommandation,	le	suivi	n’est	pas	

clairement	 validé.	 Cependant,	 les	 recommandations	 européennes	 proposent	 un	

organigramme	pour	la	surveillance	de	ces	patients	représenté	dans	la	Figure	3	(5).		
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Figure	 3	:	 Algorithme	 décisionnel	 de	 prise	 en	 charge	 et	 surveillance	 de	 la	

stéatose	hépatique	

	
	



24 

1.2.1.2 NASH	

Le	diagnostic	de	NASH	fournit	des	informations	pronostiques	importantes	et	indique	un	

risque	 accru	 de	 progression	 de	 la	 fibrose,	 de	 la	 cirrhose	 et	 éventuellement	 de	

comorbidités	 hépatiques	 (CHC).	 Cela	 peut	 également	 nécessiter	 un	 suivi	 plus	 étroit	 et	

modifier	 la	 prise	 en	 charge	 thérapeutique.	 Malheureusement,	 les	 tests	 cliniques,	

biochimiques	ou	d'imagerie	ne	permettent	pas	de	distinguer	la	NASH	de	la	stéatose.	

Aussi,	 la	prise	en	compte	du	terrain	est	 importante.	Bien	que	 la	NAFLD	soit	 fortement	

associée	aux	composants	du	syndrome	métabolique,	la	présence	d’un	nombre	croissant	

de	maladies	métaboliques,	telles	que	le	diabète	de	type	2,	l’hypertension,	la	dyslipidémie	

et	 l’obésité	 viscérale	 semblent	 augmenter	 le	 risque	de	maladie	 hépatique	progressive.	

Par	conséquent,	 les	patients	atteints	de	NAFLD	et	de	multiples	 facteurs	de	risque	sont	

les	plus	exposés	(88).		

Les	 taux	 circulants	 de	 fragments	 de	 cytokératine-18	 ont	 été	 étudiés	 en	 tant	 que	

biomarqueurs	 de	 la	 présence	 de	NASH	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	NAFLD,	 avec	 des	

résultats	 controversés	 (92,	 93).	 Les	 taux	 diminuent	 en	 parallèle	 à	 une	 amélioration	

histologique	 parallèle	 mais	 ne	 font	 pas	 mieux	 que	 les	 taux	 de	 transaminases	 pour	

identifier	 les	 répondeurs	 histologiques	 (94).	 C’est	 pourquoi,	 ce	 biomarqueur	n’est	 pas	

utilisé	 en	 routine	 et	 il	 n’existe	 pas	 à	 l’heure	 actuelle	 de	marqueurs	 non-invasifs	 de	 la	

NASH.		

L’analyse	histologique	demeure	donc	le	gold-standard	pour	le	diagnostic	de	NASH.	Mais	

en	raison	du	caractère	invasif	d’une	biopsie	hépatique,	elle	ne	peut	être	pratiquée	chez	

tous	 les	patients	ayant	une	NAFLD,	surtout	si	 la	prise	en	charge	thérapeutique	ne	s’en	

trouve	pas	modifié.		

Le	diagnostic	de	stéatose	simple	ou	NAFL	comprend:	a)	la	stéatose	seule,	b)	la	stéatose	

avec	atteinte	lobulaire	ou	inflammation	portale,	sans	ballonisation	hépatocytaire,	ou	c)	

la	 stéatose	 avec	 ballonisation	 mais	 sans	 inflammation.	 Le	 diagnostic	 de	 NASH	

nécessite	 la	présence	 conjointe	de	 stéatose,	de	ballonisation	et	 inflammation	 lobulaire	

(3,	95).	La	NASH	présente	d’autres	caractéristiques	histologiques,	qui	ne	sont	cependant	

pas	 nécessaires	 pour	 établir	 le	 diagnostic	 comme	 l’inflammation	 portale,	 l’infiltrat	

polymorphe,	 les	 présences	 de	 corps	 de	 Mallory,	 de	 corps	 apoptotiques,	 de	 noyaux	

vacuolés	 clairs,	 de	 stéatose	 microvacuolaire	 et	 de	 mégamitochondries.	 La	 fibrose	

périsinusoïdale	 est	 également	 fréquente	 mais	 ne	 fait	 pas	 partie	 des	 critères	 de	

diagnostiques.	L'algorithme	FLIP	consortium,	conçu	de	manière	prospective,	augmente	
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les	 performances	 inter-observateur.	 Il	 existe	 deux	 systèmes	 de	 notification	 semi-

quantitative	des	 lésions	nécrotico-inflammatoires	 le	 score	NAS	et	 le	 score	de	 stéatose,	

d'activité	 et	 de	 fibrose	 (SAF).	 Ils	 ne	 devraient	 être	 utilisées	 qu’après	 le	 diagnostic	

histologique	établi.		

1.2.2 Etablir	le	pronostic	de	l’atteinte	hépatique	

1.2.2.1 Evaluation	de	la	fibrose	

En	 l’absence	de	marqueurs	non-invasifs	 de	 la	NASH,	 il	 est	 important	 de	 rechercher	 la	

présence	d’une	fibrose,	principal	élément	pronostic.	

Les	 outils	 non-invasifs	 couramment	 étudiés	 sont	 des	 aides	 cliniques	 simples	 (par	

exemple,	 le	score	NFS	pour	NALFD	fibrosis	score,	 le	score	FIB-4,	 le	score	APRI)	ou	des	

biomarqueurs	 sériques	 plus	 complexes	 faisant	 souvent	 l’objet	 d’un	 brevet	 et	 plus	

coûteux	 (ELF	 pour	 Enhanced	 Liver	 Fibrosis,	 Fibromètre®,	 FibroTest®	 et	 Hepascore).	

Associée	 à	 ces	 biomarqueurs,	 l’élastographie	 (impulsionnelle	 ou	 par	 résonance	

magnétique	 complète	 le	 panel	 de	 marqueurs	 non-invasifs	 (96,	 97).		

Le	score	NFS	est	basé	sur	six	variables	facilement	disponibles	(âge,	IMC,	hyperglycémie,	

nombre	 de	 plaquettes,	 albumine	 et	 ratio	 ASAT/ALAT).	 Dans	 une	 méta-analyse	 de	 13	

études	portant	sur	3	064	patients,	ce	score	obtenait	une	AUROC	de	0,85	pour	prédire	la	

fibrose	 avancée	 (98).	 Le	 score	 FIB-4	 est	 un	 algorithme	 basé	 sur	 la	 numération	

plaquettaire,	 l'âge,	 l'AST	et	 l'ALT,	offrant	deux	valeurs	seuil	(les	patients	avec	un	score	

<1,45	sont	peu	probables,	alors	que	 les	patients	avec	un	score>	3,25	sont	susceptibles	

d'avoir	une	fibrose	avancée)	(96).	Ils	ont,	tous	deux,	été	validés	dans	des	populations	de	

NAFLD,	ethniquement	différentes,	avec	des	résultats	robustes.	

Le	 score	 ELF	 comprend	 les	 taux	 plasmatiques	 de	 3	 protéines	 (acide	 hyaluronique,	

inhibiteur	 tissulaire	 de	 la	métalloprotéinase	 1	 et	 peptide	 procollagène	 III	 N-terminal)	

présentant	 un	 AUROC	 de	 0,90	 avec	 une	 sensibilité	 de	 80%	 et	 une	 spécificité	 de	 90%	

pour	 la	 détection	de	 la	 fibrose	 avancée	 (99).	Une	 étude	 récente	 comparant	 ces	 scores	

couplés	à	 l’élastographie	à	 l'histologie	hépatique	a	montré	que	 les	scores	NFS	et	FIB-4	

étaient	les	plus	performants	et	qu’ils	faisaient	aussi	bien	pour	prédire	la	fibrose	avancée	

chez	les	patients	avec	NAFLD	que	l’élastographie	(100).	

Plus	récemment	encore,	 le	score	MACK-3	combinant	HoMa,	ASAT	et	cytokératine	18,	a	

permis	d’obetenir	des	AUROC	significativement	plus	élevées	(0,847	±	0,030,	P	≤	0,002)	

que	les	tests	de	fibrose	sérique.	MACK-3	était	précis	pour	le	diagnostic	de	la	NASH	avec	
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93,3%	de	patients	bien	classés	(sensibilité:	90,0%,	spécificité:	94,2%.	,	valeur	prédictive	

positive:	81,8%	et	valeur	prédictive	négative:	97,0%)	(101).	

Tous	 ces	 scores	 prédisent	 la	 mortalité	 globale,	 la	 mortalité	 cardiovasculaire	 et	 la	

mortalité	hépatique.	Tous	ces	tests	permettent	de	distinguer	une	fibrose	avancée	(≥F3)	

d’une	 fibrose	 modérée	 mais	 distinguent	 mal	 une	 fibrose	 modérée	 (F2)	 versus	 une	

fibrose	minime	voie	absente	(97).	De	plus,	les	valeurs	prédictives	négatives	pour	exclure	

la	fibrose	avancée	sont	supérieures	aux	valeurs	prédictives	positives	correspondantes.		

L’élastographie	ultrasonore	 (FibroScan®)	donne	de	meilleurs	 résultats	pour	prédire	 la	

cirrhose	(F4)	que	pour	la	fibrose	avancée	(F3).	L'élastographie	a	un	taux	plus	élevé	de	

faux	positifs	que	de	 faux	négatifs	 (102,	103).	Le	principal	défaut	de	 l'élastographie	est	

l'absence	de	fiabilité	des	résultats	en	présence	d'un	IMC	élevé	et/ou	d'une	épaisseur	de	

pli	 cutané	 importante.	 Dans	 une	 grande	 série	 européenne,	 jusqu'à	 20%	 des	 examens	

avaient	des	résultats	peu	fiables,	principalement	chez	les	patients	obèses	(104).		

Aussi,	 les	 recommandations	 américaine	 et	 européenne	 préconisent	 de	 combiner	 ces	

tests	non-invasifs	entre	eux,	sans	pour	autant	privilégier	une	stratégie.		

1.2.2.2 Dépister	et	diagnostiquer	le	cancer	

Bien	qu’il	 s’agisse	d’une	complication	redoutée,	 le	diagnostic	de	CHC	en	cas	de	NAFLD	

est	 souvent	 tardif	 (105).	 Cet	 état	 de	 fait	 traduit	 probablement	 un	 manque	 de	

standardisation	et	d’application	des	 stratégies	de	dépistage.	Aux	Etats	Unis	 comme	en	

Europe,	 seuls	 20	 et	 23%	 des	 patients	 chez	 qui	 l’on	 diagnostique	 un	 CHC	 dans	 un	

contexte	de	NAFLD	ont	été	en	réalité	dépistés	(72,	106).	

Le	taux	d’alphafœtoprotéine	est	souvent	normal,	en	tout	cas	plus	bas	que	dans	d’autres	

étiologies	comme	les	hépatopathies	virales	(107).	L’échographie	de	dépistage	peut	être	

également	 difficile	 en	 cas	 d’IMC	 élevée.	 Une	 particularité	 importante	 du	 CHC	 chez	 les	

patients	ayant	une	NAFLD	est	sa	survenue	en	l’absence	de	la	cirrhose,	parfois	secondaire	

à	la	transformation	maligne	d’adénomes	hépatiques	(Cf	1.1.4.3).	Autant	il	est	clair	qu’il	

faut	dépister	 les	patients	ayant	une	cirrhose,	autant	il	n’existe	pas	de	recommandation	

de	dépistage	clair	pour	les	patients	qui	ont	une	fibrose	de	moindre	importance.	Le	grand	

nombre	de	cas	de	NAFLD	présentant	un	risque	de	CHC	rend	la	surveillance	systématique	

pratiquement	 irréalisable.	Ni	 les	sociétés	européennes	ni	américaines	ne	proposent	un	

algorithme	 décisionnel	 de	 surveillance	 du	 CHC	 en	 dehors	 de	 la	 cirrhose.	 Le	

polymorphisme	du	gène	rs738409	C>	G	de	PNPLA3	a	été	associé	à	un	risque	accru	de	

CHC	 et	 pourrait	 fournir	 une	 stratification	 du	 risque	 du	 patient	 pour	 une	 surveillance	
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personnalisée	 du	 CHC	 dans	 les	 NAFLD,	 mais	 il	 n'est	 pas	 encore	 considéré	 comme	

rentable	(108).	

1.2.3 Prise	en	charge	thérapeutique	
La	 prise	 en	 charge	 thérapeutique	 des	 patients	 ayant	 une	 NAFLD	 a	 fait	 l’objet	 d’une	

publication	 «	Coilly	 A,	 Chiappini	 F	 (2016)	 Recent	 Insights	 into	 Treatment	 of	 Non-

Alcoholic	 Steatohepatitis.	 J	 Endocrinol	Diab	3(1):	 1-11»	 correspondant	 à	 l’Article	 4	de	

cette	thèse,	en	annexe.		

	

Brièvement,	 la	 prise	 en	 charge	 thérapeutique	 des	 patients	 ayant	 une	 NAFLD	 repose	

principalement	 sur	 des	 modifications	 du	 style	 de	 vie.	 Les	 données	 épidémiologiques	

suggèrent	 une	 relation	 étroite	 entre	 le	 mode	 de	 vie	 sédentaire	 et	 la	 NAFLD.	 Une	

consommation	quotidienne	d'alcool	allant	 jusqu'à	30	g	pour	 les	hommes	ou	20	g	pour	

les	femmes	est	insuffisante	pour	induire	une	stéatose	alcoolique.	

La	 perte	 de	 poids	 améliore	 la	 stéatose	 et	 l’insulino-résistance.	 Dans	 une	 étude	 non	

contrôlée	de	12	mois	comportant	261	biopsies	par	paires,	une	perte	de	poids	modérée	

induite	par	le	mode	de	vie	était	associée	à	une	régression	de	la	NASH	(25%	du	total	des	

cas)	 sans	 aggravation	 de	 la	 fibrose	 (109).	 Des	 approches	 pragmatiques	 associant	

restriction	 alimentaire	 et	 augmentation	 progressive	 de	 l'exercice	 physique	 sont	

préférables	et	doivent	être	adaptées	à	chaque	cas	(110).	Aucune	donnée	n'est	disponible	

sur	leurs	effets	à	long	terme	sur	l'histoire	naturelle	de	la	NAFLD.	

Si	plusieurs	traitements	sont	utilisés	en	pratiques	courantes,	aucun	médicament	n’a	reçu	

d’autorisation	 de	 mise	 sur	 le	 marché	 ce	 jour	 dans	 cette	 indication.	 Mais	 plusieurs	

traitements	 sont	 en	 cours	 de	 développement	 et	 parvenus	 aux	 phases	 III	 de	

développement.	 Aussi,	 peut-on	 espérer	 une	 commercialisation	 prochaine	 d’un	 ou	

plusieurs	d’entre	eux.	 L’objectif	d’un	 traitement	 serait	de	 réduire	 la	mortalité	 liée	à	 la	

NASH,	 réduire	 la	 progression	 vers	 la	 cirrhose	 ou	 le	 CHC.	 La	 résolution	 des	 lésions	

histologiques	 définissant	 la	 NASH	 est	 maintenant	 acceptée	 comme	 critère	 de	

substitution,	en	particulier	dans	les	essais	cliniques.		

Il	 existe	 peu	 de	 preuves	 d'une	 efficacité	 histologique	 de	 la	metformine	 dans	 la	 NASH	

(111).	L'effet	de	 la	metformine	 sur	 la	 stéatose	est	 faible	 en	 raison	de	 son	 incapacité	 à	

rétablir	 les	 taux	 sériques	 d'adiponectine	 à	 court	 terme	 (112).	 Certaines	 données	

précliniques	soutiennent	une	activité	anti-tumorigène	de	la	metformine	sur	le	cancer	du	
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foie,	alors	que	la	démonstration	de	la	réduction	des	taux	de	CHC	chez	l'homme	se	limite	

à	des	études	rétrospectives	(113,	114).	

Les	 thiazolidinediones	 sont	 des	 agonistes	 γ	 du	 récepteur	 activé	 par	 les	 proliférateurs	

des	 peroxysomes	 (PPAR)	 ayant	 des	 effets	 sensibilisants	 à	 l'insuline.	 L’étude	PIVENS	 a	

comparé	la	pioglitazone	à	faible	dose,	la	vitamine	E	et	le	placebo	pendant	2	ans	chez	des	

patients	 sans	 diabète	 déclaré.	 La	 pioglitazone	 améliorait	 toutes	 les	 caractéristiques	

histologiques	 (sauf	 la	 fibrose)	 (115).	 Les	 effets	 secondaires	 des	 glitazones	 sont	

préoccupants:	 prise	 de	 poids,	 fractures	 osseuses	 chez	 la	 femme	 et,	 rarement,	

insuffisance	cardiaque	congestive.		

Les	 incrétino-mimétiques,	 agissant	 sur	 l'interaction	 glucose-insuline,	 ont	 donné	 des	

résultats	 satisfaisants	 en	 améliorant	 les	 tests	 biologiques	 hépatiques	 (116).	 Un	 essai	

pilote	 d'injections	 quotidiennes	 de	 liraglutide	 a	 permis	 une	 rémission	 des	 signes	

histologiques	 de	 la	 NASH	 sans	 aggravation	 de	 la	 fibrose	 (117).	

Dans	 l’étude	PIVENS,	 la	 vitamine	E	améliorait	 la	 stéatose,	 l’inflammation	et	 améliorait	

les	signes	histologiques	de	 la	NASH	chez	36%	des	patients	(115).	Cependant,	cet	essai	

positif	 n’a	 pas	 été	 reproduit.	 De	 plus,	 des	 inquiétudes	 concernant	 l'innocuité	 à	 long	

terme	 de	 la	 vitamine	 E	 existent,	 principalement	 une	 augmentation	 de	 la	 mortalité	

globale,	des	accidents	vasculaires	cérébraux	hémorragiques	et	du	cancer	de	la	prostate	

chez	les	hommes	de	plus	de	50	ans.		

L'acide	ursodésoxycholique	(AUDC)	a	été	étudié	dans	plusieurs	essais	randomisés,	à	des	

doses	 différentes	 et	 jusqu'à	 deux	 ans,	 mais	 n'a	 montré	 que	 quelques	 améliorations	

biochimiques	mais	aucune	amélioration	histologique	(118).	

Un	 agoniste	 synthétique	 du	 récepteur	 X	 du	 farnésoïde,	 l'acide	 obéticholique,	 est	

actuellement	étudié.	Dans	l’étude	de	phase	IIb	FLINT,	un	traitement	de	72	semaines	par	

acide	 obéticholique	 chez	 des	 patients	 non	 cirrhotiques	 atteints	 de	 NASH	 a	 permis	

d’améliorer	toutes	les	lésions	de	la	NASH	tout	en	améliorant	la	fibrose.	La	phase	III	est	

actuellement	en	cours	(119).	

De	nouveaux	agents	prometteurs	 aux	propriétés	 anti-inflammatoires,	 sensibilisantes	 à	

l’insuline	 (doubles	 agonistes	 de	 PPARα/δ,	 antagonistes	 du	 récepteur	 des	 chémokines	

[CCR]2/CCR5	 et	 des	 acides	 conjugués	 d’acides	 gras/biliaires)	 et	 antifibrotiques	

(anticorps	 monoclonaux	 anti-lysyl	 oxydase-like	 [anti	 -LOXL2])	 sont	 également	 testés	

dans	des	essais	cliniques	randomisés	en	phase	terminale	dans	NASH.	
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En	résumé,	établir	le	diagnostic	et	le	pronostic	de	la	NAFLD	est	un	enjeu	majeur	en	

médecine	 aujourd’hui.	 On	 pourrait	 attendre	 des	 tests	 qu’ils	 prédisent	 ou	

diagnostiquent	les	patients	à	risque	d’avoir	une	fibrose	avancée	ou	un	CHC.	Seule	

l’histologie	 permet	 de	 poser	 formellement	 le	 diagnostic	 même	 si	 plusieurs	

combinaisons	de	marqueurs	non-invasifs	permettent	une	sélection	de	patients	à	

risque.	 De	 nouveaux	 outils	 sont	 nécessaires	 pour	 améliorer	 la	 prédiction	 et	 le	

diagnostic	de	NAFLD.	
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1.3 Mécanismes	physiopathologiques	de	la	NAFLD	
L’histoire	 naturelle	 de	 la	 NAFLD	 est	 encore	mal	 élucidée.	 La	 NAFLD	 est	 une	maladie	

complexe	résultant	de	 l’interaction	de	multiples	 facteurs	et	mécanismes	pathologiques	

dont	le	résultat	conduit	à	une	grande	diversité	de	phénotypes.	

Particulièrement	 le	 profil	 de	 malades	 à	 risque	 de	 développer	 une	 maladie	 hépatique	

sévère	ainsi	que	les	facteurs	responsables	de	l’aggravation	des	lésions	histologiques	sont	

mal	 définis.	 Une	 des	 questions	 majeures	 concernent	 les	 patients	 ayant	 une	 stéatose	

simple.	 Certains	 ne	 vont	 jamais	 progresser	 alors	 que	 d’autres	 au	 contraire	 vont	

développer	une	NASH	voire	une	fibrose	sévère	ou	un	CHC.	

1.3.1 Stéatose	simple	et	NASH	:	continuum	ou	entité	distincte	?	

Il	 est	 dogmatique	 de	 dire	 que	 la	 stéatose	 simple	 est	 une	 maladie	 bénigne.	 Toutefois,	

certaines	études	montrent	une	évolution	de	 la	stéatose	simple	vers	 la	NASH.	Plusieurs	

cas	 ont	 d’abord	 été	 rapportés.	 Les	 études	 ayant	 inclus	 un	 nombre	 plus	 important	 de	

patients	sont	restreintes.	Parmi	13	et	36	malades	ayant	une	stéatose	simple,	3	et	17	ont	

développé	une	NASH	et	une	fibrose	pendant	une	période	de	suivi	de	14	ans	dans	deux	

études	 longitudinales	 (120,	 121).	 Plus	 récemment,	 McPherson	 et	 al.	 Ont	 décrit	

l’évolution	 de	 27	 patients	 ayant	 une	 stéatose	 simple	 pendant	 une	 période	 de	 suivi	

moyen	de	6,6	ans.	Parmi	ces	patients,	12	(44%)	ont	développé	une	NASH	(122).		

Ces	résultats	suggèrent	qu’il	pourrait	exister	plusieurs	catégories	de	stéatose,	pouvant	

résulter	des	mécanismes	physiopathologiques	qui	la	sous-tende	et	qui	dans	certains	cas	

sont	 voisins	 des	 mécanismes	 impliqués	 dans	 la	 NASH	 et	 dans	 certains	 cas	 différents	

(Figure	4).	

En	 effet,	 la	 stéatose	 est	 présente	 dans	 la	NAFL	 et	 la	NASH	 (3).	 La	 stéatose	 se	 produit	

chaque	 fois	 que	 l'importation	 ou	 la	 synthèse	 de	 graisse	 dépasse	 l'exportation	 ou	 la	

dégradation	 de	 graisse	 dans	 le	 foie.	 Les	 triglycérides	 sont	 les	 lipides	 prédominants	 et	

visibles	en	histologie	(123).	Ainsi,	ils	sont	la	base	de	la	classification	de	la	stéatose.	Mais	

ils	ne	sont	pas	à	proprement	parler	hépatotoxiques,	de	sorte	que	le	degré	ou	la	sévérité	

de	la	stéatose	ne	prédisposent	ni	à	l’inflammation	ni	à	la	fibrose	(124-126).	D'autre	part,	

les	 acides	 gras,	 le	 diacylglycérol,	 le	 cholestérol	 et	 les	 phospholipides	 peuvent	

endommager	 les	 hépatocytes.	 La	 prise	 de	 conscience	 du	 fait	 que	 la	 lipotoxicité	 est	
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provoquée	 par	 des	 lipides	 autres	 que	 les	 triglycérides	 a	 incité	 à	 développer	 des	

stratégies	 de	 prévention	 ou	 de	 traitement	 de	 la	 NASH	 en	 bloquant	 l’accumulation	

hépatique	 de	 lipides	 lipotoxiques.	 La	 lipotoxicité	 initie	 donc	 le	 développement	 de	 la	

NASH	 et	 constitue	 une	 cible	 thérapeutique.	 En	 revanche,	 la	 composition	 lipidique	

hépatique	n’est	pas	utilisée	pour	prédire	ou	diagnostiquer	la	NASH.	

Figure	4	:	Mécanismes	de	la	stéatose	hépatique	
La	stéatose	hépatique	résulte	d'un	afflux	accru	de	lipides	dans	le	foie	ou	d'une	diminution	de	l'élimination	
des	 lipides.	Les	principales	sources	sont	 les	acides	gras	plamatiques	(provenant	principalement	du	tissu	
adipeux),	la	lipogenèse	de	novo	et	les	acides	gras	alimentaires.	Le	foie	les	élimine	par	oxydation	ou	en	les	
exportant	 sous	 forme	 de	 VLDL.	 Les	 hépatocytes	 peuvent	 également	 utiliser	 les	 lipides	 en	 excès	 pour	
synthétiser	 les	 triglycérides	 et	 les	 stocker	 dans	 des	 gouttelettes	 lipidiques.	Figure	adaptée	de	Machado,	
MV.	Gastroenterology.	2016.	
	

	
	

1.3.2 Lipotoxicité	:	la	pierre	angulaire	
Le	 tissu	 adipeux	 en	 condition	 d’excès	 produit	 des	 adipokines	 qui	 empêchent	 les	

adipocytes	 d'assimiler	 les	 acides	 gras	 et	 favorisent	 leur	 libération.	 Cela	 se	 traduit	 par	

une	libération	accrue	d'acides	gras	dans	le	foie	et	alimente	la	synthèse	des	triglycérides	
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par	les	hépatocytes	(127).	La	capacité	de	la	synthèse	des	triglycérides	à	compenser	une	

exposition	accrue	aux	acides	gras	hépatiques	semble	déterminée	par	la	 lipotoxicité.	En	

effet,	 certaines	 données	 provenant	 d’études	 sur	 des	 modèles	 murins	 de	 NASH	 ont	

montré	 que	 l'inhibition	 de	 la	 synthèse	 des	 triglycérides	 hépatiques	 augmentait	

l'accumulation	hépatique	d'acides	gras	libres	et	la	gravité	des	lésions	hépatiques	et	de	la	

fibrose,	malgré	 la	 réduction	de	 la	 stéatose	 (124).	 Plus	 récemment,	 des	 études	 sur	 des	

souris	ayant	inhibé	simultanément	l'oxydation	des	acides	gras	libres	et	de	la	lipogenèse	

de	novo	ont	montré	que	l'accumulation	de	lipides	intermédiaires	et	de	faibles	niveaux	de	

triglycérides	génèrent	un	stress	oxydatif,	une	inflammation	et	des	dommages	cellulaires	

(128).	La	quantité	de	triglycérides	stockée	est	également	régulée	par	des	protéines	qui	

lient	 les	 gouttelettes	 lipidiques,	 comme	 la	 périlipine-5.	 Chez	 les	 souris	 présentant	 un	

défaut	 pour	 cette	 protéine,	 une	 réduction	 de	 la	 taille	 des	 gouttelettes	 lipidiques	 était	

associée	 à	 une	 lipolyse	 et	 une	 lipotoxicité	 accrues	 (129).	 L'ensemble	 de	 ces	 données	

indique	que	la	capacité	de	stocker	les	lipides	sous	une	forme	plus	inerte,	sous	forme	de	

triglycérides,	aux	dépens	d'autres	espèces,	protège	les	individus	de	la	progression	vers	

NASH.	

1.3.2.1 Les	lipides	toxiques	

La	lipotoxicité	dépend	aussi	du	type	d’acide	gras	qui	s’accumulent.	Li	et	al.	ont	montré	

que	 l’inhibition	de	 la	 stéaroyl-CoA	désaturase	 (qui	 convertit	 les	acides	gras	saturés	en	

acides	gras	monoinsaturés)	exacerbait	les	lésions	hépatiques	dans	des	modèles	murins	

de	 NASH	 (128).	 Les	 acides	 gras	 sont	 classés	 en	 fonction	 de	 la	 longueur	 de	 la	 chaîne	

carbonée	 et	 du	 nombre	 de	 doubles	 liaisons.	 Les	 acides	 gras	 saturés	 comprennent	 le	

palmitate	 (C16:0)	 et	 le	 stéarate	 (C18:0),	 qui	 sont	 des	 composants	majeurs	 du	 régime	

alimentaire	 ou	peuvent	 être	 synthétisés	de	novo	 à	 partir	 de	 glucides.	 Plusieurs	 études	

ont	mis	 en	 évidence	 les	 effets	 toxiques	 puissants	 des	 acides	 gras	 libres	 insaturés,	 en	

particulier	 le	 palmitate	 et	 le	 stéarate,	 qui	 induisent	 l'apoptose	 et	 l'inflammation	 via	

plusieurs	mécanismes	(130).	Les	acides	gras	monoinsaturés	tel	que	l'oléate	(C18:1)	sont	

moins	 toxiques	 bien	 qu'ils	 contribuent	 à	 la	 stéatose,	 renforçant	 ainsi	 l'idée	 que	

l'accumulation	de	graisse	et	 la	 lipotoxicité	ne	sont	pas	synonymes.	De	plus,	ces	 lipides	

peuvent	même	protéger	 de	 la	mort	 cellulaire,	 réduisant	 les	 niveaux	de	protéines	 pro-

apoptotiques	et	favorisant	la	séquestration	du	palmitate	dans	les	triglycérides	(131).	

Certaines	 classes	 de	 lipides	 protègent	 même	 des	 lésions	 cellulaires.	 Les	 acides	 gras	

polyinsaturés	contribuent	à	l'élimination	des	graisses	des	hépatocytes	(132).	De	même,	
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il	 a	 été	 démontré	 que	 l'acide	 α-linolénique	 protège	 les	 hépatocytes	 de	 l'apoptose	 et	

réduit	de	JNK	entraînant	l’expression	de	médiateurs	proinflammatoires	(133).	

D’autres	lipides	jouent	un	rôle	incertain	dans	les	mécanismes	induisant	la	NASH	comme	

les	 lipides	 dérivés	 de	 la	 phosphatidylcholine	 ou	 les	 céramides.	 La	

lysophosphatidylcholine	 est	 augmentée	 dans	 les	 modèles	 animaux	 et	 dans	 la	 NASH	

humaine	 et	 plusieurs	 sources	 de	 données	 indiquent	 que	 la	 LPC	 pourrait	 être	 l'un	 des	

effecteurs	en	aval	de	la	toxicité	de	l'acide	palmitique	(134).	Également,	des	taux	élevés	

de	céramides	ont	été	rapportés	dans	les	modèles	murins	et	chez	les	patients	atteints	de	

NASH	 (135).	 Enfin,	 des	données	 récentes	 ont	mis	 en	 évidence	 le	 caractère	 toxique	du	

cholestérol	 libre	 qui	 jouerait	 un	 rôle	 dans	 les	 lésions	 hépatiques,	 l'inflammation	 et	 la	

fibrose	 dans	 le	 contexte	 de	 la	 NASH	 (136).	 Une	 expression	 accrue	 de	 la	 protéine	 de	

liaison	aux	éléments	régulateurs	des	stérols	(SREBP)	entraîne	l’activation	de	la	HMGCoA	

réductase,	étape	limitante	de	la	synthèse	du	cholestérol,	entraînant	une	accumulation	de	

cholestérol	 libre,	 en	 particulier	 dans	 la	mitochondrie	 (137).	 En	 dépit	 de	 ces	 données,	

aucune	 preuve	 appuyant	 l'utilisation	 de	 statines	 dans	 le	 traitement	 de	 la	 NASH	 n'a	

encore	été	fournie,	bien	que	cette	classe	de	médicaments	puisse	être	indiquée	chez	les	

patients	atteints	de	NASH	afin	de	réduire	le	risque	cardiovasculaire.	

	

1.3.2.2 Mécanisme	de	la	lipotoxicité	

Les	 lipides	peuvent	causer	une	 toxicité	par	divers	mécanismes.	L'oxydation	des	acides	

gras	 mitochondriaux	 et	 peroxisomaux	 génère	 des	 espèces	 réactives	 de	 l'oxygène	 qui	

peuvent	 être	 immédiatement	 toxiques	 ou	 qui	 peuvent	 éventuellement	 épuiser	 les	

réserves	d'antioxydants,	ce	qui	rend	les	hépatocytes	plus	vulnérables	à	d'autres	facteurs	

générant	un	stress	oxydatif	(138).	Cela	conduirait	à	de	graves	dysfonctions	de	la	chaîne	

respiratoire	 mitochondriale	 qui	 elle-même	 conduirait	 à	 l’apoptose	 (139,	 140).	

L’accumulation	d’acides	gras	serait	également	responsable	de	l’IR	et	l’hyperinsulinémie,	

ce	qui	entraîne	une	accumulation	supplémentaire	des	lipides	hépatiques	et	favorise	les	

réponses	inflammatoires	et	fibrogéniques,	ainsi	que	les	oncogéniques	(141).	

Un	 autre	 mécanisme	 de	 lipotoxicité	 implique	 des	 modifications	 de	 la	 signalisation	

cellulaire.	 Les	 acides	 gras	 sont	 capables	 d’interagir	 et	 modifier	 d'autres	 molécules,	

comme	certains	facteurs	de	transcription	ou	récepteurs	comme	les	Toll-like	récepteurs,	

entraînant	 des	 modifications	 profondes	 des	 voies	 de	 signalisation	 qui	 régulent	 le	

métabolisme	 et	 les	 réponses	 au	 stress	 (142).	 La	 lipotoxicité	 induit	 plusieurs	 types	 de	
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stress	cellulaire,	y	compris	le	stress	du	réticulum	endoplasmique	et	l’autophagie	(143).	

Malgré	 les	 preuves	 croissantes	 du	 rôle	 important	 de	 la	 lipotoxicité	 dans	 la	

physiopathologie	 de	 la	 NASH,	 il	 n'existe	 pas	 de	 méthode	 simple	 pour	 identifier	 et	

quantifier	les	types	de	lipides	qui	s'accumulent	dans	le	foie.		

	

1.3.2.3 Vers	la	NASH	

	

La	 NASH	 est	 due	 au	 fait	 que	 les	 hépatocytes	 lipotoxiques	 libèrent	 des	 facteurs	 qui	

initient	 des	 réponses	 cicatrisantes	 pour	 remplacer	 les	 hépatocytes	 altérés.	 La	

cicatrisation	 est	 un	 processus	 complexe	 qui	 englobe	 l'activation	 des	 cellules	

immunitaires	 résidentes	 et	 le	 recrutement	 de	 cellules	 inflammatoires	 dérivées	 de	 la	

moelle	osseuse	(inflammation),	le	remodelage	de	la	matrice	(fibrogenèse	et	fibrinolyse),	

l'angiogenèse	et	la	mobilisation	des	populations	de	progéniteurs	du	foie	(Figure	6).		

Cependant,	les	aberrations	dans	les	réponses	de	cicatrisation	peuvent	être	dangereuses.	

Celles-ci	peuvent	conduire	à	une	réparation	défectueuse	du	parenchyme	hépatique	lésé	

et	favoriser	le	développement	d'un	cancer	du	foie	et/ou	le	remplacement	progressif	du	

parenchyme	hépatique	par	un	tissu	cicatriciel	conduisant	à	la	cirrhose.	
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Figure	6	:	Réponse	hépatique	à	la	lipotoxicité	

La	lipotoxicité	provoque	un	stress	cellulaire	et	la	mort	des	hépatocytes.	Pour	favoriser	la	régénération	ou	
la	réparation,	le	foie	recrute	et	active	les	cellules	étoilées	hépatiques	afin	d'éliminer	les	cellules	nécrosées	
et	de	maintenir	les	épithéliums	restants,	ainsi	que	des	progéniteurs	pour	les	remplacer.	Si	la	réponse	n’est	
pas	 adaptée,	 elle	 favorise	 l'inflammation,	 la	 fibrogenèse	 et	 l'hépatocarcinogenèse.	 Figure	 adaptée	 de	
Machado,	MV.	Gastroenterology.	2016.	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

En	 résumé,	 les	 lipides	 et	 leur	 toxicité	 propre	 joue	 un	 rôle	 central	 dans	 la	

physiopathologie	 de	 la	 NAFLD.	 Leur	 concentration	 mais	 également	 leur	

composition	dans	le	foie	stéatosique	peuvent	induire	des	lésions	inflammatoires,	

un	 remodelage	de	 la	matrice	 extracellulaire.	 Si	 ces	 aspects	physiopathologiques	

sont	 bien	 validés,	 aucune	 signature	 lipidique	 de	 la	 NASH	 n’a	 été	 identifiée	 à	 ce	

jour.	



36 

1.4 NAFLD	et	Transplantation	hépatique	
Comme	nous	venons	de	le	décrire,	l’augmentation	de	la	prévalence	et	de	l’incidence	de	la	

NAFLD	est	bien	documentée.	L’enjeu	de	cette	tendance	épidémiologique	est	double.	En	

premier	 lieu,	 parmi	 les	 patients	 atteints	 de	 NASH,	 un	 quart	 vont	 évoluer	 vers	 une	

cirrhose	 décompensée	 ou	 développer	 un	 CHC.	 La	 transplantation	 hépatique	 (TH)	

demeure	le	seul	traitement	curatif	des	patients	dont	le	pronostic	vital	est	engagé	et	non	

candidat	 ou	 non	 répondeur	 à	 un	 autre	 traitement.	 Ainsi,	 l’augmentation	 des	 patients	

candidats	à	une	TH	pour	NASH	est	déjà	observée	dans	de	nombreux	pays,	positionnant	

la	NASH	 comme	 une	 indication	majeure	 de	 TH.	 Le	 deuxième	 enjeu	 concerne	 les	 foies	

transplantés.	L’augmentation	de	l’incidence	de	la	NAFLD	contraint	les	équipes	de	greffe	

à	choisir	des	foies	stéatosiques,	foies	qui	une	fois	transplantés	obtiennent	de	moins	bons	

résultats	en	termes	de	fonction	immédiate	et	influencent	péjorativement	les	résultats	de	

la	TH.	

1.4.1 TH	pour	complications	hépatiques	de	la	NASH	

1.4.1.1 Période	d’attente	et	activité	de	TH		

Certaines	études	ont	mis	en	évidence	une	augmentation	disproportionnée	de	la	cirrhose	

liée	à	la	NASH	en	tant	qu'indication	de	la	LT	par	rapport	à	d'autres	étiologies	(144,	145).	

En	 2017,	 Cholankeril	 et	al.	 a	 rapporté	 une	 augmentation	 de	 162%	de	 l’activité	 de	 TH	

pour	 NASH	 entre	 2003	 et	 2014	 selon	 les	 données	 de	 l’UNOS,	 54%	 et	 33%	 pour	 la	

cirrhose	alcoolique	ou	virale	C	compliquée,	respectivement.		

Le	nombre	de	patients	inscrits	sur	liste	d’attente	TH	pour	NASH	augmente	également.		

Entre	2004	et	2013,	le	nombre	de	nouvelles	inscriptions	pour	NASH	sur	liste	d'attente	a	

augmenté	de	170%	aux	Etats-Unis	(146).	Cette	augmentation	est	 liée	à	 l’augmentation	

de	 l’incidence	 de	 la	 NAFLD	 bien	 sûr	 mais	 également	 à	 la	 diminution	 de	 certaines	

indications	comme	celle	liée	au	virus	de	l’hépatite	C	grâce	à	l’avènement	des	antiviraux	

directs	(147).		

L’une	des	préoccupations	importantes	est	que	la	mortalité	sur	liste	d’attente	à	90	jours	

semble	plus	importante	que	pour	les	autres	indications,	en	particulier	alcool	et	virus	de	

l’hépatite	C	(146).	Mais	cette	surmortalité	disparaissait	après	ajustement	en	fonction	du	

sexe,	 de	 l'âge,	 de	 la	 présence	 d’un	 diabète	 de	 type	 2,	 d’un	 CHC	 ou	 de	 la	 gravité	 de	 la	

cirrhose.	 Ce	 constat	 montre	 bien	 le	 poids	 des	 comorbidités	 dans	 le	 pronostic	 d’un	
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patient	 ayant	 une	 maladie	 hépatique	 terminale.	 Une	 étude	 récente	 a	 montré	 que	

l’obésité	morbide	et	le	diabète	de	type	2	étaient	associés	à	des	taux	plus	élevés	de	sortie	

de	 liste	ou	décès	sur	 liste	d’attente	de	TH	(148).	Mais	ces	patients	sont	peut-être	plus	

exposés	aux	complications	de	la	cirrhose	comme	la	thrombose	portale	(149).		

Enfin,	la	probabilité	pour	un	patient	inscrit	pour	un	NASH	et	candidat	à	la	TH	de	recevoir	

un	greffon	semble	inférieure	à	celle	d’autres	indications,	en	particulier	alcool	et	hépatite	

C	(146).		

Les	 données	 actuelles	 sont	 principalement	 américaines.	Malheureusement,	 en	 France,	

l’item	NASH	n’a	été	implémenté	dans	le	thésaurus	de	l’Agence	de	Biomédecine	que	cette	

année.	 Il	 est	 cependant	 quasi-certain	 que	 la	 NASH	 «	pure	»	 représente	 une	 indication	

minoritaire	de	TH	en	France	(150).	

1.4.1.2 Résultats	de	la	greffe	pour	NAFLD	

Les	 résultats	 de	 mortalité	 à	 long	 terme	 semblent	 similaires	 que	 les	 receveurs	 soient	

transplantés	 pour	 une	 NASH	 ou	 pour	 une	 autre	 indication	 (151,	 152).	 La	 survie	

rapportée	fluctue	de	79–90%,	82–83%	et	72–78%	à	1,	3	et	5	ans,	respectivement	(153).	

Cependant,	un	sous-groupe	de	patients	à	haut	risque	ayant	un	âge	>	60	ans,	un	diabète,	

une	hypertension	artérielle	et	un	IMC	>30	Kg/m2	ont	une	mortalité	à	30	jours	et	à	un	an	

étaient	 de	 31%	 et	 50%,	 respectivement	 (153).	 Une	 méta-analyse	 réalisée	 en	 2014	 a	

également	révélé	que	les	patients	transplantés	pour	NASH	avaient	un	risque	plus	élevé	

de	 décès	 par	 complications	 cardiovasculaires	 (OR=1,65,	 IC95%:	 1,01–2,70,	 p=0,05)	

(154).	 Les	 mêmes	 facteurs	 de	 risque	 du	 syndrome	 métabolique	 qui	 prédisposent	 les	

patients	à	la	NAFLD,	notamment	l'obésité,	le	diabète,	l'hyperlipidémie	et	l’hypertension	

artérielle	 prédisposaient	 à	 des	 évènements	 cardiovasculaires.	 Malgré	 ces	 facteurs	 de	

risque	connus,	des	études	récentes	ont	montré	que	les	taux	de	survie	et	 les	résultats	à	

long	 terme	 sont	 similaires	 pour	 les	 cirrhoses	 liées	 à	 l’alcool	 au	 virus	 C	 ou	 à	 la	 NASH	

(154).		

Ces	études	montrent	que	chez	des	patients	bien	sélectionnés,	la	NASH	est	une	indication	

acceptable	de	TH,	en	augmentation.	L’influence	des	comorbidités	est	importante	pour	la	

mortalité	pré	comme	post-TH.	Cependant,	aucune	étude	à	ce	jour	ne	permet	de	contre-

indiquer	la	TH	de	façon	formelle,	en	fonction	des	comorbidités	du	patient.	Un	consensus	

international	récent	de	l’ILTS	a	permis	d’établir	les	examens	devant	être	réalisés	avant	

d’indiquer	une	TH	pour	NAFLD	(Article	5	de	cette	thèse).	
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1.4.2 NASH	chez	le	patient	transplanté	hépatique	
  
La	NAFLD	et	 la	NASH	peuvent	être	diagnostiquées	sur	un	greffon	hépatique	après	TH,	

soit	sous	forme	d’une	maladie	récurrente	pour	les	patients	greffés	pour	cette	indication,	

soit	 de	 novo.	 Le	 taux	 de	 récidive	 dépend	 du	 fait	 que	 le	 diagnostic	 repose	 sur	 une	

évaluation	parfois	différente	en	fonction	des	pratiques	et	des	centres	allant	de	simples	

tests	hépatiques	aux	techniques	d'imagerie	ou	au	gold-standard	anatomopathologique.	

De	plus,	 la	plupart	des	données	disponibles	proviennent	d’études	portant	 sur	un	petit	

nombre	 de	 patients,	 majoritairement	 sans	 biopsie	 post-greffe	 et	 avec	 un	 suivi	 court.	

Seules	quelques	études	ont	examiné	la	fréquence	et	les	facteurs	de	risque	de	la	NAFLD	

de	novo,	compris	entre	18%	et	33%.	NASH	après	TH.	Une	étude	récente	suggère	que	la	

récidive	 de	 NASH	 après	 TH	 est	 plus	 fréquente	 et	 plus	 sévère	 que	 la	 NASH	 de	 novo,	

retrouvée	 chez	 78%	 des	 patients	 transplantés	 pour	 NASH	 et	 chez	 44%	 des	 patients	

transplantés	pour	une	autre	indication	(155,	156).		

Comme	pour	d’autres	maladies	récidivantes	sur	le	greffon	comme	l’hépatite	C,	l’histoire	

naturelle	 de	 la	maladie	 semble	 accélérée	 après	 la	 TH	 avec	 une	 fibrose	 extensive	 chez	

30%	 des	 patients	 à	 5	 ans	 (157).	 Une	 étude	 monocentrique	 a	 montré	 que	 tous	 les	

patients	 ayant	 été	 transplantés	 entre	 1995	 et	 2013	 pour	 NASH	 ou	 cirrhose	

cryptogénique	 pour	 laquelle	 une	 NASH	 était	 suspectée,	 88,2%	 des	 34	 patients	

présentaient	une	récidive	de	la	NAFLD,	et	41,2%	présentaient	une	récidive	de	la	NASH,	

histologiquement	prouvée,	et	avec	un	recul	médian	de	47	mois	(158).		

Généralement	après	la	TH,	les	patients	présentent	une	propension	connue	à	la	prise	de	

poids	et	à	 l'obésité.	Dans	une	étude	sur	 l'IMC	après	 la	TH,	parmi	 les	320	patients	non	

obèses	avant	la	TH,	21,6%	sont	devenus	obèses	dans	les	2	ans	suivant	la	TH	(159).	De	

nombreux	 facteurs	 ont	 été	 rapportés	 comme	 associés	 à	 une	 récidive	 de	 la	 NASH,	

notamment	 l'obésité	 avec	 un	 IMC>30	 Kg/m2,	 l'utilisation	 de	 corticostéroïdes	 comme	

agents	 immunosuppresseurs,	 le	 diabète	 de	 type	 2,	 l’hypertension	 artérielle	 et	

l'hypertriglycéridémie	(160).		

Des	 études	 ont	 également	 décrit	 l’évolution	 de	 la	 NAFLD	 de	 novo	 après	 la	 TH	 (161).	

Une	étude	rétrospective	monocentrique	a	révélé	que,	parmi	170	patients,	32,9%	avaient	

une	NAFLD	et	la	dose	de	corticoïdes	après	TH	(5,2±2,4	mg/jour	versus	7,1±4,7	mg/jour;	

p=0,014)	était	associée	au	syndrome	métabolique	de	novo	(162).		
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En	cas	de	récidive	grave	ou	de	NASH	de	novo	évoluant	au	stade	terminal	de	la	maladie,	

la	reTH	peut	être	un	recours.	Mais,	malgré	des	taux	relativement	élevés	de	récidive	de	

NAFLD,	les	études	de	suivi	après	5–10	ans	n'ont	pas	suggéré	d'augmentation	du	risque	

de	reTH	dans	cette	 indication.	Dans	une	étude	monocentrique,	6	patients	représentant	

seulement	30%	de	 la	 cohorte	de	patients	NASH	ont	été	 retransplantés,	dont	3	pour	 la	

NASH	décompensée	à	proprement	parler.	

Ces	études	suggèrent	que	la	récidive	ou	la	survenue	de	la	NAFLD	voire	de	la	NASH	est	

fréquente	 et	 donc	 une	 préoccupation	 quotidienne	 du	 clinicien.	 Lutter	 contre	 les	

éléments	du	syndrome	métabolique	mais	aussi	adapter	la	stratégie	immunosuppressive	

semble	être	les	éléments	clés	même	si	les	données	de	la	littérature	restent	conflictuelles	

et	minces.		

1.4.3 Stéatose	du	greffon	
Une	stéatose	hépatique	est	de	façon	récente,	fréquemment	retrouvée	chez	les	donneurs	

potentiels	 de	 greffons	 hépatiques,	 probablement	 due	 à	 une	 augmentation	 de	 l'obésité	

dans	le	monde	entier.	La	biopsie	met	en	évidence	une	stéatose	hépatique	chez	76%	des	

donneurs	potentiels	de	foie	présentant	un	IMC	supérieur	à	28	Kg/m2	(163).	

De	plus,	la	stéatose	du	greffon	est	associée	à	des	résultats	globaux	de	la	TH	moins	bons.	

Après	 la	 reperfusion,	 la	stéatose	 induit	des	modifications	de	 la	microcirculation	et	des	

cellules	du	greffon	hépatique,	pouvant	entraîner	une	nécrose	des	hépatocytes,	aggravant	

ainsi	les	lésions	d’ischémie	perfusion.	En	outre,	le	potentiel	de	régénération	des	greffons	

stéatosiques	est	altéré	(164,	165).		

La	 stéatose	 hépatique	 est	 un	 facteur	 de	 risque	 indépendant	 du	 succès	 d’une	 TH,	

entraînant	une	 augmentation	de	 la	morbidité	 et	de	 la	mortalité.	 Cela	 inclut	une	durée	

plus	 longue	de	 séjour	 en	 réanimation,	 ou	 en	 salle	 conventionnelle,	 un	 risque	 accru	de	

non-fonctionnement	primaire	et	un	retard	de	reprise	de	fonction	(166,	167).	En	plus	de	

l’influence	 à	 court	 terme,	 la	 stéatose	 du	 greffon	 peut	 avoir	 une	 influence	 à	 plus	 long	

terme,	comme	cela	a	été	montré	chez	les	receveurs	ayant	une	récidive	de	l’hépatite	C	sur	

le	greffon,	récidive	plus	sévère	s’ils	recevaient	des	greffons	stéatosiques	(168).	

Cependant,	 le	seuil	de	non	transplantabilité	repose	sur	des	études	anciennes.	La	 limite	

supérieure	à	ne	pas	 franchir	a	été	 fixée	à	60%	de	 stéatose	macrovacuolaire.	Pourtant,	

bien	qu’en	général	récusés	pour	la	greffe	par	les	chirurgiens,	ces	greffons	ont	montré	des	

résultats	similaires	à	court	et	 long	 terme	que	 les	greffons	sans	stéatose	 lorsqu’ils	 sont	
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utilisés	chez	des	receveurs	dont	le	score	MELD	est	faible	(169).	En	revanche,	la	plupart	

des	études	publiées	 indiquent	un	taux	relativement	 faible	 inférieur	à	5%	d’échec	de	 la	

TH	pour	les	greffons	ayant	une	stéatose	macrovacuolaire	modérée	de	30	à	60%	et	aucun	

effet	 majeur	 sur	 les	 résultats	 à	 long	 terme.	 Accepter	 ces	 greffons	 semble	 possible.	

Cependant,	 une	 publication	 récente	 a	 montré	 que	 la	 stéatose,	 même	 modérée	 était	

responsable	de	plus	de	70%	des	dysfonctions	primaires	du	greffon	(170).	De	plus,	dans	

cette	 étude,	 la	 stéatose	 hépatique	 était	 le	 seul	 facteur	 prédictif	 associé	 à	 une	 moins	

bonne	 survie	 en	 analyse	 multivariée.	 Les	 données	 de	 la	 littérature	 sont	 donc	

conflictuelles.	En	attendant	de	nouvelles	données,	il	est	prudent	de	réserver	les	greffons	

stéatosiques	 aux	 receveurs	 à	 faible	 risque	 (score	de	MELD	bas,	 receveur	 jeune,	 temps	

d’ischémie	froide	plus	courte).	

L’influence	du	type	de	stéatose,	macrovacuolaire	ou	microvésiculaire,	sur	le	résultat	de	

la	 TH	 est	 encore	 incertaine.	 La	 stéatose	 macrovacuolaire	 semble	 être	 une	 affection	

bénigne	potentiellement	 réversible.	 Elle	 est	 principalement	 associée	 à	 l'obésité	 et	 à	 la	

consommation	d'alcool.	En	revanche,	la	stéatose	microvésiculaire	est	considérée	comme	

une	 affection	 plus	 grave	 souvent	 associée	 à	 une	 altération	 de	 la	 bêta-oxydation	

mitochondriale	 et	 donc	 à	 un	 pronostic	moins	 favorable	 (171).	 L’impact	 de	 la	 stéatose	

microvésiculaire	 sur	 le	 fonctionnement	 du	 greffon	 demeure	 très	 controversée	 (172,	

173).		

Il	est	important	de	souligner	que	l'évaluation	de	la	stéatose	du	greffon	est	biaisée	dans	la	

plupart	 des	 études	mentionnées	 en	 raison	 de	 l'absence	 d'une	méthode	 fiable,	 facile	 à	

réaliser,	objective	et	reproductible.	Dans	de	nombreuses	études,	le	degré	de	stéatose	est	

évalué	 par	 une	 évaluation	 visuelle	 et	 une	 palpation	 au	 moment	 du	 prélèvement	 par	

l’équipe	 chirurgicale.	 Cette	 modalité	 d'évaluation	 subjective	 repose	malheureusement	

sur	l'expérience	des	chirurgiens.	

	

Le	 gold-standard	 pour	 évaluer	 la	 stéatose	 hépatique	 est	 une	 analyse	 histologique	

réalisée	par	un	anatomopathologiste	expérimenté.	Même	dans	ce	cas,	 l’évaluation	peut	

également	 être	 sujette	 à	 plusieurs	 biais,	 notamment	 l’hétérogénéité	 de	 la	 taille	 de	

l’échantillon	ou	 les	 techniques	de	 coloration	pouvant	 affecter	 le	 degré	de	 stéatose.	Un	

autre	 biais	 est	 la	 variabilité	 inter-observateurs,	 même	 entre	 anatomopathologistes	

expérimentés	 (174).	 Tous	 ces	 facteurs	 peuvent	 contribuer	 aux	 divergences	 observées	

entre	les	études.	
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En	 résumé,	 l’augmentation	 de	 l’incidence	 de	 la	 NAFLD	 est	 responsable	 d’une	

augmentation	 de	 TH	 dans	 cette	 indication	 mais	 aussi	 d’une	 augmentation	 du	

nombre	 de	 greffons	 proposés	 ayant	 une	 stéatose.	 Seule	 l’histologie	 permet	

d’évaluer	 la	 stéatose	 au	 moment	 du	 prélèvement	 et	 avant	 la	 TH.	 Mais	 cette	

évaluation	 fait	 l’objet	 de	 nombreux	 biais.	 De	 nouveaux	 outils	 sont	 nécessaires	

pour	améliorer	l’évaluation	de	la	stéatose	du	greffon,	rapide	et	reproductible	afin	

de	prédire	l’évolution	de	la	TH.	
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2 Objectifs	de	la	thèse	
La	NAFLD	est	une	maladie	fréquente,	qui	concerne	un	quart	des	patients	dans	le	monde	

et	 sa	 prévalence	 devrait	 encore	 augmenter.	 Etablir	 le	 diagnostic	 et	 le	 pronostic	 de	 la	

NAFLD	 est	 un	 enjeu	 majeur	 en	 médecine	 aujourd’hui.	 Non	 diagnostiquée	 à	 un	 stade	

précoce,	 la	 maladie	 peut	 être	 découverte	 au	 stage	 de	 fibrose	 avancée,	 de	 cirrhose	

décompensée	voire	de	CHC	qui	menace	 le	pronostic	vital	des	patients.	A	ce	 jour,	 seule	

l’histologie	permet	de	poser	formellement	le	diagnostic	même	si	plusieurs	combinaisons	

de	marqueurs	non-invasifs	permettent	une	sélection	de	patients	à	risque.	De	nouveaux	

outils	 sont	 nécessaires	 pour	 améliorer	 la	 prédiction	 et	 le	 diagnostic	 de	 NAFLD.	 Les	

lipides	et	leur	toxicité	propre	joue	un	rôle	central	dans	la	physiopathologie	de	la	NAFLD.	

Leur	 concentration	mais	 également	 leur	 composition	dans	 le	 foie	 stéatosique	peuvent	

induire	des	 lésions	 inflammatoires,	un	 remodelage	de	 la	matrice	extracellulaire.	 Si	 ces	

aspects	 physiopathologiques	 sont	 bien	 validés,	 aucune	 signature	 lipidique	de	 la	NASH	

n’a	été	identifiée	à	comme	marqueur	diagnostic	ou	pronostic	de	la	NAFLD.	

Enfin,	l’augmentation	de	l’incidence	de	la	NAFLD	est	responsable	d’une	augmentation	de	

TH	 dans	 cette	 indication	 mais	 aussi	 d’une	 augmentation	 du	 nombre	 de	 greffons	

proposés	ayant	une	stéatose.	Seule	l’histologie	permet	d’évaluer	la	stéatose	au	moment	

du	prélèvement	et	avant	la	TH.	Mais	cette	évaluation	fait	 l’objet	de	nombreux	biais.	De	

nouveaux	 outils	 sont	 donc	 nécessaires	 pour	 améliorer	 l’évaluation	 de	 la	 stéatose	 du	

greffon,	de	façon	rapide	et	reproductible	afin	de	prédire	l’évolution	de	la	TH.	

L’objectif	 général	 de	 cette	 thèse	 était	 d’identifier	 de	nouveaux	outils	 diagnostiques	ou	

pronostiques	 de	 la	 NAFLD,	 dans	 le	 contexte	 général,	 comme	 celui	 de	 la	 TH	:	 (1)	 une	

signature	lipidique	diagnostique	de	la	NASH	permettant	de	distinguer	stéatose	et	NASH	

à	partir	de	la	composition	lipidique	du	foie	(2)	une	signature	génétique	pronostique	des	

différents	 stades	 de	 NAFLD,	 obtenue	 à	 partir	 d’une	 analyse	 in	 silico	 (3)	 une	 analyse	

spectrométrique	 de	 la	 teneur	 en	 triglycérides	 des	 greffons	 hépatiques	 pour	

diagnostiquer	la	stéatose	et	prédire	le	devenir	de	la	TH.	
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3 Article	1		

Metabolism	 dysregulation	 induces	 a	 specific	 lipid	

signature	of	nonalcoholic	steatohepatitis	in	patients	
	

La	stéatopathie	non	alcoolique	ou	métabolique	(NAFLD)	comprend	un	éventail	large	de	

lésions	 hépatiques	 allant	 de	 la	 simple	 stéatose	 (NAFL)	 à	 la	 stéato-hépatite	 non	

alcoolique	(NASH)	pouvant	évoluer	vers	une	fibrose	hépatique,	une	cirrhose	et	un	CHC	

(175).	La	 lésion	primaire	de	 la	stéatose	hépatique	est	 l’accumulation	 intracellulaire	de	

lipides,	 en	 particulier	 de	 triglycérides,	 qui	 se	 traduit	 par	 la	 formation	 de	 gouttelettes	

lipidiques	 dans	 les	 hépatocytes.	 Cette	 accumulation	 résulte	 d'un	 déséquilibre	 entre	

absorption,	 synthèse,	 exportation	 et	 oxydation	 des	 acides	 gras.	 La	 stéatose	 simple	 est	

une	 lésion	 réversible	 et	 asymptomatique	 longtemps	 considérée	 comme	 bénigne.	

Cependant,	il	est	maintenant	admis	qu'elle	peut	être	précurseur	de	la	NASH	(3).		

	

Nous	 avons	 déjà	 démontré	 à	 l'aide	 d'une	 analyse	 transcriptomique	 que	 les	 gènes	

impliqués	dans	les	processus	inflammatoires	étaient	déjà	surexprimés	chez	les	patients	

ayant	une	stéatose	dite	simple	(176).	Ce	résultat	était	également	concordant	avec	le	rôle	

toxique	de	certains	lipides	(177).	Plus	précisément,	il	a	été	rapporté	que	les	acides	gras	

saturés,	 les	 phospholipides	 présentaient	 des	 propriétés	 pro-inflammatoires	 et	 pro-

apoptotiques	(178).		

	

Ainsi,	nous	avons	formulé	l'hypothèse	que	la	progression	de	la	NAFLD	peut	être	liée	à	la	

composition	même	des	lipides.	Quelques	études	ont	porté	sur	une	analyse	lipidomique	

du	foie	humain	visant	à	identifier	les	lipides	de	la	NAFLD	(123,	179,	180).	Ces	études	ont	

révélé	 des	 altérations	 de	 l'homéostasie	 des	 triglycérides,	 du	 cholestérol,	 des	

phospholipides	 et	 des	 acides	 gras	 à	 longue	 chaîne	 (LCFA)	 dans	 la	NAFLD.	 Cependant,	

aucune	d'entre	elle	n'a	été	en	mesure	de	caractériser	une	signature	lipidique	spécifique	

de	 la	 NASH.	 Récemment,	 nous	 avons	 également	 utilisé	 une	 approche	 mathématique	

originale	pour	définir	une	signature	lipidique	de	la	NASH	dans	un	modèle	murin	(181).	
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L'objectif	principal	de	notre	étude	était	d'établir	une	signature	lipidique	de	la	NASH.	Les	

objectifs	 secondaires	 étaient	d'évaluer	 le	 rôle	 toxique	des	 lipides	 retrouvés	dans	 cette	

signature.	

	

	

	

3.1 L’article	
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Metabolism dysregulation 
induces a specific lipid signature 
of nonalcoholic steatohepatitis in 
patients
Franck Chiappini1,2,3, Audrey Coilly1,2,3,4,*, Hanane Kadar5,*, Philippe Gual6,7,8, Albert Tran6,7,8, 
Christophe Desterke9,10, Didier Samuel1,2,3,4, Jean-Charles Duclos-Vallée1,2,3,4, 
David Touboul5, Justine Bertrand-Michel11, Alain Brunelle5, Catherine Guettier1,2,3,12 & 
François Le Naour1,2,3,9,10

Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is a condition which can progress to cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. Markers for NASH diagnosis are still lacking. We performed a comprehensive lipidomic 
analysis on human liver biopsies including normal liver, nonalcoholic fatty liver and NASH. Random 
forests-based machine learning approach allowed characterizing a signature of 32 lipids discriminating 
NASH with 100% sensitivity and specificity. Furthermore, we validated this signature in an independent 
group of NASH patients. Then, metabolism dysregulations were investigated in both patients and 
murine models. Alterations of elongase and desaturase activities were observed along the fatty acid 
synthesis pathway. The decreased activity of the desaturase FADS1 appeared as a bottleneck, leading 
upstream to an accumulation of fatty acids and downstream to a deficiency of long-chain fatty acids 
resulting to impaired phospholipid synthesis. In NASH, mass spectrometry imaging on tissue section 
revealed the spreading into the hepatic parenchyma of selectively accumulated fatty acids. Such lipids 
constituted a highly toxic mixture to human hepatocytes. In conclusion, this study characterized 
a specific and sensitive lipid signature of NASH and positioned FADS1 as a significant player in 
accumulating toxic lipids during NASH progression.

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a pathological condition involving a broad spectrum of lesions rang-
ing from nonalcoholic fatty liver (NAFL) so-called steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH). It has been 
established that NASH may progress to hepatic fibrosis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma1,2. NAFLD is a 
systemic disease associated with obesity, insulin resistance, type 2 diabetes mellitus and metabolic syndrome3. 
In addition, NAFLD can also be found in non-obese individuals and its prevalence can range from 3.5% to 27% 
in lean individuals4. Therefore, the dramatic increased incidence of NAFLD makes it the most common cause of 
chronic liver diseases and a major public health problem worldwide5,6.

The hallmark of fatty liver disease is an intracellular accumulation of lipids, and particularly triglycerides, 
which causes the formation of lipid droplets in hepatocytes. This accumulation results from an imbalance between 
the uptake, synthesis, export and oxidation of fatty acids7. Fatty liver is a reversible and asymptomatic lesion that 
has long been considered as benign. However, it is now admitted that fatty liver is a precursor for steatohepatitis 
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defined by the presence of steatosis, ballooning of hepatocytes, Mallory’s bodies and lobular inflammation with 
infiltrated macrophages and leukocytes on liver histology8,9. In line with this assumption, we have demonstrated 
using transcriptomic analysis that genes involved in inflammatory processes were significantly up-regulated 
in patients with bland steatosis10 leading to the main idea that NAFL is not so benign11, and suggesting that 
lipids themselves may trigger inflammation. More precisely, it has been reported that some lipid species such 
as saturated fatty acids, phospholipids and disturbances in ceramide-signaling or cholesterol content exhibit 
pro-inflammatory and pro-apoptotic properties7,12–14. Therefore the progression of fatty liver to NASH may be 
related to the lipid composition. A few studies in human have focused on comprehensive hepatic lipidomic anal-
ysis in order to identify the lipids involved in NAFLD15–17. These studies revealed changes to the homeostasis of 
triglycerides, cholesterol, phospholipids and long-chain fatty acids (LCFA) in that context. However, none of 
these studies was able to characterize a specific lipid signature and mechanism for NASH. Therefore, identifying 
lipids with potential toxicity related to the progression of NASH is still an unmet need.

In this study, we have performed a comparative lipidomic analysis on human liver biopsies from patients with 
NAFL or NASH. We employed the unbiased mathematical approach that we recently implemented on animal 
models. Indeed, we have demonstrated that a random forests-based mathematical approach was enabled to char-
acterize hepatic lipid signature specific to NASH in murine models18. In patients with NASH, we showed here 
the universal hallmark of the lipid signature of NASH that was related to alterations of the metabolic pathway 
involved in the synthesis of LCFA and very long-chain fatty acids (VLCFA). Finally, we demonstrated that lipids 
selectively accumulated in the context of NASH constituted a mixture highly toxic to human hepatic cells.

Results
Lipidomic and machine learning analysis revealed a lipid signature of NAFLD. A quantitative 
lipidomic analysis was performed in order to identify lipids discriminating the pathological statuses of the liver. 
The study was realized on 61 liver biopsies including normal livers as controls (n =  7), nonalcoholic fatty livers 
(NAFL, n =  39) and nonalcoholic steatohepatitis (NASH, n =  15), from the same hospital (Hôpital Paul Brousse, 
Villejuif, France) (Table 1). Lipids were extracted from the liver tissue and further identified by gas phase or liquid 
phase chromatography coupled to mass spectrometry (GC/LC-MS). This led to the identification and quantifica-
tion of 104 lipid species such as cholesterol, cholesteryl esters (CE, n =  3), one diacylglycerol (DG), triglycerides 
(TG, n =  5), fatty acids (n =  21), ceramides (Cer, n =  4), phosphatidylcholines (PC, n =  18), phosphatidylethan-
olamines (PE, n =  16), phosphatidylinositols (PI, n =  14), phosphatidylserines (PS, n =  11) and sphingomyelins 
(SM, n =  11).

First, we sought to distinguish different grades of steatosis among the 39 liver biopsies from NAFL. Thus, 
in order to avoid any bias related to an imbalance and to assure a homogenous repartition of patients between 
NAFL groups, we employed the classification and regression trees (CART) analysis. Indeed, we have previously 

Control n = 7 NAFL1 n = 9 NAFL2 n = 12 NAFL3 n = 18 NASH_Lds n = 15 NASH_Vds n = 7
Gender F/M 5/2 6/3 6/6 4/14 10/5 7/0#

Age (years) 36.4 ±  5.2* 49.7 ±  5.7 60.1 ±  3.5 61.1 ±  3.6 54.7 ±  2.5 54.6 ±  3.9
BMI (kg/m2) 21.0 ±  1.0 22.1 ±  1.1 26.1 ±  1.3* 27.7 ±  0.8* 31.5 ±  1.6* 42.9 ±  1.8*†

Fasting glucose (mmol/L) 6.1 ±  0.4 6.9 ±  1.3 5.1 ±  0.3 6.1 ±  0.4 7.2 ±  0.6 5.1 ±  0.2
AST (normal range 
0–65 IU/L) 27.4 ±  2.5 18.5 ±  3.7 82.2 ±  52.1 29.2 ±  2.9 33.8 ±  3.1 35.4 ±  3.2

ALT (normal range 
0–65 IU/L) 29.6 ±  4.2 19.0 ±  3.6 59.4 ±  24.2 34.7 ±  4.9 40.6 ±  5.1 49.9 ±  5.3

γ-GT (IU/L) 106.0 ±  41.3 50.4 ±  6.3 193.1 ±  93.6 83.5 ±  22.6 129.2 ±  29.8 36.7 ±  6.5*†

Alkaline phosphatase 
(IU/L) 132.9 ±  42.8 87.8 ±  7.3 182.5 ±  68.0 91.0 ±  8.3 114.3 ±  25.7 69.9 ±  6.4

Total bilirubin (mgL) 14.3 ±  2.2 12.6 ±  2.4 11.6 ±  2.4 13.9 ±  1.8 10.4 ±  1.2 8.2 ±  1.7
Albumin (g/L) 37.4 ±  1.1 39.4 ±  0.9 38.5 ±  0.8 35.7 ±  0.8 37.8 ±  0.7 43.6 ±  1.4
Platelets (giga/L) 271.9 ±  40.5 252.6 ±  21.8 267.5 ±  32.6 224.2 ±  16.7 230.8 ±  26.3 279.0 ±  11.3
Steatosis grade (%) 0 15 ±  3 32 ±  8 53 ±  5 58 ±  6 81 ±  3
NAFLD activity score 
(NAS) 0.6 ±  0.2 1.3 ±  0.2 1.4 ±  0.2 2.5 ±  0.2 5.9 ±  0.2* 5.0 ±  0*

Fibrosis stage, 0/1a/1b/1c/2/3
n patients 5/2/0/0/0/0 6/2/1/0/0/0 7/3/1/0/1/0 5/6/5/0/2/0 0/6/3/1/3/2 0/5/1/1/0/0
(%), (71/19/0/0/0/0) (67/22/11/0/0/0) (59/25/8/0/8/0) (28/33/28/0/11/0) (0/40/20/7/20/13) (0/72/14/14/0/0)

Table 1.  Characteristics of the study population. All patients are Caucasian. Data are expressed as 
mean ±  SEM. The different groups were compared using ANOVA-test. *p <  0.05 versus Control (unpaired 
t-test); †p <  0.01 versus NASH_Lds (unpaired t-test). Genders repartition between the 5 groups of patients 
with p =  0.05317 and # between 6 groups of patients p =  0.008243 by Kruskal-Wallis rank sum test. ALT, 
alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; BMI, body mass index; F: female; γ -GT, gamma-
glutamyl transferase; m: male; NAFL, nonalcoholic fatty liver; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; NASH, 
nonalcoholic steatohepatitis. Control, NAFL1, NAFL2, NAFL3 and NASH_Lds groups of patients selected 
at Paul Brousse Hospital (Villejuif, France). NASH_Vds are patients from L’Archet Hospital (Nice, France). 
NASH_Lds: learning dataset cohort; NASH_Vds: validation dataset cohort.
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demonstrated by using this approach that the total amount of triglycerides (TG) allowed the unbiased dis-
crimination of the grade of steatosis19 much better than histological examination usually considered as the 
“gold standard”20. In the present study, CART approach led to individualize 3 groups of nonalcoholic fatty 
livers based on the total amount of TG, namely NAFL1 (41.7 <  TG <  220 nmol/mg of protein; n =  9), NAFL2 
(220 <  TG <  465.5 nmol/mg of protein; n =  12) and NAFL3 (TG >  465.5 nmol/mg of protein; n =  18) (see 
Supplemental Fig. S1). We confirmed whether the number of patients per group was suitable for further statistical 
analyses. We performed a statistical parametric test by multivariate analysis of variance (MANOVA) that showed 
a minimum number of 54 patients with an average of 9 patients per group. Our study groups that enrolled a total 
of 61 patients was in the upper range compared to other studies published in the field (Table 1)15,21–24.

Investigations were further conducted using a random forest-based machine learning approach. This unbiased 
statistical analysis allows comparing several groups -each exhibiting hundreds variables- thus leading to charac-
terize the predictor variables of a given status18,25. Studies were performed on the whole set of data corresponding 
to 104 variables from the 61 liver biopsies distributed in 5 groups including normal liver (n =  7), NAFL1 (n =  9), 
NAFL2 (n =  12), NAFL3 (n =  18) and NASH called “learning data set” (NASH_Lds, n =  15). After calculating the 
best number of randomly preselected splitting variables (mtry =  28, see Supplemental Fig. S2a), random forests 
analysis led to the characterization of a signature constituted by 32 lipids based on mean decreased accuracy 
(MDA) and mean decreased Giny (MDG) scores (Fig. 1a, see Supplemental Fig. S2b). Such a signature allowed 
discriminating the 5 groups from each other (Fig. 1b) and was associated to out-of-bag (OOB) estimate of error 
rate of 14.75% (see Supplemental Fig. S2b). Indeed, normal livers were distinguished from low level of steatosis 
NAFL1 along the first dimension that is related to the highest variance. The three groups NAFL1, NAFL2 and 
NAFL3 were well discriminated (Fig. 1b). Finally, the NASH_Lds patients appeared as a compact group onto the 
second dimensions of the plot that was completely separated from the other groups (Fig. 1b).

The study was further focused on the validation of the lipid signature of NASH. Additional liver biopsies from 
7 patients with NASH called “validation data set” (NASH_Vds) were obtained from another hospital (Hôpital 
L’Archet, Nice, France). The characteristics of the study groups were summarized in Table 1. Lipids were extracted 
from these biopsies followed by quantitative lipidomic analysis. Using the signature of the 32 lipids, the projection 
into the two dimensional plot of the validation group NASH_Vds was superimposed to NASH_Lds (Fig. 1c). 
Furthermore, receiver operating characteristic (ROC) curve demonstrated that the overall signature of 32 lipids 
was able to discriminate NASH_Lds (Fig. 1d, see Supplemental_Excel_File_S1) as well as NASH_Vds (Fig. 1e, see 
Supplemental_Excel_File_S2) from other groups of patients with 100% sensitivity and specificity (Fig. 1d and e).

Among the 32 discriminant lipids, 9 lipids were significantly decreased in NASH, mainly ceramides and phos-
pholipids. On the other hand, 23 lipids exhibited a significant increase in NAFL and/or NASH, including 6 fatty 
acids, 2 cholesteryl esters, 1 diglyceride, 5 triglycerides and 9 phospholipids (Fig. 2).

Altogether, these results demonstrated that the random forests mathematical approach allowed characterizing 
a lipid signature of the grades of fatty liver diseases discriminating NASH patients with 100% accuracy.

Lipid signature of NASH was related to dysregulations along fatty acid synthesis path-
way. The metabolic pathways deregulated in NASH were investigated. Interestingly, the 6 fatty acids increased 
in NASH (C14:0, C16:0, C16:1n-7, C18:1n-7, C18:1n-9 and C18:2n-6) belong to the LCFA synthesis pathway 
(Fig. 3). Thus, investigations were performed on the activity of the enzymes along this metabolic pathway involv-
ing elongases and desaturases. The activity of each enzyme was estimated by measuring the ratio between its 
product and substrate26 based on our lipidomic analysis.

First, we focused on the two main elongases named ELOVL (elongation of very long chain fatty acids), 
ELOVL5 and ELOVL6. ELOVL5 activity was significantly increased (Fig. 4a, Supplemental Fig. S3a), whereas 
ELOVL6 activity was significantly decreased (Fig. 4b). ELOVL6 is involved in the elongation of lauric 
acid (C12:0) to stearic acid (C18:0) (Fig. 3). The decrease of ELOVL6 activity in NASH was consistent with 
the marked increase in LCFA in NASH culminating with the accumulation of myristic acid (C14:0) (Fig. 2). 
Investigations were further performed on the activity of the desaturases fatty acid desaturase 1 (FADS1), FADS2 
and steroyl-CoA desaturase 1 (SCD1). FADS2 and SCD1 activities were increased in accordance with the 
increase of monounsaturated (C16:1n-7 and C18:1n-9) and polyunsaturated (C18:2n-6) fatty acids in NASH 
(Fig. 4c and d, Supplemental Fig. S3b and c). In contrast, a significant decrease in FADS1 activity was observed 
in NASH (Fig. 4e). Furthermore, the estimation of amount of substrate and product on multiple steps suggested 
that ELOVL6 and FADS1 were limiting enzymes along the metabolic pathway. Indeed, the decreased activ-
ity of these two enzymes was driving the global activity of the pathway significantly down in NASH patients 
(Supplemental Fig. S3d–h). Accordingly, this led to a significant increase in n-6 to n-3 ratio and significant 
decrease n-3 index in NASH patients (Fig. 3, Supplemental Fig. S3i), which are both markers of inflammatory 
process during NASH progression.

The decrease in FADS1 desaturase activity in NASH may constitute a bottleneck leading to the accumula-
tion of fatty acids upstream. As a consequence, the synthesis of lipids downstream of this enzyme such as the 
eicosanoid precursors (arachidonic acid (C20:4n-6), eicosapentaenoic acid (C20:5n-3) and docosahexaenoic acid 
(C22:6n-3)) exhibited a significant decrease in livers of NASH compared to controls (Fig. 5a). It should be noted 
that eicosanoid precursors are involved in the synthesis of phospholipids. Therefore, the deficiency in the syn-
thesis of polyunsaturated LCFA has to produce a global decrease in phospholipids that was observed in NASH 
patients (Fig. 5b).

To determine if changes in desaturase and elongase activities were related with their expression levels, liver 
mRNA gene expressions of ELOVL5, ELOVL6, FADS1, FADS2 and SCD1 were investigated by RT-Q-PCR on 
NASH compared to normal livers and NAFL matched NASH patients. To avoid any variations of mRNA gene 
expression levels due to the age, gender, BMI and steatosis grade (i.e. the amount of lipid content), patients 
from NAFL2 group were matched to NASH patients (Fig. 2 and see Supplemental Fig. S4). We first verified 
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Figure 1. Selected lipids using random forests analysis discriminate NASH patients. (a) Data are 
represented as a bar plot of a matrix with 104 lipids (column) analyzed by mass spectrometry and ordered based 
on their variable of importance score. The threshold in the x-axis is calculated as the absolute value of the less 
abundant lipid represented as vertical red dot line. Discriminant lipids (n =  32) are those over the horizontal red 
dot line. Random forests analysis was run with the 5 groups of patients. (b) Multidimensional scaling plot 
discriminating NASH_Lds group from Control, NAFL1, NAFL2 and NAFL3 groups based on random forests 
results. (c) Principal component analysis based on the 32 lipids identified discriminating specifically NASH 
patients (NASH_Lds). Lines are the ellipses centered to the mean (colored squares) representing 95% interval 
confidence, and p the probability associated with the F- test of the analysis of variance along the axes. ROC 
curves based on the 32 lipids combined comparing (d) NAFLD groups of patients (i.e. 
Control +  NAFL1 +  NAFL +  NAFL3) and NASH group (NASH_Lds) from Paul Brousse Hospital, and (e) 
NASH group (NASH_Vds) from L’Archet Nice Hospital and analyzed with Youden’s test. •  Control n =  7;  
NAFL1 n =  9;  NAFL2 n =  12;  NAFL3 n =  18;  NASH_Lds n =  15,  NASH_Vds n =  7. AUC: Area 
under the curve; CE: cholesteryl ester; Cer: Ceramides; DG: diacylglycerols; NAFL: nonalcoholic fatty liver; 
NASH: nonalcoholic steatohepatitis; PC: Phosphatidylcholines; PE: Phosphatidylethanolamines; PI: 
Phosphatidylinositols; PS: Phosphatidylserines; PV: predictive value; SM: Sphingomyelins, TG: triglycerides.
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Figure 2. Hepatic levels of the 32 lipids discriminating NASH group based on random forests analysis. 
Data are represented as boxplot. *p <  0.05, by unpaired t-test compared to Control, NAFL1, NAFL2 and NAFL3 
groups. +p <  0.05 by unpaired t-test compared to Control, NAFL1 and NAFL2 groups. §p <  0.05 by unpaired  
t-test compared to Control group. Unpaired t-test was done after ANOVA test. ■  Control n =  7;  NAFL1 
n =  9;  NAFL2 n =  12;  NAFL3 n =  18;  NASH_Lds n =  15;  NASH_Vds n =  7. NAFL: nonalcoholic 
fatty liver; NASH: nonalcoholic steatohepatitis; NASH_Lds: learning dataset; NASH_Vds: validation dataset.
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that the lipid signature in these subgroups of patients was identical to the whole group of patients (Fig. 2 and 
Supplemental Fig. S4, respectively). ELOVL5 mRNA expression was slightly but significantly increased in NASH 
compared to NAFL2 group (Supplemental Fig. S5a) whereas ELOVL6 mRNA liver expression was significantly 
decreased in NASH patients (Supplemental Fig. S5b), consistent with low enzyme activity observed in NASH. The 
gene expression of FADS2 and SCD1 were significantly increased in NASH patients (Supplemental Fig. S5c and 
d) according to the enzyme activities observed. Regarding FADS1, liver mRNA gene expression level was similar 
in NASH compared to control group and only a slight decrease was observed in NASH compared to NAFL2 
group (Supplemental Fig. S5e). Studies were further focused on genes related to de novo fatty acids synthesis 
such as sterol regulatory element-binding proteins 1c (SREBP1c), fatty acid synthase (FASN) and acetyl-CoA 
carboxylase 1 (ACC1) (Fig. 3). As previously reported in human livers27–33, SREBP1c expression was significantly 
decreased in NAFL patients compared to control whereas it was increased in NASH patients compared to NAFL2 
(Supplemental Fig. S5f). Interestingly, FASN and ACC1 gene expression levels were significantly decreased in 

Figure 3. Scheme of short-, long- and very long-chain fatty acid biosynthesis leading to membrane 
phospholipids synthesis. The long chain saturated fatty acids and unsaturated fatty acids of the n-3, n-6, n-7 
and n-9 series can be synthesized from myristic acid (C14:0) and palmitic acid (C16:0) produced by ACC and 
FASN. Long-chain fatty acids of the n-6 and n-3 series can also be synthesized from precursors obtained from 
dietary precursors to elongation (ELOVL) and desaturation (FADS) steps as indicated in these pathways. Lipids 
in red and in green are those found “up” and “down” in our analysis, respectively. Increase in enzyme activities 
is framed in red whereas a decrease is framed in green. ACC: acetyl-CoA carboxylase; ELOVL: elongase of very 
long chain fatty acid; FASN: fatty acid synthase; FADS: fatty acid desaturase; SCD: stearoyl-CoA desaturase.
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Figure 4. Decrease in ELOVL 6 and FADS1 activities in NASH patients and mouse feeding a methionine-
choline deficient diet. In order to evaluate enzyme activities, ratio between product to precursor of each 
reaction has been used in human groups (left panel) and mouse models (right panel). (a) Evaluation of ELOVL5 
activity using C20:2n-6 to C18:2n-6 ratio, (b) ELOVL6 activity using C18:0 to C16:0 ratio, (c) FADS2 activity 
using C18:3n-3 to C18:2n-6 ratio, (d) SCD1 activity using C16:1 to C16:0 ratio and (e) FADS1 activity using 
C20:4n-6 to C20:3n-6 ratio. Data are shown as mean ±  SEM. *p <  0.05 by unpaired t-test compared to each 
other groups. + < 0.05 by unpaired t-test compared to Control and §p <  0.05 by unpaired t-test compared to 
Control. NAFL1 and NAFL2 after ANOVA analysis. Control patients n =  7; NAFL1 n =  9; NAFL2 n =  12; 
NAFL3 n =  18; NASH_Lds n =  15; NASH_Vds n =  7. Control mice n =  10; HFD n =  5; MCDD n =  5.
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NAFL group but significantly increased in NASH, suggesting that de novo fatty acid synthesis may contribute to 
LCFA accumulation in NASH (Supplemental Fig. S5g and h).

Altogether, these results highlighted the major dysregulation of fatty acid synthesis pathway in NASH. 
Changes in lipid composition in NASH resulted of the additional effect of increase in de novo short-chain fatty 
acids synthesis and in FADS2 and SCD1 activities associated to a decrease in ELOVL6 and FADS1 activities. 
These results also positioned FADS1 as a bottleneck leading upstream to the accumulation of LCFA, and down-
stream to the deficiency in VLCFA and thus in phospholipids synthesis.

Dysregulations along fatty acid synthesis pathway were confirmed in animal models. The met-
abolic features observed in human were investigated using animal models. NAFL and NASH can be induced in 
mice by using specific high-fat diet (HFD) and methionine-choline deficient diet (MCDD), respectively14,34–38. We 
exploited the lipidomic analysis of these mouse models that we published recently18 to confirm the data observed 
in patients. Interestingly, Elovl5, Fads2 and Scd1 activities were also increased in MCDD mice (Fig. 4a,c and d, 
respectively). In contrast, Elovl6 and Fads1 activities were decreased (Fig. 4b and e, respectively). The amount of 
lipids synthesized downstream Fads1 such as arachidonic acid (C20:4n-6), eicosapentaenoic acid (C20:5n-3) and 
docosahexaenoic acid (C22:6n-3) were dramatically decreased in livers of mice fed MCDD (Fig. 5a).

These observations demonstrated the common metabolic dysregulation along the fatty acid synthesis pathway 
in both human patients and animal models, leading to the development of NASH.

Figure 5. Decrease in eicosanoid precursors in NASH. Hepatic levels of (a) arachidonic acid (C20:4n-6), 
eicosapentanoic acid (C20:5n-3), and docosahexaenoic acid (C22:6n-3) in the patients studied (upper panel) 
and mouse models (lower panel). (b) Total phospholipids in each group of patients. Data are means ±  SEM. 
*p <  0.05, by unpaired t-test compared to Control group and †p <  0.05, by unpaired t-test compared to NAFL 
groups after ANOVA analysis. Control n =  7; NAFL1 n =  9; NAFL2 n =  12; NAFL3 n =  18; NASH_Lds n =  15; 
NASH_Vds n =  7 and Control n =  10; HFD n =  5; MCDD n =  5.
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Mass spectrometry imaging on tissue section revealed spreading of lipids in NASH. A major 
feature of NASH revealed by our lipidomic analysis was the failure in total phospholipids (Fig. 5). The low 
amount of phospholipids may impact cellular membranes in which phospholipids are important components. 
Furthermore, it has been reported that the ratio between phosphatidylcholine (PC) and phosphatidylethanola-
mine (PE) can be used as a surrogate to assess cell membrane integrity39. Investigations were performed in both 
humans and mouse model thus demonstrating a significant decrease of the PC to PE ratio in NASH (Fig. 6a). 
These data suggested cell membrane impairments leading to a possible spreading of hepatocyte content into 
hepatic parenchyma. In order to address the distribution of lipids in the liver tissue, experiments were performed 
using time-of-flight-secondary ion mass spectrometry (ToF-SIMS) imaging. This approach allows investigating 
the lipid composition at the subcellular level. By rastering a tissue section, the distribution of lipids can be visual-
ized. Mass spectrometry imaging using ToF-SIMS was performed on tissue sections from patients with NAFLD. 
The distribution of fatty acids C14:0 as well as C16:0, C18:0, C16:1, C18:1, C18:2 and C20:4 to consolidate data 
(data not shown) were addressed. The distribution of diacylglycerols (DAG) corresponding mostly to the frag-
mentation of triglycerides under mass spectrometry analysis was also addressed. In NAFL patients, lipids were 
accumulated into lipid droplets (Fig. 6b and c). In patients with NASH, the lipids were also accumulated into lipid 
droplets but an important diffusion was observed into hepatic parenchyma (Fig. 6b and c). It should be noted 
that the comparison in the lipid repartition between NAFL and NASH was performed from images exhibiting 
similar amount of the lipid species studied as attested by the total count (TC) values (TCNAFL3 =  2.25 ×  105 vs 
TCNASH =  2.37 ×  105), thus strengthening a real difference in terms of distribution.

These results suggested a disruption of cell membrane integrity in NASH, most likely due to a defect in phos-
pholipids, leading to a leak and spreading hepatocyte content out into the parenchyma.

Specific mixture of lipids accumulated in NASH exhibited higher toxicity on hepatocytes. The 
toxicity of the lipids identified in NASH was addressed. Studies were focused on 5 fatty acids accumulated in 
NASH and available for cell culture. Toxicity of myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid 
(C16:1n-7), vaccenic acid (C18:1n-7) and oleic acid (C18:1n-9) were investigated in cell culture on HepG2 cells 
and human primary hepatocytes (HPH). Lipotoxicity was first addressed for each individual lipid at various con-
centrations (50, 100, 250, 500 and 1000 µ M). HepG2 cell line and HPH showed different sensitivities to lipids most 
likely due to differences in the lipid metabolism of such cells40. Moreover, the 5 lipids at the highest concentration 
exhibited toxicity on both HepG2 cells and HPH by triggering 25% to 90% cell death (Supplemental Fig. S7a 
and b). Toxicity of combined lipids was further investigated. Three mixes corresponding to the composition and 
proportion of the 5 fatty acids into the normal liver, NAFL2/3 and NASH were composed based on the mean 
concentrations obtained from our lipidomic analysis, respectively (Table 2). HepG2 cells and HPH were incu-
bated with such mixes at the same final concentrations from 50 µ M to 1000 µ M. Interestingly, NASH mix was 
significantly more toxic on both hepatic cells. Furthermore, lipotoxicity of the NASH mix was also observed at 
low concentration (Fig. 6d and e).

These results demonstrated the potent toxicity of the specific mixture of lipids accumulated in NASH.

Discussion
The aim of this study was to characterize lipid markers specific to all patients with NASH independently of 
patient’s background such as mild (between 30 and 35 kg/m2), severe (between 35 and 40 kg/m2) or morbid 
(> 40 kg/m2) obesity associated or not with type II diabetes assessed by the homeostasis model assessment of 
insulino-resistance (“low-HOMA-IR” or “High-HOMA-IR”), and/or a metabolic syndrome. In order to find uni-
versal lipid markers for the NASH, we intentionally not focused in patients’ medications or systemic complica-
tions such as type II diabetes and insulin-resistance as well as their polymorphisms or even gender. Difference in 
female gender distribution between groups of patients was not linked to the progression of the steatohepatitis but 
due to the selection between both hospitals due to their specificities (i.e. liver diseases and liver transplantation 
vs bariatric surgery). Also, the role between genders and steatohepatitis progression is not elucidated yet8,41,42.

Here, we used an innovative unbiased random forests-machine learning statistical analysis25 that was never 
used before to find biomarkers in patients. This approach allowed not being dependent of the size of the patient 
cohort which is usually a limiting factor when analyzing multiple groups of patients involving hundreds of varia-
bles using conventional statistical methods (e.g. ANOVA, MANOVA).

For the first time, this study established a lipid signature of nonalcoholic steatohepatitis based on the quanti-
fication of 32 lipids. Such complex signature highlighted the major interest of combining a global approach such 
as lipidomic with an unbiased RF analysis. Indeed, none of the lipids identified allowed by itself the discrim-
ination of NAFL or NASH, but in contrast the overall lipid signature allowed discriminating between control 
patients, NAFL groups and NASH patients. The robustness of the lipid signature of NASH was underlined by 
100% specificity and 100% sensitivity on samples from two independent hospital centers. Indeed, using two inde-
pendent groups of patients with NASH from these hospitals emphasizes the sturdiness and the universality of the 
lipid signature of NASH. Moreover, the main difficulty for a pathologist is to discriminate between steatosis and 
steatohepatitis, especially before the inflammation and hepatocyte degenerations appeared (i.e. ballooning and 
Mallory’s hyaline bodies). Therefore, this specific lipid signature is able to discriminate between both steatosis 
and steatohepatitis.

Dysregulations of the metabolic pathway involved in synthesis of fatty acids were highlighted in NASH. The 
major impact of alterations in this metabolic pathway was reinforced by the similar biochemical features (i.e. 
dysregulation of enzyme activities) observed in both human and animal models for this pathology, strengthening 
the idea that these alterations are universal in NASH. Indeed, we used animal models that developed fatty liver 
when fed on high fat diet or NASH when fed on methionine choline deficient diet. It should be noted that MCDD 
mouse model is the most well-known and used model to study NASH18,21,34–37,43. A short period of 5 weeks is 
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Figure 6. Membrane integrity is disrupted in NASH patients and mice leading to release of lipids in 
parenchyma. (a) Phosphatidylcholine (PC) to phosphatidylethanolamine (PE) ratio in the patients studied 
(left panel) and mouse models (right panel). (b) Myristic acid (C14:0) and (c) sum of all diacylglycerols (DG) 
liver contents in NAFL3 and NASH patients. Both selected patches regarding myristic acid were matched 
according to the total count (TC). Each patch is representative of the 6–12 patches recorded from central vein 
to portal triad. Between 2 to 3 slices per sample were processed. Color scale bar with amplitude in number 
of counts are indicated to the right of each image. Field of view of 500 µ m ×  500 µ m. Scale bars: 100 µ m. Data 
are means ±  SEM. *p <  0.05 by unpaired t-test compared to Control group and †p <  0.05 by unpaired t-test 
compared to NAFL groups after ANOVA analysis. Control n =  7; NAFL1 n =  9; NAFL2 n =  12; NAFL3 n =  18; 
NASH_Lds n =  15, NASH_Vds n =  7 and Control n =  20; HFD n =  5; MCDD n =  5 mouse males. (d) HepG2 
cell and (e) human primary hepatocytes treated with lipid mixes at different concentrations. Cells are treated 
in triplicate during 24 h with 50. 100. 250. 500 and 1000 µ M final concentration of lipids with lipid mixes 
(Control Mix. NAFLD Mix. NASH Mix) based on the percentage of C14:0, C16:0, C16:1n-7, C18:1n-7, and 
C18:1n-9 found in liver tissues of control. NAFL2/3 and NASH patients. Two independent experiments were 
done. Data are mean ±  SEM. +p <  0.05 by unpaired t-test compared to Control Mix and NAFL Mix at the same 
concentrations after ANOVA test.
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enough to develop NASH. Thus, the murine models led to control the environment and to confirm the observa-
tions found in humans. Most of the time when NASH is diagnosed in human patients, the disease is already pro-
gressing and therefore the main underlying mechanism is blunt by subsequent modifications during the chronic 
phase. Finally, using mouse models permitted to control food and obesity and demonstrated that the decreased 
in FADS1 activity in mice fed MCDD and human patients with NASH is not dependent of diet and obesity as 
demonstrated also by others44.

The concomitant increase of saturated and unsaturated LCFA with the significant decrease of polyunsaturated 
VLCFA resulted from the decreased activity of FADS1. Impairment of FADS1 activity has created a bottleneck 
leading to the accumulation upstream of fatty acids up to 20 carbons as also described before45, but interest-
ingly in our study we found it associated to the NASH. This phenomenon was accentuated by an increase in 
de novo fatty acids synthesis as demonstrated by the increase in mRNA expression levels of ACC1 and FASN. 
Furthermore, decreased expression and activity of ELOVL6 contributed also to the marked increase of LCFA cul-
minating in NASH with the accumulation of myristic acid (C14:0). Recently, it has been demonstrated that fatty 
acid metabolism was altered in NASH independent of obesity and diet44. Expression and activities of FADS1 (also 
called delta-5 desaturase, D5D), FADS2 (also called delta-6 desaturase, D6D) and SCD1 were dysregulated. Lower 
activity of FADS1/D5D was observed44 in NASH groups and was independent of diet and obesity as we demon-
strated in our study in both patients and murine models. In addition, FADS2 and SCD1 mRNA liver expression 
were significantly increased in NASH group according to our observations and by others44. On the other hand, a 
consequence of the impaired expression and activity of FADS1 was the extremely low amount of polyunsaturated 
LCFA added to the hepatic imbalance between n-6 and n-3 levels. Indeed, our results demonstrated that n-6 to 
n-3 ratio was significantly increased, associated with a significant decrease in n-3 index in livers of both patients 
with NASH and MCDD mice, according to recent studies26,45–47. Such metabolic alterations may generate broad 
effects since LCFA represent substrates for the synthesis of eicosanoids and phospholipids, thus impacting the 
properties of membranes. LCFA also serve as substrate precursors for the biosynthesis of lipid signaling molecules 
with pro-inflammatory properties48–50. Therefore, the current study strengthened the central role of FADS1 in 
lipid homeostasis and positioned this desaturase as a major player in NASH45.

Thus, due to the impairment in FADS1 activity, the deficiency in phospholipid synthesis can damage the 
cellular membranes in which phospholipids are major components. Indeed, half of the phospholipids from the 
signature were significantly down in NASH patients Furthermore, we have shown that a surrogate of membrane 
integrity the PC to PE ratio was significantly decreased in patients with NASH39 and could lead to necrosis of 
hepatocytes51,52. Next, we demonstrated that indeed membrane integrity was altered in the liver tissues with 
NASH. Therein, mass spectrometry imaging using ToF-SIMS imaging revealed lipid spreading in the hepatic 
parenchyma in NASH whereas lipids were mostly located in vesicles in NAFL. Such a spreading may result of 
loss of membrane integrity of hepatocytes in the context of NASH. Therefore, our study showed a potent loss of 
membrane integrity in NASH leading to a potent toxicity of the lipids released in the hepatic parenchyma, thus 
favoring the progression of the pathology.

By using an original approach combining the five fatty acids from the signature, toxicity of lipids accumu-
lated in NASH was demonstrated on the human hepatoma cell line HepG2 and HPH. Although each of the five 
fatty acids studied showed toxicity individually12,13,51, the combination corresponding to the lipid composition 
observed in NASH based on our lipidomic analysis exhibited a much higher toxicity compared to those combi-
nation related to the composition observed in normal liver or NAFL. Our results suggested that lipotoxicity was 
not only related to the amount of lipids but also to their specific composition and proportion. It should be noted 
that the range of concentration tested from 50 µ M to 1000 µ M were lower than the concentration of these lipids 
estimated by lipidomics in the liver. This strengthened the idea that these five lipids at least could be highly toxic 
when in contact with neighboring hepatocytes.

In conclusion, we clearly characterized a specific and sensitive lipid signature, universal for all patients with 
NASH. This study highlighted dysregulations of the metabolic pathway involved in the synthesis of fatty acids 
and eicosanoid precursors. In particular, our study positioned ELOVL6 and FADS1 as major players in the pro-
gression to NASH. Finally, the current study suggested also a direct role of lipids accumulated in NASH in the 
progression of the pathology by their toxicity. This opens new avenues for further development of early diagnosis 
and therapeutic approaches.

Patients Myristic acid Palmitic acid Palmitoleic acid Vaccenic acid Oleic acid Total

FA concentration* in human livers 
expressed in nmol/mg of proteins

Control 0 138.04 10.54 14.32 52.52 215.41
NAFL2 + 3 14.24 558.87 56.37 35.87 393.44 1058.81

NASH 56.95 1044.95 180.52 70.89 976.53 2329.34

Percentage of FA in liver tissues
Control 0 64 5 24 7 100

NAFL2 + 3 1.5 53 5.5 3 37 100
NASH 2.5 45 7.5 3 42 100

Table 2.  Concentrations and proportions of the 5 discriminant fatty acids in human livers. FA: fatty acid; 
NAFL: nonalcoholic fatty liver; NASH: nonalcoholic steatohepatitis. *Mean of each lipid assessed by lipidomic 
analysis found in each group of patients: Control (n =  7), NAFL 2 and NAFL3 (n =  30), NASH (n =  22).
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Materials and Methods
Study Cohort. A total of 68 patients were enrolled in this study selected from two hospital centers (Paul 
Brousse Hospital, n =  61 and L’Archet Hospital, n =  7). A pathologist expert (CG) reviewed all liver biopsies. 
Seven patients had a normal liver forming the control group (hepatic steatosis < 5%). Fifty four patients have 
been recorded as affected with NAFLD. To differentiate NAFL and NASH, a histological discrimination was 
made based on a separate system of scoring the features of NAFLD called the NAFLD Activity Score (NAS)8. 
By definition, a NAS <  5 represents NAFL and a NAS ≥  5 represents NASH8,42. Clinical and biological data on 
general status, metabolic syndrome and liver function were retrospectively recorded. Exclusion criteria were liver 
diseases such as viral hepatitis B, viral hepatitis C, primary biliary cirrhosis, sclerosing cholangitis, autoimmune 
hepatitis, hemochromatosis, Wilson’s disease, α 1-antitrypsin deficiency, drug-induced liver disease and alcohol 
consumption more than 20 g/day for women and 30 g/day for men. The institutional review board of each hospital 
(Paul Brousse Hospital through Centre des ressources biologiques Paris-Sud and L’ Archet Hospital) approved the 
study and written informed consent was obtained from all patients. Access to this material and all experiments 
were performed in accordance with the relevant guidelines and regulation of the French ethical laws.

Animal Models. Male C57Bl/6J mice were fed on chow diet, HFD and MCDD. Mice fed a HFD and 
MCDD developed NAFL and NASH, respectively as described in our previous publication18. A total of 20 ani-
mals underwent chow diet (n =  10, Teklad Rodent Diet no. 5053; 5% kcal from fat; 3.1 kcal/g), HFD (n =  5; 15 
weeks on diet, Research Diet D12492i; 60% kcal from fat; 5.24 kcal/g) and MCD diet (n =  5; 5 weeks on diet, 
TekladRef# TD.90262). Mice were housed at room temperature (22–24 °C) with a 12-hour light/12-hour dark 
cycle. Food and water were provided ad libitum. Animal protocols were accepted by the Institutional Animal 
Care and Use Committee in Main (Jackson Laboratories) and by the “Comité d’Ethique pour l’Expérimentation 
Animale” registered to the “Comité National de Réflexion Ethique sur l’Expérimentation Animale 05” (Protocol 
# Ce5/2012/075). All experiments were performed in accordance with the relevant guidelines and regulation of 
each country.

Real-time quantitative PCR of genes involved in lipid metabolism. Total RNA was extracted 
from frozen liver biopsies using RNA-STAT 60 reagent (AMS Biotechnology Europe LTD). Quantity and qual-
ity of RNA were assessed using NanoDrop®-ND1000 (Thermo Scientific). cDNAs were generated by using the 
RivertAid® First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific), and Syber Green from FastStart Essential DNA 
Green Master mixes (Roche, Life Science) were used to quantify hepatic mRNA levels with specific primers of 
each gene described in Supplemental Table S1.

Q-RT-PCR was performed using LightCycler® 96 Instrument (Roche, Life Science). Gene expression lev-
els were normalized to actin RNA levels and data analyzed with LightCycler®  96 SW 1.1 software (Roche, Life 
Science). For each sample, the gene to actin ratio was calculated based on an arbitrary value of copies determined 
by the standard curve for each gene, as previously described53.

Activity indexes of desaturases and elongases. As standard method to evaluate fatty acid-synthetizing 
enzyme activities, assay measurement of the rate of radiolabeled precursor FA to their respective products 
is used in vitro and in vivo, but for practical and ethical reasons is not possible in human studies. Therefore 
product-to-precursor ratio as surrogate measure to estimate desaturase and elongase activities is assessed in this 
study as it has been extensively used in different other studies before17,21,26,54,55. Using the comprehensive lipid 
analysis by mass spectrometry data from human and mouse livers we assessed activity indexes of desaturases and 
elongases belonging to the long chain and very long chain saturated, monounsaturated and polyunsaturated of 
fatty acid synthesis pathway as summarized in Fig. 3.

Isolation and primary culture of human hepatocytes. Normal liver tissue was obtained from adult 
patients undergoing partial hepatectomy at Saint Antoine Hospital (generous gift from Dr. Filomena Conti and Pr. 
Yvon Calmus, Paris, France). The first donor was a 63 years old woman treated for liver metastasis for colorectal 
adenocarcinoma. The second donor was a 36 years old female treated for hepatocellular carcinoma developed on 
normal liver. The third patient is a 65 years old man treated for liver metastasis of pancreatic cancer. Experimental 
procedures were performed in accordance with French laws and regulations. Human primary hepatocytes isola-
tion was made based on previous protocol56,57. Briefly, immediately after hepatectomy liver resection specimen 
was stored in Celsior solution (IMTIX-SangStat), followed by a 2-steps perfusion method, less than 3 h after 
resection. Visible vessels were first perfused with Liver Perfusion Medium (Invitrogen) at 37 °C to eliminate blood 
cells. A second perfusion then was performed with collagenase- and dispase-containing Liver Digest Medium 
(Invitrogen) at 37 °C, at constant flow rate until the tissue was fully digested. Liver fragments were shaken gently 
in Hepatocyte Wash Medium (Invitrogen) to free loose cells, and then were filtered before centrifugation. The 
fibroblast- and Küpffer cell–containing supernatant was discarded, and hepatocytes were washed a second time 
before assessing viability by trypan blue dye exclusion. Cells were re-suspended in complete hepatocyte medium 
and seeded at a density of 5 ×  105 viable cells per well onto 96-well plates that had been pre-coated with a solution 
type I collagen from calf skin between 1 and 10 hours before plaiting cells. The medium was replaced 16–20 hours 
later with fresh complete hepatocyte medium supplemented with 1 mol/L hydrocortisone hemi-succinate 56,57 
and 100 units/mL penicillin, and 100 g/mL streptomycin56,57. All cell cultures were maintained at 37 °C in a 5% 
CO2 atmosphere.

Cell culture. HepG2 cells, derived from differentiated human hepatoblastoma51, were obtained from ATCC 
(Manassas, VA). Cells were cultured in DMEM containing 10% (v/v) FBS, 100 units/mL penicillin, and 100 g/mL 
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streptomycin. The medium was changed 12 h before treatment. All cell cultures were maintained at 37 °C in a 5% 
CO2 atmosphere.

Lipids preparation for treatments. Myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid 
(C16:1n-7), vaccenic acid (C18:1n-7) and oleic acid (C18:1n-9) were all obtained from Sigma (Ref# M3128, 
43051, S4751, P9417, V0384, O1257, respectively). Fatty acids were dissolved in absolute ethanol at a concentra-
tion of 40 mM stock solutions, sonicated 15 min and then warmed at 70 °C for 15 min, for complete dissolution. 
FA solutions were filtered through a 0.22 µ m filter before use and stored at − 20 °C. Then, FA were dissolved in 
bovine serum albumin (10% BSA, Sigma) at the final ratio 1/10 (v/v) in William’s E plus Glutamax™  medium or 
in OptiMEM™  (Gybco, Invitrogen) and warmed again at 55 °C for 10 min before use58. The final concentration 
of ethanol did not exceed 1%. Myristic acid (C14:0), palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0) palmitoleic acid 
(C16:1n-7), vaccenic acid (C18:1n-7) and oleic acid (C18:1n-9) were diluted individually or mixed in bovine 
serum albumin and ethanol to obtain 50, 100, 250, 500 and 1000 µ M at the final concentration. Three mixtures 
so-called Control, NAFL2/3 and NASH were prepared based on the percentage of myristic acid, palmitic acid, 
palmitoleic acid, vaccenic acid and oleic acid found in liver of patients (Table 2). HepG2 cells or human primary 
hepatocytes (HPH) were treated with each lipid individually or with the lipid mix during 24 h. Lipotoxicity was 
assessed by the content of total ATP into the cells (CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, Promega, 
France).

Lipid Profiling by Mass Spectrometry Analysis. Liver biopsies (5–10 mg) were homogenized in 2 ml of 
methanol/EGTA (2:1 v/v) with FAST-PREP (MP Biochemicals) tissue lyser for further lipid analyses. Also, the 
equivalent of 0.5 mg of tissues was evaporated. The dry pellets were dissolved in 0.25 ml of NaOH (0.1 M) over-
night and proteins were measured with the Bio-Rad assay. The quantification of the lipids is expressed in nmol/mg  
of total proteins.

Briefly, lipids were extracted from liver tissues according to Bligh and Dyer59 in dichloromethane/methanol/
water (2.5:2.5:2.1, v/v/v), in the presence of the internal standards (stigmasterol, cholesteryl heptadecanoate, 
glyceryl trinonadecanoate) to quantify neutral lipids. Dichloromethane phase were evaporated to dryness, and 
the residue dissolved in 20 µ l of ethyl acetate. 1 µ l of the lipid extract was analyzed by gas-liquid chromatography 
on a FOCUS Thermo Electron system using a Zebron-1 Phenomenex fused silica capillary columns coupled to 
mass spectrometry according to previous publication60.

Phospholipids for relative quantification were extracted as neutral lipids but with 2% acetic acid in the pres-
ence of the internals standards (Cer(d18:1/15:0) 16 ng; PE(12:0/12:0) 180 ng; PC(13:0/13:0) 16 ng; SM(d18:1/12:0) 
16 ng; PI(16:0/17:0) 30 ng; PS(12:0/12:0) 156.25 ng). After centrifugation the organic phase was collected and 
dried under azote, then dissolved in 50 µ L of methanol. Lipids were separated using a Kinetex HILIC column with 
a mobile phase A of acetonitrile and B with 10 mM ammonium formate in water at pH 3.2 following a gradient 
and the injection volume was 5 µ L. Sample solutions were analyzed using an Agilent 1290 UPLC system coupled 
to a G6460 triple quadrupole mass spectrometer (Agilent Technologies) and using MassHunter software (Agilent 
Technologies) for data acquisition and analysis. Data were treated using QqQ Quantitative (version B.05.00) and 
Qualitative analysis software (version B.04.00).

For Fatty Acid Methyl Ester (FAME) analysis, homogenate were extracted as neutral lipids in the presence of 
the internal standards glyceryl triheptadecanoate (2 µ g) and transmethylated 1 h in boron trifluoride methanol 
solution 10% at 55 °C. After addition of water (1 ml) to the crude, FAMEs were extracted with hexane (3 ml), 
evaporated to dryness and dissolved in ethyl acetate (20 µ l). FAME (1 µ l) was analyzed by gas-liquid chromatog-
raphy on a Clarus 600 Perkin Elmer system using Famewax RESTEK fused silica capillary columns.

Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry Imaging. Tissue preparation. A subset group 
of patients with the four grades of liver steatosis (3 patients per group) and a group of patients with NASH (4 
patients) underwent for ToF-SIMS imaging analyses.

Briefly, each sample was cut at − 20 °C with a CM3050-S cryostat (Leica Microsystèmes SAS, France). Tissue 
sections of 10 µ m thickness were deposited on a gold coated glass slide (Mirr IR® , Kevley Technologies, OI, US). 
Before analysis, tissue sections were placed under vacuum at a pressure of a few hPa during 10 min in order to 
eliminate water. Before analysis, tissue samples were examined and optical images were recorded with a micro-
scope (Olympus BX 51, Olympus France, SAS, Rungis, France) equipped with a ColorView I camera monitored 
by CellB software (Soft Imaging System GmbH, Münster, Germany). No further sample preparation was required 
before introduction in the mass spectrometer.

TOF-SIMS imaging acquisition. A TOF-SIMS IV mass spectrometer (ION-TOF GmbH, Münster, Germany), 
equipped with a Liquid Metal Ion Gun (LMIG) filled with bismuth and allowing delivery of Bi3

+ cluster ion beam 
was used to localized lipids of interest directly on the liver tissues as previously described61.

Briefly, a set of images was acquired without sample stage movement, just by resting the primary ion beam, 
with a field of view of 500 µ m ×  500 µ m. For these images, the number of pixels was chosen as 256 ×  256 to obtain 
a ~2 µ m pixel size. Under these conditions the flow was fixed to 3 ×  1011 ions/cm2 for all the acquisitions, allowing 
acquisition time of about 10 minutes. Each area was scanned twice in order to record both positive and negative 
ion images.

Due to the very low initial kinetic energy distribution of the secondary ions, the relationship between the 
time-of-flight and the square root of m/z is always linear over the whole mass range. Consequently, the mass cali-
bration was made with H−, C−, CH−, CH2

−, CH3
−, C2

−, C3
−, and C4H− ions for the negative ion mode, and H+, 

H2
+, H3

+, C+, CH+, CH2
+, CH3

+ and C2H5
+ for the positive ion mode, respectively. To refine the mass calibration, 
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ion peaks of cholesterol and vitamin E were used in positive ion mode, and fatty acid carboxylate ions in negative 
ion mode based on previous studies reported on biological samples61–64.

Data processing was achieved using Surface Lab 6.2 software (ION-TOF GmbH, Münster, Germany). This 
software allows extraction of ion spectra and images from the raw data. In order to compare the relative intensity 
of species in the first set of experiments, a normalization of their respective mass spectrum intensities had to be 
performed: the intensity of the mass spectrum from each stage scan was normalized against the area of the small-
est one, given that all the data had been acquired under the same experimental conditions61,65–67.

ToF-SIMS data analysis. We selected 3 patients in each group of control, NAFL1, NAFL2 and NAFL3 as well as 
4 patients with NASH. The sum of the diacylglycerols (DGs) served to localize the lipid droplets into the liver tis-
sue. C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:2 and C20:4 were investigated using ToF-SIMS procedure in different 
areas of the liver. The size of each patch was 500 µ m ×  500 µ m61.

Statistical Analysis. Lipidomic data of patients with NASH from Paul Brousse Hospital were used as 
learning dataset (NASH_Lds) whereas patients with NASH L’Archet Hospital were used as validation dataset 
(NASH_Vds).

In order to be sure that the number of patients per group is acceptable for further statistical analyses, we per-
formed a statistical parametric test, MANOVA (multivariate analysis of variance), using GPower software (ver-
sion 3.1.9.2) and including the following parameters such as: effect size (f2

(v) =  0.25), α  =  0.05, power (1-β  =  0.95), 
and the number of groups (n =  6).

All calculations were performed using R v.3.3.1 software68. To analyze the homogeneity of the groups of 
patients with NAFL, recursive partitioning and regression trees (“rpart”) approach was used to build a regression 
tree based on the predict values from the lipidomic data leading to obtain a classification analysis and a regres-
sion tree (CART). CART was applied on lipid families such as total TG, total DG, Total cholesterol, Total CE, 
Total SFA, Total USFA, Total MUFA, Total PUFA, Total PC, Total PE, Total PI, Total PS, Total Cer and Total SM 
(Supplemental Fig. S1).

In order to identify the specific dependent variables (lipids) that contributed to the significant overall effect 
(between different NAFL groups and between NAFL and NASH groups), a random forests (RF) analysis was used 
with the following R packages “randomForest” and “varSelRF” leading to obtain a narrow numbers of markers, 
as we published recently18. Briefly, RF consisted of a collection of tree predictors where each tree depended on 
the value of a random vector of measured variables sampled independently and with the same distribution for all 
trees in the forest. RF classified a case by assigning the input vector of variables to each tree of the forest. Each tree 
gave a classification, i.e. a classis voted, and the forest chose the class with the most votes from all the trees in the 
forest25,69. RF analysis was an effective tool in prediction without over-fitting and multiclass classification25,69–71. 
As in many statistical analyses leading to a lot of variables and few groups (as we face here: 104 lipids and 5 groups 
of patients), a crucial problem was variables not significantly relevant to explain the analyzed phenomenon (i.e. 
occurrence of NASH) and missing values, but could create a random noise which hided the main effects and the 
relevant predictors25. Thus to determine the most discriminant lipids, RF were applied using “randomForest” 
package in R. To determine the best number of predictors (mtry) was used for each split of the tree and tune RF 
function was used to determine the lowest mtry to the lowest out-of-bag (OOB) error data that was used to get 
a running unbiased estimate of the classification error as trees were added to the forest melding to determine 
the confusion matrix (Supplemental Fig. S2a and b). Also ntree (number of trees to be built) was set up at 1040 
corresponding to the number of the columns (variable) of the matrix multiply by ten. During the analysis, the 
mean decreased accuracy (MDA) and the mean decreased Giny (MDG) were determined. MDA was determined 
during the OOB error calculation phase and lipids with a large MDA were more important for classification of the 
data (Supplemental Fig. S2c and d). In addition, MDG that was a measure of how each variable contributes to the 
homogeneity of the nodes and leaves in the resulting RF was assessed. Lipids that resulted in nodes with higher 
purity had a higher MDG (Supplemental Fig. S2d).

Principal component analysis, 95% confident ellipse centre to the mean and lipids of interest were computed 
using “FactoMinR” package. The global p-value was calculated using the critical probability associated with the 
F- test of the analysis of variance along the axes of the first and the second dimensions (α  =  0.05). Receiver 
operating characteristic (ROC) curve was analysed using “pROC” and “Epi” packages and compared control, 
NAFL1, NAFL2 and NAFL3 versus NASH patients from Paul Brousse and L’Archet Hospitals based on the 32 
lipids identified by random forests. Boxplots were drawn using “ggplot2” and “beeswarm” packages. “gplots” and 
“RColorBrewer” packages were used for graphics.

Individual variables among the different groups of patients were shown as boxplot or barplot (mean ±  stand-
ard error of the mean or SEM) and tested with analysis of variance (ANOVA-test) followed by unpaired t-test. 
Kruskal-Wallis rank sum test was used to compare gender repartition between the 6 groups of patients. Type I 
error-set was 5%.

Ethics approval. The institutional review board of each hospital and ethic committee (Paul Brousse Hospital 
Centre des resources biologiques Paris-Sud and L’Archet Hospital) approved the study and written informed con-
sent was obtained from all patients. Access to this material was in agreement with French ethical laws.

Animal protocols were accepted by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) in Main 
(Jackson Laboratories) and by the “Comité d’Ethique pour l’Expérimentation Animale” registered to the “Comité 
National de Réflexion Ethique sur l’Expérimentation Animale 05” (Protocol # Ce5/2012/075, Paris, France). In 
accordance to the animal welfare and in the aim to minimize the number of animals, we used data and samples 
from our previous publication18.



59 

	

www.nature.com/scientificreports/

15Scientific RepoRts | 7:46658 | DOI: 10.1038/srep46658

References
1. Angulo, P. et al. Liver Fibrosis, but No Other Histologic Features, Is Associated With Long-term Outcomes of Patients With 

Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Gastroenterology. 149, 389–397 e310 (2015).
2. McPherson, S. et al. Evidence of NAFLD progression from steatosis to fibrosing-steatohepatitis using paired biopsies: implications 

for prognosis and clinical management. J Hepatol. 62, 1148–1155 (2015).
3. Byrne, C. D. & Targher, G. NAFLD: a multisystem disease. J Hepatol. 62, S47–64 (2015).
4. Basantani, M. K. et al. Pnpla3/Adiponutrin deficiency in mice does not contribute to fatty liver disease or metabolic syndrome. J 

Lipid Res. 52, 318–329 (2011).
5. (NCD-RisC), N. R. F. C. Trends in adult body-mass index in 200 countries from 1975 to 2014: a pooled analysis of 1698 population-

based measurement studies with 19·2 million participants. The Lancet. 387, 1377–1396 (2016).
6. Loomba, R. & Sanyal, A. J. The global NAFLD epidemic. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 10, 686–690 (2013).
7. Neuschwander-Tetri, B. A. Nontriglyceride hepatic lipotoxicity: the new paradigm for the pathogenesis of NASH. Curr Gastroenterol 

Rep. 12, 49–56 (2010).
8. Kleiner, D. E. et al. Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology. 41, 

1313–1321 (2005).
9. Bedossa, P. et al. Histopathological algorithm and scoring system for evaluation of liver lesions in morbidly obese patients. 

Hepatology. 56, 1751–1759 (2012).
10. Chiappini, F. et al. Exploration of global gene expression in human liver steatosis by high-density oligonucleotide microarray. Lab 

Invest. 86, 154–165 (2006).
11. Adams, L. A. & Ratziu, V. Non-alcoholic fatty liver - perhaps not so benign. J Hepatol. 62, 1002–1004 (2015).
12. Joshi-Barve, S. et al. Palmitic acid induces production of proinflammatory cytokine interleukin-8 from hepatocytes. Hepatology. 46, 

823–830 (2007).
13. Pusl, T. et al. Free fatty acids sensitize hepatocytes to bile acid-induced apoptosis. Biochem Biophys Res Commun. 371, 441–445 

(2008).
14. Tanaka, N., Matsubara, T., Krausz, K. W., Patterson, A. D. & Gonzalez, F. J. Disruption of phospholipid and bile acid homeostasis in 

mice with nonalcoholic steatohepatitis. Hepatology. 56, 118–129 (2012).
15. Muir, K. et al. Proteomic and lipidomic signatures of lipid metabolism in NASH-associated hepatocellular carcinoma. Cancer Res. 

73, 4722–4731 (2013).
16. Puri, P. et al. A lipidomic analysis of nonalcoholic fatty liver disease. Hepatology. 46, 1081–1090 (2007).
17. Yamada, K. et al. Characteristics of hepatic fatty acid compositions in patients with nonalcoholic steatohepatitis. Liver Int. (2014).
18. Chiappini, F., Desterke, C., Bertrand-Michel, J., Guettier, C. & Le Naour, F. Hepatic and serum lipid signatures specific to 

nonalcoholic steatohepatitis in murine models. Sci Rep. 6, 31587 (2016).
19. Peng, C. et al. Vibrational signatures to discriminate liver steatosis grades. Analyst (2015).
20. El-Badry, A. M. et al. Assessment of hepatic steatosis by expert pathologists: the end of a gold standard. Ann Surg. 250, 691–697 

(2009).
21. Kotronen, A. et al. Comparison of lipid and fatty acid composition of the liver, subcutaneous and intra-abdominal adipose tissue, 

and serum. Obesity (Silver Spring). 18, 937–944 (2010).
22. Huang, J. et al. Molecular characterization of the role of orphan receptor small heterodimer partner in development of fatty liver. 

Hepatology. 46, 147–157 (2007).
23. Chiappini, F. et al. Relationship between polymerase gamma (POLG) polymorphisms and antiretroviral therapy-induced 

lipodystrophy in HIV-1 infected patients: a case-control study. Curr HIV Res. 7, 244–253 (2009).
24. Lee, J. H. et al. Combination of honokiol and magnolol inhibits hepatic steatosis through AMPK-SREBP-1 c pathway. Exp Biol Med 

(Maywood). 240, 508–518 (2015).
25. Breiman, L. Random forests. Machine Learning. 45, 27 (2001).
26. Lopez-Vicario, C. et al. Molecular interplay between Delta5/Delta6 desaturases and long-chain fatty acids in the pathogenesis of 

non-alcoholic steatohepatitis. Gut. 63, 344–355 (2014).
27. Ferre, P. & Foufelle, F. SREBP-1c transcription factor and lipid homeostasis: clinical perspective. Horm Res. 68, 72–82 (2007).
28. Horton, J. D., Goldstein, J. L. & Brown, M. S. SREBPs: activators of the complete program of cholesterol and fatty acid synthesis in 

the liver. J Clin Invest. 109, 1125–1131 (2002).
29. Jump, D. B. Fatty acid regulation of hepatic lipid metabolism. Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 14, 115–120 (2011).
30. Qin, Y., Dalen, K. T., Gustafsson, J. A. & Nebb, H. I. Regulation of hepatic fatty acid elongase 5 by LXRalpha-SREBP-1c. Biochim 

Biophys Acta. 1791, 140–147 (2009).
31. Reyes-Quiroz, M. E. et al. Oleic acid modulates mRNA expression of liver X receptor (LXR) and its target genes ABCA1 and 

SREBP1c in human neutrophils. Eur J Nutr. 53, 1707–1717 (2014).
32. Wang, Y. et al. Regulation of hepatic fatty acid elongase and desaturase expression in diabetes and obesity. J Lipid Res. 47, 2028–2041 

(2006).
33. Wang, Y. et al. Elevated hepatic fatty acid elongase-5 activity affects multiple pathways controlling hepatic lipid and carbohydrate 

composition. J Lipid Res. 49, 1538–1552 (2008).
34. Anstee, Q. M. & Goldin, R. D. Mouse models in non-alcoholic fatty liver disease and steatohepatitis research. Int J Exp Pathol. 87, 

1–16 (2006).
35. Koteish, A. & Diehl, A. M. Animal models of steatosis. Semin Liver Dis. 21, 89–104 (2001).
36. Rinella, M. E. et al. Mechanisms of hepatic steatosis in mice fed a lipogenic methionine choline-deficient diet. J Lipid Res. 49, 

1068–1076 (2008).
37. Rinella, M. E. & Green, R. M. The methionine-choline deficient dietary model of steatohepatitis does not exhibit insulin resistance. 

J Hepatol. 40, 47–51 (2004).
38. Takahashi, Y., Soejima, Y. & Fukusato, T. Animal models of nonalcoholic fatty liver disease/nonalcoholic steatohepatitis. World J 

Gastroenterol. 18, 2300–2308 (2012).
39. Li, Z. et al. The ratio of phosphatidylcholine to phosphatidylethanolamine influences membrane integrity and steatohepatitis. Cell 

Metab. 3, 321–331 (2006).
40. Ling, J., Lewis, J., Douglas, D., Kneteman, N. M. & Vance, D. E. Characterization of lipid and lipoprotein metabolism in primary 

human hepatocytes. Biochim Biophys Acta. 1831, 387–397 (2013).
41. Browning, J. D. et al. Prevalence of hepatic steatosis in an urban population in the United States: impact of ethnicity. Hepatology. 40, 

1387–1395 (2004).
42. Brunt, E. M. et al. Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) activity score and the histopathologic diagnosis in NAFLD: distinct 

clinicopathologic meanings. Hepatology. 53, 810–820 (2011).
43. Pelz, S., Stock, P., Bruckner, S. & Christ, B. A methionine-choline-deficient diet elicits NASH in the immunodeficient mouse 

featuring a model for hepatic cell transplantation. Exp Cell Res. 318, 276–287 (2012).
44. Walle, P. et al. Fatty acid metabolism is altered in non-alcoholic steatohepatitis independent of obesity. Metabolism: clinical and 

experimental. 65, 655–666 (2016).



60 

	

www.nature.com/scientificreports/

16Scientific RepoRts | 7:46658 | DOI: 10.1038/srep46658

45. Wang, L. et al. Fatty acid desaturase 1 gene polymorphisms control human hepatic lipid composition. Hepatology. 61, 119–128 
(2015).

46. Araya, J. et al. Decreased liver fatty acid delta-6 and delta-5 desaturase activity in obese patients. Obesity (Silver Spring). 18, 
1460–1463 (2010).

47. Arendt, B. M. et al. Altered hepatic gene expression in nonalcoholic fatty liver disease is associated with lower hepatic n-3 and n-6 
polyunsaturated fatty acids. Hepatology. 61, 1565–1578 (2015).

48. Guillou, H., Zadravec, D., Martin, P. G. & Jacobsson, A. The key roles of elongases and desaturases in mammalian fatty acid 
metabolism: Insights from transgenic mice. Prog Lipid Res. 49, 186–199 (2010).

49. Naudi, A. et al. Membrane lipid unsaturation as physiological adaptation to animal longevity. Front Physiol. 4, 372 (2013).
50. van Meer, G., Voelker, D. R. & Feigenson, G. W. Membrane lipids: where they are and how they behave. Nature reviews. Molecular 

cell biology. 9, 112–124 (2008).
51. Ricchi, M. et al. Differential effect of oleic and palmitic acid on lipid accumulation and apoptosis in cultured hepatocytes. J 

Gastroenterol Hepatol. 24, 830–840 (2009).
52. Maximos, M. et al. The role of liver fat and insulin resistance as determinants of plasma aminotransferase elevation in nonalcoholic 

fatty liver disease. Hepatology. 61, 153–160 (2015).
53. Chiappini, F. et al. Ventromedial hypothalamus-specific Ptpn1 deletion exacerbates diet-induced obesity in female mice. J Clin 

Invest. 124, 3781–3792 (2014).
54. Martinelli, N. et al. FADS genotypes and desaturase activity estimated by the ratio of arachidonic acid to linoleic acid are associated 

with inflammation and coronary artery disease. Am J Clin Nutr. 88, 941–949 (2008).
55. Vessby, B., Gustafsson, I. B., Tengblad, S., Boberg, M. & Andersson, A. Desaturation and elongation of Fatty acids and insulin action. 

Ann N Y Acad Sci. 967, 183–195 (2002).
56. Aoudjehane, L. et al. Interleukin-4 induces human hepatocyte apoptosis through a Fas-independent pathway. FASEB J. 21, 

1433–1444 (2007).
57. Podevin, P. et al. Production of infectious hepatitis C virus in primary cultures of human adult hepatocytes. Gastroenterology. 139, 

1355–1364 (2010).
58. Huang, S. et al. Saturated fatty acids activate TLR-mediated proinflammatory signaling pathways. J Lipid Res. 53, 2002–2013 (2012).
59. Bligh, E. G. & Dyer, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification. Can J Biochem Physiol. 37, 911–917 (1959).
60. Barrans, A. et al. Hepatic lipase induces the formation of pre-beta 1 high density lipoprotein (HDL) from triacylglycerol-rich HDL2. 

A study comparing liver perfusion to in vitro incubation with lipases. J Biol Chem. 269, 11572–11577 (1994).
61. Debois, D., Bralet, M. P., Le Naour, F., Brunelle, A. & Laprevote, O. In situ lipidomic analysis of nonalcoholic fatty liver by cluster 

TOF-SIMS imaging. Anal Chem. 81, 2823–2831 (2009).
62. Le Naour, F. et al. Chemical imaging on liver steatosis using synchrotron infrared and ToF-SIMS microspectroscopies. PLoS One. 4, 

e7408 (2009).
63. Le Naour, F. et al. In Situ Chemical Composition Analysis of Cirrhosis by Combining Synchrotron Fourier Transform Infrared and 

Synchrotron X-ray Fluorescence Microspectroscopies on the Same Tissue Section. Anal Chem. 84, 10260–10266 (2012).
64. Petit, V. W. et al. Multimodal spectroscopy combining time-of-flight-secondary ion mass spectrometry, synchrotron-FT-IR, and 

synchrotron-UV microspectroscopies on the same tissue section. Anal Chem. 82, 3963–3968 (2010).
65. Touboul, D., Brunelle, A. & Laprevote, O. Mass spectrometry imaging: Towards a lipid microscope? Biochimie. 93, 113–119 (2011).
66. Touboul, D., Laprevote, O. & Brunelle, A. Micrometric molecular histology of lipids by mass spectrometry imaging. Curr Opin 

Chem Biol. 15, 725–732 (2011).
67. Malmberg, P., Jennische, E., Nilsson, D. & Nygren, H. High-resolution, imaging TOF-SIMS: novel applications in medical research. 

Anal Bioanal Chem. 399, 2711–2718 (2011).
68. Team, R. C. R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing (2012).
69. Pang, H. et al. Pathway analysis using random forests classification and regression. Bioinformatics. 22, 2028–2036 (2006).
70. Furey, T. S. et al. Support vector machine classification and validation of cancer tissue samples using microarray expression data. 

Bioinformatics. 16, 906–914 (2000).
71. Svetnik, V. et al. Random forest: a classification and regression tool for compound classification and QSAR modeling. J Chem Inf 

Comput Sci. 43, 1947–1958 (2003).

Acknowledgements
We thank Dr. Filomena Conti, Dr. Lynda Aoudjehane and Pr. Yvon Calmus for having provided human primary 
hepatocytes (AP-HP Hôpital Saint Antoine/Hôpital de la Pitié-Salpétrière, Paris, France), Pr. Rodolphe Anty for 
managing data of patients with NASH (CHU de Nice, Hôpital L’Archet, Nice, France). This work was supported 
by core funding of Inserm and Université Paris-Sud. FC was recipient of a grant support from “La Fondation pour 
la Recherche Médicale” (SPF20111223621) and of the award from “DHU Hepatinov”. HK was recipient of a grant 
from the CNRS-ICSN. This work has benefited (DT and AB) from an ‘Investissement d’Avenir’ grant managed by 
Agence Nationale de la Recherche (ANR-10-LABX-033-LERMIT) JBT and MetaToul-Lipidomique Core Facility 
(I2MC, Inserm 1048, Toulouse, France) received a grant from Agence Nationale de la Recherche (MetaboHUB-
ANR-11-INBS-0010).

Author Contributions
Designed the study: F.C., F.L.N. Provided clinical samples and information: P.G., A.T., D.S., J.C.D.V., C.G. 
Performed in vitro experiments: F.C., A.C. Murine models and in vivo experiments: F.C. Implemented 
bioinformatics and statistical workflow: F.C., C.D. Performed lipidomic analysis: J.B.M. Performed histological 
examination: C.G. Performed mass spectrometry imaging: F.C., H.K., D.T., A.B. Analysis and interpretation of 
data: F.C., A.C., H.K., D.T., J.B.M., A.B., C.G., F.L.N. Wrote the manuscript: F.C., F.L.N.

Additional Information
Supplementary information accompanies this paper at http://www.nature.com/srep
Competing Interests: The authors declare no competing financial interests.
How to cite this article: Chiappini, F. et al. Metabolism dysregulation induces a specific lipid signature of 
nonalcoholic steatohepatitis in patients. Sci. Rep. 7, 46658; doi: 10.1038/srep46658 (2017).



61 

	

www.nature.com/scientificreports/

17Scientific RepoRts | 7:46658 | DOI: 10.1038/srep46658

Publisher's note: Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and 
institutional affiliations.

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License. The images 
or other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons license, 

unless indicated otherwise in the credit line; if the material is not included under the Creative Commons license, 
users will need to obtain permission from the license holder to reproduce the material. To view a copy of this 
license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
 
© The Author(s) 2017



62 

	



63 

	



64 

	

	



65 



66 

	

	



67 

	

	
	



68 

	

3.2 Méthodes	
	

Notre	étude	a	consisté	en	une	analyse	lipidomique	réalisée	par	spectrométrie	de	masse	

à	partir	de	68	biopsies	de	foies	humains	et	20	murins.	Les	patients	étaient	suivis	dans	

deux	centres	hospitaliers	(hôpital	Paul	Brousse,	Villejuif,	n	=	61	et	hôpital	L’Archet,	Nice,	

n	=	7).	Il	y	avait	7	patients	contrôles,	39	patients	ayant	une	stéatose	simple	et	17	ayant	

une	NASH.	Cette	analyse	a	permis	l'identification	et	la	quantification	relative	de	la	teneur	

en	 lipides	hépatiques	 (exprimée	en	nmol/mg	de	protéines	 totales)	 ou	 en	pourcentage	

pour	chaque	catégorie	de	phospholipides.	

	

Nous	 avons	 également	 utilisé	 une	 imagerie	 par	 spectrométrie	 de	 masse	 ToF-SIMS	

pour	 localiser	 les	 lipides	 d'intérêt	 sur	 des	 coupes	 de	 foie	 congelées.	

Nous	 avons	 réalisé	 des	 PCR	 quantitatives	 en	 temps	 réel	 de	 gènes	 impliqués	 dans	 le	

métabolisme	des	lipides.	

	

Enfin	pour	vérifier	la	toxicité	des	lipides	d'intérêt	identifiés,	nous	les	avons	utilisé	pour	

traiter	des	cellules	HepG2	ou	les	hépatocytes	primaires	humains	en	culture	et	mesurer	

la	nécrose	et	l'apoptose	cellulaire.		

3.3 Résultats	principaux	et	discussion	
Dans	cette	étude,	nous	avons	établi	pour	 la	première	fois	une	signature	lipidique	de	la	

stéatohépatite	 non	 alcoolique	 sur	 la	 base	 de	 la	 quantification	

de	 32	 lipides.	 Aucun	 des	 lipides	 identifiés	 ne	 permettait	 par	 lui-même	 de	 discriminer	

la	 stéatose	de	 la	NASH,	mais	 en	 revanche,	 la	 signature	 lipidique	globale	permettait	de	

distinguer	les	témoins	patients	des	NAFL	et	des	NASH.		

	

Nous	 avons	 également	 mis	 en	 évidence	 une	 dérégulation	 de	 la	 voie	 métabolique	

impliquée	 dans	 la	 synthèse	 des	 acides	 gras	 dans	 la	 NASH.		

Cette	dysrégulation	a	été,	dans	notre	étude,	observée	aussi	bien	chez	l'homme	que	dans	

les	modèles	animaux,.	L'augmentation	concomitante	des	LCFA	saturés	et	insaturés	avec	
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la	 diminution	 significative	 des	 VLCFA	 polyinsaturés	 résultant	 de	 la	 diminution	 de	

l'activité	 de	 FADS1	 créée	 un	 goulot	 d'étranglement	 conduisant	 à	 l'accumulation	 en	

amont	 d'acides	 gras	 jusqu'à	 20	 carbones.	 Ce	 phénomène	 est	 accentué	 par	 une	

augmentation	de	la	synthèse	d'acides	gras	de	novo,	comme	en	témoigne	l'augmentation	

des	niveaux	d'expression	d'ARNm	de	l'ACC1	et	du	FASN.	Une	diminution	de	l’expression	

et	de	l’activité	de	ELOVL6	contribue	également	à	l’augmentation	des	LCFA,	en	particulier	

de	l'acide	myristique	(C14:0)	dans	la	NASH.	Nos	résultats	ont	démontré	que	le	rapport	

n-6	sur	n-3	était	significativement	augmenté,	associé	à	une	diminution	significative	n-3	

chez	l'homme	et	la	souris.	

	

De	 telles	dérégulations	métaboliques	peuvent	 aboutir	 à	 l'altération	de	 la	 synthèse	des	

eicosanoïdes	 et	 des	 phospholipides,	 pouvant	 influencer	 la	 propriété	 des	 membranes	

cellulaires.	 Notre	 étude	 a	 donc	 montré	 le	 rôle	 central	 de	 FADS1	 dans	 l'homéostasie	

lipidique	et	positionné	cette	désaturase	comme	une	enzyme	clé	de	la	NASH.	

Enfin,	en	utilisant	les	cinq	acides	gras	principaux	de	la	signature	de	la	NASH,	nous	avons	

testé	la	toxicité	de	ces	lipides	sur	deux	lignées	cellulaires,	une	lignée	d’hépatome	humain	

HepG2	et	une	lignée	d'hépatocytes	primaires.		

Bien	que	chacun	des	cinq	acides	gras	étudiés	aient	montré	une	toxicité	individuellement,	

le	mélange	correspondant	à	la	composition	lipidique	observée	dans	la	NASH,	sur	la	base	

de	 notre	 analyse	 lipidomique,	 a	montré	 une	 toxicité	 significativement	 plus	 élevée	 par	

rapport	 aux	 mélanges	 liés	 à	 la	 composition	 observée	 dans	 le	 foie	 normal	 ou	 le	 foie	

stéatosique.		

Nos	résultats	suggèrent	donc	que	la	lipotoxicité	est	non	seulement	liée	à	la	quantité	de	

lipides,	mais	également	à	leur	composition	et	à	leur	proportion.	Nous	avons	identifié	5	

lipides	hautement	toxiques	pour	les	hépatocytes	voisins.	

En	conclusion,	nous	avons	caractérisé	une	signature	lipidique	spécifique	et	sensible,	des	

patients	 ayant	 une	NASH.	 Cette	 étude	 a	mis	 en	 évidence	 des	 dérégulations	 de	 la	 voie	

métabolique	 impliquée	 dans	 la	 synthèse	 des	 acides	 gras	 et	 des	 précurseurs	 des	

eicosanoïdes.	 Notre	 étude	 a	 notamment	 positionné	 ELOVL6	 et	 FADS1	 comme	 des	

acteurs	 majeurs	 de	 la	 progression	 vers	 la	 NASH.	 Enfin,	 la	 présente	 étude	 suggère	

également	un	rôle	direct	des	lipides	accumulés	dans	la	NASH	dans	la	progression	de	la	

pathologie	 par	 leur	 toxicité.	 Cela	 ouvre	 de	 nouvelles	 voies	 pour	 le	 développement	

ultérieur	 du	 diagnostic	 précoce	 et	 approches	 thérapeutiques.	
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4 Article	2	

FABP4	 and	MMP9	 identified	 as	 predictive	 factors	 of	

poor	 prognosis	 in	 patients	 with	 nonalcoholic	 fatty	

liver	 using	 data	 mining	 approaches	 and	 gene	

expression	analysis	
	

4.1 Rationnel	et	Objectifs	du	Travail	
La	stéatopathie	non	alcoolique	ou	métabolique	(NAFLD)	comprend	un	éventail	large	de	

lésions	 hépatiques	 allant	 de	 la	 simple	 stéatose	 (NAFL)	 à	 la	 stéato-hépatite	 non	

alcoolique	(NASH)	pouvant	évoluer	vers	une	fibrose	hépatique,	une	cirrhose	et	un	CHC	

(175).	La	NASH	est	une	maladie	systémique	associée	à	l'obésité,	à	l'insulino-résistance,	

au	diabète	de	type	2	et	au	syndrome	métabolique.	L'augmentation	spectaculaire	de	son	

incidence	fait	de	la	NASH	l’une	des	causes	les	plus	fréquentes	de	maladie	chronique	du	

foie	 et	 un	 problème	 de	 santé	 publique	 majeur	 dans	 le	 monde.	 En	 outre,	 les	 patients	

atteints	de	NASH	ont	un	risque	plus	élevé	de	développer	une	maladie	cardiovasculaire,	

qui	est	également	 la	principale	cause	de	décès	chez	ces	patients.	Par	conséquent,	 il	est	

essentiel	 de	 diagnostiquer	 la	NAFL	 et	 surtout	 la	NASH	à	 un	 stade	précoce,	 lorsqu'une	

réversibilité	 est	 encore	 possible	 avec	 une	 prise	 en	 charge	 thérapeutique	 adaptée,	

englobant	 les	 règles	 hygiéno-diététiques	 au	 premier	 plan	 (182).	

Les	 tests	 non	 invasifs	 permettent	 de	 discriminer	 les	 patients	 à	 un	 stade	 avancé	 de	 la	

maladie	 mais	 sont	 souvent	 mis	 en	 défaut	 pour	 identifier	 précocement	 les	 malades	 à	

risque	 de	 développer	 une	 cirrhose	 ou	 un	 cancer	 du	 foie	 (183).	 La	 biopsie	 hépatique	

demeure	le	gold-standard	pour	évaluer	proprement	les	lésions	histologiques	et	à	aussi	

un	rôle	pronostique	dans	la	prise	en	charge	de	ces	patients.		
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Nous	 avons	 également	 montré	 précédemment	 que	 les	 gènes	 impliqués	 dans	 les	

processus	inflammatoires	étaient	déjà	régulés	positivement	chez	les	patients	atteints	de	

stéatose	 (176).	 L'expression	 génique	 étant	 très	 spécifique	 et	 très	 sensible	 aux	

changements	environnementaux,	l'exploration	de	l'expression	des	gènes	hépatiques	est	

une	approche	appropriée	pour	 trouver	des	marqueurs	de	progression	de	 la	NAFL	à	 la	

NASH.	 Le	 développement	 d’outils	 informatiques	 fiables	 couplé	 à	 la	 croissance	 de	 la	

puissance	 informatique	 a	 permis	 la	 mise	 en	 place	 de	 techniques	 de	 simulation	

numérique	 centrées	 sur	 la	 biologie.	 Les	 méthodes	 in	 silico	 sont	 complémentaires	 des	

études	 in	 vivo	 et	 in	 vitro	 et	 permettent	 aujourd'hui	 d'identifier	 de	 nouveaux	 axes	 de	

recherche,	y	compris	en	hépatologie	(184).	

Dans	 cette	 étude,	 nous	 voulions	 utiliser	 des	 données	 d'expression	 génique	 (GEO)	

associés	à	un	algorithme	d'analyse	de	prévision	afin	de	créer	une	matrice	composée	de	

patients	virtuels	atteints	de	NAFLD	et	d'étudier	 leur	génome,	à	partie	de	données	déjà	

publiées.	L'objectif	de	notre	étude	était	d'identifier	des	gènes	prédictifs	de	la	transition	

de	 la	 NAFL	 à	 la	 NASH	 et	 des	 formes	 sévères	 de	 NASH	 incluant	 les	 patients	 ayant	

développé	un	CHC.		

	

4.2 L’article	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



72 



73 

	



74 

	



75 

	



76 

	



77 

	



78 

	



79 

	



80 

	

	



81 

	



82 

	



83 

	



84 

	



85 

	



86 

	

	
	
	
	



87 

	



88 

	

4.3 Méthodes	
La	 méthode	 utilisée	 dans	 cette	 étude	 peut	 apparaître	 complexe	 au	 non-initié	 des	

analyses	 bioinformatiques.	 En	 simplifiant,	 nous	 avons	 tout	 d'abord	 sélectionné	 deux	

GEO	dont	les	données	complètes	étaient	en	accès	libre	et	ayant	fait	l'objet	de	publication	

(GSE48452	et	GSE61260,	(185,	186)).	Au	total,	 le	génome	de	52	patients	contrôles,	51	

patients	obèses	sans	NAFLD,	37	patients	ayant	une	stéatose	simple	et	42	patients	ayant	

une	NASH	ont	été	inclus.	Une	nouvelle	analyse	bioinformatique	a	permis	d'identifier	une	

liste	 de	 gènes	 discriminants	 ces	 groupes	 de	 patients	 (C	 Desterke,	 F	 Chiappini).	 Pour	

affiner	l'analyse,	deux	validations	des	gènes	identifiés	ont	été	réalisées.	Une	première	à	

l'aide	d'une	méthode	in	silico	une	nouvelle	fois,	en	utilisant	deux	GEO	indépendants	des	

premiers	 et	 ayant	 inclus	 11	 patients	 contrôles	 supplémentaires,	 2	 patients	 ayant	 une	

stéatose	 simple	 et	 16	 patients	 ayant	 une	NASH	 (GSE63067	 et	 GSE17470,	 (187,	 188)).	

Ces	méthodes	devaient	permettre	d'identifier	une	signature	moléculaire	de	 la	stéatose	

simple	 et	 de	 la	 NASH	 et	 de	 reclasser	 certains	 patients.	 La	 deuxième	 méthode,	 plus	

classique,	a	consisté	en	la	sélection	de	patients	du	centre	hépato-biliaire	(7	contrôles,	6	

ayant	 une	 stéatose	 simple	 et	 8	 une	 NASH)	 afin	 de	 valider	 par	 PCR	 la	 sur	 ou	 sous-

expression	des	gènes	d'intérêt,	identifiés	par	les	méthodes	in	silico.	

	

4.4 Résultats	principaux	et	discussion	
L'analyse	par	microarray	d'expression	de	gènes	a	montré	1549	gènes	discriminant	 les	

patients	 ayant	 une	 stéatopathie,	 NAFL	 ou	 NASH,	 des	 obèses	 sains	 ou	 des	 contrôles.	

Parmi	 eux	 58	 gènes	 discriminaient	 la	 NASH	 de	 la	 stéatose	 simple.	 Ces	 gènes	 étaient	

impliqués	dans	le	remodelage	de	la	matrice	extracellulaire	et	l'inflammation.	Le	gène	le	

plus	discriminant	était	FABP4	 (protéine	de	 liaison	aux	acides	gras	4).	Parmi	 les	gènes	

fortement	associés	à	une	expression	élevée	de	FABP4,	la	métalloprotéinase-9	de	matrice	

(MMP9)	était	surexprimée	chez	55%	des	patients	NASH.	Nous	avons	en	outre	identifié	

un	 total	 de	 330	 gènes	 régulés	 de	 manière	 différentielle,	 dont	 229	 gènes	 étaient	

surexprimés	chez	des	patients	NASH	présentant	un	niveau	d'expression	élevé	de	MMP9.	

Ces	 gènes	 étaient	 impliqués	 dans	 le	 remodelage	 de	 la	 matrice	 extracellulaire,	

l'inflammation,	 la	prolifération,	 la	progression	des	cellules	souches	et	 l'oncogenèse.	En	
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utilisant	les	niveaux	d'expression	génique	des	gènes	FABP4	et	MMP9	hépatiques	comme	

indicateurs	de	la	progression	de	la	maladie	dans	une	cohorte	indépendante	de	patients	

atteints	 de	 NAFLD,	 nous	 avons	 identifié	 les	 patients	 atteints	 de	 NAFL	 et	 NASH	

susceptibles	d'avoir	un	mauvais	pronostic.	

Nos	 résultats	 sont	de	plus	 concordants	 avec	des	données	publiées.	 Il	 a	 déjà	 été	décrit	

que	MMP9	 est	 impliquée	 dans	 le	 développement	 et	 la	 progression	 des	métastases	 du	

carcinome	 CHC	 (189-191).	 Plus	 récemment,	 les	 polymorphismes	 de	 la	 MMP9	 ont	 été	

associés	au	risque	de	NAFLD	et	d'obésité	(192).	 Il	est	 intéressant	de	noter	que	 le	 taux	

sérique	de	MMP9	est	significativement	plus	élevé	chez	les	patients	ayant	une	NAFLD	par	

rapport	 aux	 contrôles.	 En	 revanche,	 il	 n'était	 pas	 possible	 de	 distinguer	 les	 patients	

ayant	une	stéatose	simple	et	des	patients	ayant	une	NASH	(193,	194).	Aux	vues	de	ses	

résultats,	nous	pensons	qu'il	serait	intéressant	de	coupler	les	taux	sériques	de	FABP4	et	

de	MMP9	pour	évaluer	leur	rôle	pronostique	dans	la	progression	de	la	NAFLD.		

Ainsi,	en	combinant	méthode	 in	silico,	approches	statistiques	et	méthode	 in	vitro,	nous	

avons	 identifié	deux	biomarqueurs	prédictifs	potentiels,	FABP4	et	MMP9,	surexprimés	

au	cours	de	la	progression	de	la	NAFL	vers	la	NASH.		
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5 Article	3	

Quantitative	 assessment	 of	 triglycerides	 by	 Fourier	

Transform	InfraRed	(FTIR)	spectroscopy	of	donor	liver	

helps	predicting	outcome	after	liver	TH	
	

5.1 Rationnel	et	Objectifs	du	Travail	
	

	 La	TH	demeure	le	dernier	recours	pour	les	patients	ayant	une	maladie	hépatique	

engageant	 leur	 pronostic	 vital.	 Cependant,	 la	 pénurie	 d'organes	 reste	 une	 limitation	

majeure,	entraînant	une	sélection	rigoureuse	des	candidats	à	la	TH	et	représentant	une	

proportion	 importante	 de	 la	 mortalité	 sur	 liste	 d'attente	 (195).	 Dans	 ce	 contexte,	

l'utilisation	des	 greffons	hépatiques	provenant	de	«donneurs	 à	 critères	 étendus»	pour	

augmenter	le	nombre	de	greffons	est	nécessaire	dans	tous	les	pays	où	la	TH	est	réalisée.	

Il	peut	s'agir	de	donneurs	âgés,	de	donneurs	décédés	après	arrêt	circulatoire	mais	aussi	

de	donneurs	ayant	une	stéatose	hépatique	(196).	

	

La	prévalence	de	la	stéatose	hépatique	dans	la	population	des	donneurs	est	supérieure	à	

30%	 (197).	 Or,	 la	 stéatose	 est	 considérée	 comme	 un	 facteur	 de	 risque	 de	

dysfonctionnement	du	greffon.	Le	premier	 rapport	 l'ayant	montré	a	été	publié	à	 la	 fin	

des	années	1980	et	portait	sur	deux	cas	de	non	fonction	primaire	du	greffon	dus	à	une	

stéatose	macrovacuolaire	importante	(198).	Plusieurs	rapports	ont	par	la	suite	montré	

que	la	stéatose	du	greffon	était	non	seulement	une	cause	de	dysfonction	ou	non	fonction	

primaire,	 mais	 également	 une	 source	 de	 résultats	 défavorables	 à	 long	 terme	 pour	 le	

greffon	 (166,	 168,	 199,	 200).	 En	 effet,	 ont	 été	 cités	 comme	 associé	 à	 la	 stéatose	

macrovacuolaire	un	sur-risque	de	complications	biliaires,	une	moins	bonne	survie	des	
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patients	et	du	greffon	mais	aussi	des	durées	d'hospitalisation	plus	longues.	Cependant,	

du	fait	de	la	pénurie	d'organe,	l'utilisation	de	greffons	stéatosiques	répondant	à	certains	

critères	est	unanimement	acceptée	(169,	201,	202).		

Une	stéatose	macrovacuolaire	inférieure	à	30%	a	une	influence	minime	sur	la	fonction	

du	greffon	et	ce	type	de	foie	est	généralement	accepté.	Au	contraire,	 la	présence	d'une	

stéatose	 macrovacuolaire	 sévère	 supérieure	 à	 60%	 contre	 indique	 généralement	

l'utilisation	de	l'organe	pour	la	TH	(203).	Entre	30	et	60%,	l'acceptation	dépend	d'autres	

paramètres	pour	évaluer	la	qualité	de	la	greffe	(par	exemple,	l'âge	du	donneur,	la	durée	

de	l'ischémie	froide,	la	présence	d'une	fibrose),	mais	également	des	caractéristiques	du	

receveur	 potentiel	 afin	 d'éviter	 d'accumuler	 les	 risques	 d'échec	 de	 la	 TH.	 Cependant,	

l'incidence	de	dysfonction	primaire	n'est	pas	nulle	et	peut	atteindre	15%.	De	même,	une	

reprise	 retardée	 de	 la	 fonction	 du	 greffon	 est	 observée	 chez	 35%	 des	 receveurs.	 La	

littérature	 soutenant	 de	 telles	 pratiques	 reste	 ancienne,	 rare	 et	 conflictuelle.	 Il	 est	

généralement	 admis	 que	 la	 stéatose	 microvésiculaire	 n’est	 pas	 associée	 à	 un	 risque	

accru	de	dysfonction	du	 greffon	bien	que	 sur	 ce	point	 encore,	 plusieurs	données	 sont	

contradictoires	(204-207).	

	

L'une	 des	 principales	 limites	 est	 la	 précision	 des	 méthodes	 actuelles	 d'évaluation	 du	

degré	de	stéatose.	L'inspection	par	le	chirurgien	au	moment	du	prélèvement	permet	de	

détecter	 la	 stéatose,	mais	 la	 corrélation	 entre	 cette	 évaluation	 et	 le	 degré	 de	 stéatose	

histologique	 est	 médiocre,	 lorsque	 la	 stéatose	 dépasse	 35%	 (208,	 209).	 L'examen	

anatomopathologique	 est	 l'outil	 de	 référence	 pour	 évaluer	 la	 stéatose.	 Cependant,	

l'évaluation	 de	 la	 stéatose	 hépatique	 est	 une	 méthode	 imparfaite,	 mal	 corrélée	 au	

contenu	 lipidique	 réel	 du	 tissu	 hépatique	 (210).	 De	 plus,	 un	 examen	 demandé	 en	

urgence	 au	 moment	 du	 prélèvement,	 dit	 extemporané,	 rend	 encore	 plus	 difficile	

l'interprétation.		

	

Ainsi,	 la	 disponibilité	 d'outils	 permettant	 une	mesure	 objective	 et	 reproductible	 de	 la	

stéatose	 est	 plus	 que	 souhaitable	 pour	 les	 équipes	 amenées	 à	 accepter	 ou	 rejeter	 les	

greffons.		

	

Nous	avons	précédemment	publié	des	données	sur	l'intérêt	de	la	microspectroscopie	à	

transformée	 de	 Fourier	 en	 infrarouge	 (FTIR)	 pour	 évaluer	 avec	 précision	 le	 contenu	
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lipidique	dans	la	greffe	du	foie	(211).	Une	coupe	de	tissu	congelé	de	5	µm	d'épaisseur	est	

nécessaire	 et	 déposée	 sur	 une	 lame	 de	 verre	 régulière.	 L’analyse	 prend	 moins	 d'une	

minute	 pour	 acquérir	 le	 spectre,	 calculer	 le	 rapport	 lipides/protéines	 et	 extrapoler	 la	

quantité	de	TG	sur	la	base	de	la	courbe	standard	établie	et	donc	du	pourcentage	virtuel	

de	stéatose	associé	(environ	20%).		

	

Si	ce	travail	préliminaire	a	permis	d'établir	la	faisabilité	et	fiabilité	de	la	technique,	le	but	

de	la	présente	étude	était	d’abord	de	confirmer	les	résultats	en	positionnant	la	FTIR	en	

tant	que	méthode	fiable	pour	évaluer	la	stéatose	du	greffon	par	rapport	au	gold	standard	

du	dosage	lipidique	utilisant	la	spectrométrie	de	masse	sur	une	série	de	biopsies	avant	

greffe.	Dans	un	second	temps,	nous	souhaitions	comparer	l’évaluation	de	la	stéatose	par	

FTIR	 à	 l’analyse	 anatomopathologique.	 Enfin,	 nous	 avons	 étudié	 l'influence	 de	 la	

stéatose	du	greffon	obtenue	par	ces	mesures	quantitatives	et	qualitatives	à	 l'évolution	

clinique	 des	 receveurs,	 en	 particulier,	 la	 fonction	 du	 greffon	 ainsi	 que	 la	 survie	 du	

patient	et	du	greffon.		
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Abstract		

Background	and	Aims:	Liver	steatosis,	especially	macrovacuolar	steatosis	(MaS)	of	the	

donor	liver	is	a	major	predictor	of	graft	dysfunction	after	transplantation,	Current	tools	

to	 evaluate	 graft	 steatosis	 remains	 the	 gross	 examination	 of	 surgeons	 plus	 the	 on-

demand	 histopathological	 analysis	 on	 frozen	 section.	 Pathological	 evaluation	 of	 liver	

steatosis	 is	approximate,	pathologist	dependent,	 imperfect	 in	 the	pretransplant	setting	

and	may	not	 reflect	 the	 true	 lipid	 content.	Our	 aims	were	1)	 to	 assess	 the	 correlation	

between	 the	 triglycerides	 content	 of	 grafts	 measured	 by	 gas-phase	 chromatography	

coupled	 to	 mass	 spectrometry	 (GC/MS)	 and	 infrared	 microspectroscopy	 (FTIR)	 to	

standard	histopathological	evaluation;	2)	to	determine	if	FTIR	microspectroscopy	could	

help	predicting	outcome	after	liver	transplantation.	

Methods:	 Using	 a	 cohort	 of	 58	 patients,	 liver	 transplanted	 between	 02/2012	 and	

03/2014,	we	quantified	the	triglycerides	content	of	the	graft	using	GC/MS	and	FTIR	and	

compared	 the	 results	 of	 both	 methods	 together	 and	 with	 histological	 analysis,	

retrospectively	performed	on	frozen	sections	by	a	single	expert	pathologist.	Clinical	data	

and	events	were	also	collected.	

Results:	 Fifty-eight	 patients	 were	 included.	 The	 mean	 percentage	 of	 macrovacuolar	

steatosis	(MaS)	and	microvesicular	steatosis	(MiS)	assessed	by	pathologist,	was	2%	and	

30%.	The	mean	concentration	of	hepatic	triglycerides	measured	by	GC/MS	was	214	[10-

1045]	nmol/mg	of	hepatic	tissue,	The	estimation	of	triglyceride	contents	obtained	using	

FTIR	was	significantly	correlated	(r2=0.812)	with	the	GC/MS	results.	Thirty-four	(58%)	

patients	 experienced	 complications	 defined	 by	 a	 Dindo-Clavien	 stage	 ≥2	 including	 2	

primary	 non-function	 of	 the	 graft	 and	 5	 deaths.	 The	 most	 discriminant	 threshold	 of	

triglycerides	level	to	transplant	failure	were	59.29	and	54.02	nmol/mg	of	hepatic	tissue	
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using	 GC/MS	 and	 FTIR,	 respectively.	 The	 quantification	 of	 hepatic	 content	 of	

triglycerides	using	GC/MS	was	significantly	associated	with	patient	survival	at	the	end	of	

the	 follow-up	 (p<0.0001)	 and	 transplantation	 failure	 (p<0.0001).	 The	 estimation	 of	

hepatic	 content	 of	 triglycerides	 using	 FTIR	was	 significantly	 associated	with	 one-year	

post-transplant	survival	(p<0.0001).	

Conclusion:	Our	 study	demonstrates	 that	FTIR-spectroscopy	 to	measure	 triglycerides	

content	 in	 liver	 grafts	 is	 well	 correlated	 to	 the	 gold	 standard	 histopathological	

evaluation	of	steatosis	but	more	 importantly,	 that	 this	content	 is	associated	with	post-

transplantation	outcome.	

KEY	 WORDS:	 liver	 transplantation,	 steatosis,	 donor,	 spectrometer,	 infrared,	

microspectroscopy.	
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Introduction	

Liver	 transplantation	 (LT)	 constitutes	 a	 major	 treatment	 of	 patients	 with	 acute	 liver	

failure,	 cirrhosis	 or	 hepatocellular	 carcinoma.	 Despite	 the	 development	 of	 surgical	

strategies	to	expand	the	liver	graft	pool	as	splitting	livers,	domino	procedure,	the	need	

for	LT	exceeds	organ	availability.	The	organ	shortage	remains	a	major	limitation,	leading	

to	 a	 drastic	 selection	 of	 candidates	 for	 LT	 and	 accounting	 for	 a	 large	 proportion	 of	

waiting	 list	mortality	 [1,	 2].	 This	 discrepancy	 has	 led	most	 centres	worldwide	 to	 use	

livers	from	‘extended	criteria	donors’	(ECD)	to	expand	the	pool	of	liver	grafts	with	older	

donors,	donors	after	circulatory	death	and	donors	with	liver	steatosis	[3].		

The	 prevalence	 of	 liver	 steatosis	 in	 donor	 population	 is	 over	 30%	 of	 donors	 [4].	

Steatosis	is	considered	a	risk	factor	for	graft	dysfunction.	The	first	report	was	published	

in	 late	 1980s	 with	 two	 cases	 of	 primary	 graft	 non-function	 (PNF)	 due	 to	 severe	

macrovacuolar	 steatosis	 (MaS)	 [5].	 Several	 reports	 followed	 showing	 that	 steatosis	 of	

the	graft	is	not	only	a	cause	of	PNF	but	also	a	source	of	long-term	poorer	outcome	of	the	

graft	 [6-9].	 Indeed,	 biliary	 complications,	 increased	 costs	 and	 longer	 stays	 in	 hospital,	

poorer	patient	and	graft	 survivals	have	been	also	associated	with	MaS.	However,	with	

increasing	utilisation	of	ECD	organs,	there	has	been	acceptance	of	steatosis	 liver	grafts	

[10-12].	Mild	MaS	<	30%	has	minimal	impact	on	graft	function	and	such	donor	livers	are	

usually	accepted.	On	 the	contrary,	 the	presence	of	a	severe	MaS	>	60%	leads	 to	organ	

discarding	[13].	Between	30	and	60%,	the	acceptance	depends	on	other	parameters	to	

evaluate	 the	 quality	 of	 the	 graft	 (e.g.	 donor	 age,	 cold	 ischemia	 time)	 but	 also	 on	

characteristics	of	the	recipients	(e.g.	 indication	for	LT,	severity	of	liver	disease).	In	this	

group,	 the	 incidence	 of	 PNF	 may	 reach	 15%,	 and	 the	 rate	 of	 delayed	 graft	 function	
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approaches	35%	[14].	The	literature	supporting	such	practices	remains	former,	sparse	

and	 conflicting.	 It	 is	 generally	 admitted	 that	 microvesicular	 steatosis	 (MiS)	 is	 not	

associated	with	an	increased	risk	of	PNF	[15-18].	

One	main	limitation	is	the	accuracy	of	current	methods	to	assess	the	degree	of	steatosis.	

Inspection	 at	 procurement	helps	detect	 steatosis	 but	 the	 correlation	between	 surgical	

assessment	 and	 degree	 of	 steatosis	 when	 steatosis	 exceeds	 35%	 is	 poor	 [19,	 20].	

Histopathological	 examination	 on	 frozen	 section	 is	 the	 gold-standard	 tool	 to	 evaluate	

steatosis.	However,	the	assessment	of	 liver	steatosis	 is	an	imperfect	method	with	poor	

inter-observer	agreement	and	is	poorly	correlated	with	the	true	lipid	content	of	the	liver	

tissue	[21].	The	delay	due	to	frozen	section	procedure	also	increases	cold	ischemia	time	

[22,	23].		

To	 date,	 the	 availability	 of	 objective	 and	 quantifiable	 tools	 for	 graft	 quality	 control,	

especially	 for	 the	 assessment	 of	 steatosis	 would	 be	 really	 helpful	 for	 transplantation	

team	 [24,	 25].	 We	 previously	 published	 data	 on	 the	 interest	 of	 Fourier	 Transform	

InfraRed	(FTIR)	microspectroscopy	to	precisely	evaluate	the	lipid	content	in	liver	graft	

[26].		

The	 aim	 of	 this	 study	 was	 firstly	 to	 definitely	 validate	 FTIR	 microspectroscopy	 as	 a	

reliable	method	to	rate	graft	steatosis	compared	to	the	gold	standard	of	lipidomic	assay	

using	 mass	 spectrometry	 on	 a	 series	 of	 before	 clamping	 graft	 biopsies,	 secondly	 to	

compare	 FTIR	 assessment	 of	 steatosis	 to	 histopathological	 analysis,	 and	 thirdly	 to	

correlate	 quantitative	 and	 qualitative	 graft	 steatosis	 evaluations	 with	 graft	 function,	

graft	loss	and	patient	survival.	

	

	



100 

Patients	and	methods	

Data	source	

This	 study	 was	 performed	 in	 a	 tertiary	 center	 with	 extensive	 experience	 of	 LT.	

Prospectively	 collected	 data	 of	 adult	 patients	 who	 underwent	 LT	 at	 Paul	 Brousse	

Hospital	(Villejuif,	France)	between	February	2012	and	December	2014	were	reviewed.	

All	data	were	obtained	from	computerized	medical	records.	This	study	was	conducted	in	

accordance	 with	 the	 Declaration	 of	 Helsinki	 and	 the	 International	 Conference	 on	

Harmonization	of	Good	Clinical	Practices.	All	the	patients	gave	written	informed	consent	

to	participate	in	the	retrospective	studies	of	our	centre.	We	selected	recipients	for	whom	

frozen	 tissue	 of	 the	 graft	 at	 the	 time	 of	 harvesting	 have	 been	 collected.	 Liver	 biopsy	

specimens	were	provided	by	the	centre	of	biological	resources	of	Bicêtre	(CRB	Paris	Sud,	

Bio	Banking	number:	0033-00089).	

	

Study	population	

All	 the	 patients	 received	 an	 orthotropic	 liver	 transplantation	 from	 a	 heart-beating	

donor.	 All	 the	 parameters	 known	 to	 impact	 graft	 or	 patient	 survival	 were	 recorded,	

especially	 recipient	 characteristics	 (age,	 indication	 for	 LT,	 stage	 of	 liver	 disease,	 pre-

transplant	 condition),	 donor	 characteristics	 (age,	 weight,	 body	 mass	 index,	 cause	 of	

death),	 operative	 management	 (cold	 ischemia	 time,	 number	 of	 red	 blood	 cell	

transfusion).	 During	 follow-up,	 parameters	 associated	 with	 liver	 function	 (including	

MELD	 score	 and	 Child-Pugh	 score),	 kidney	 function	 (including	 creatinine	 clearance	

estimated	 by	 the	 Cockcroft	 and	 Gault	 formula),	 post-operative	 complications,	 and	

immunosuppression	 regimen.	 Parameters	 linked	 to	 metabolic	 syndrome	 (body	 mass	

index,	treated	diabetes	mellitus,	treated	high	blood	pressure	and	treated	dyslipidaemia)	
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were	also	recorded	and	graft	and	patient	survival	were	recorded	at	Day	0,	at	intensive	

care	unit	(ICU)	discharge,	at	hospitalization	discharge,	at	one	year	and	at	the	end	of	the	

study	 (May	 14th	 2016).	 Complications	 during	 hospitalisation	 stay	 were	 defined	

according	 to	 the	Dindo-Clavien	classification	≥2	 [27].	To	evaluate	patient	outcome,	we	

defined	the	transplantation	failure	either	as	the	death	of	the	recipient	or	the	need	for	a	

re-transplantation.	

	

Pathological	assessment	

For	 each	 LT,	 surgical	 biopsies	 of	 the	 graft	 were	 systematically	 harvested	 before	

clamping	 at	 the	 time	 of	 procurement	 and	 after	 reperfusion	 at	 the	 end	 of	 the	

transplantation	 procedure,	 respectively.	 Biopsy	 samples	 were	 partly	 snap-frozen	 and	

partly	 fixed	 in	 formaldehyde.	Fixed	specimens	were	embedded	 in	paraffin	and	stained	

with	 standard	 haematoxylin-eosin-saffron	 (HES)	 and	 picrosirius	 stain.	 The	 samples	

were	 blindly	 analysed	 by	 the	 team	 of	 the	 pathological	 unit.	 Secondarily,	 all	 stained	

sections	have	been	reviewed	by	a	single	pathologist	blinded	to	clinical	information	(CG).	

MaS	 and	 MiS	 were	 rated	 using	 standardized	 assessment	 by	 an	 estimation	 of	 the	

percentage	 of	 hepatocytes	 disclosing	 large	 or	 small	 vacuoles	 respectively	 [28].	

Assessment	of	graft	steatosis	was	performed	on	HES	stained	frozen	sections	for	before	

clamping	 biopsies.	 Fibrosis	 stage	 was	 also	 reviewed	 on	 formalin-fixed	 paraffin-

embedded	 (FFPE)	 sections	and	 ischemia-reperfusion	 lesions	were	quantified	as	 slight,	

moderate	 or	 severe	 on	 FFPE	 sections	 of	 the	 reperfusion	 biopsies.	 To	 rate	 the	 overall	

steatosis	(OvS),	the	percentage	of	MaS	was	added	to	the	percentage	of	MiS.	

	

Quantification	of	hepatic	triglycerides	content	using	mass	spectrometry	
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Gas-phase	chromatography	coupled	to	mass	spectrometry	(GC/MS)	has	been	previously	

used	to	quantify	the	overall	triglyceride	liver	content	at	MetaToul	platform	[29].	Briefly,	

lipid	extraction	from	the	surgical	specimen	followed	by	GC/MS	was	done	for	each	graft	

specimen	to	determine	concentration	of	hepatic	triglycerides	and	to	classify	specimens	

into	 four	 groups	 according	 to	 the	 amount	 of	 triglycerides	 (grade	 1	 to	 4)	 as	 described	

previously	[30].	The	complete	method	is	given	in	Appendix	1.	

Estimation	 of	 hepatic	 triglycerides	 content	 using	 Fourier	 Transform	

infrared	microspectroscopy	

Fourier	Transform	InfraRed	(FTIR)	spectroscopy	analysis	was	performed	on	the	

frozen	liver	samples.	The	principle	of	FTIR	is	based	on	the	determination	of	absorption	

of	infrared	(IR)	light	due	to	resonance	with	vibrational	motions	of	functional	molecular	

groups.	A	 frequency	will	 be	 strongly	 absorbed	 if	 its	 photon	 energy	 coincides	with	 the	

vibrational	energy	levels	of	the	molecule	sample	and	all	the	absorptions	bands	of	lipids,	

proteins	and	sugars	are	seen	within	the	range	of	IR	spectrum	[31].	Therefore,	FTIR	is	a	

very	 powerful	 technique	 that	 provides	 fingerprint	 information	 on	 the	 chemical	

composition	of	the	tissue,	particularly	lipid	content	in	this	study	[32,	33].	A	frozen	tissue	

section	was	deposited	on	a	regular	glass	slide	and	the	tissue’s	IR	spectrum	was	recorded	

using	 an	 ATR-FTIR	 spectrometer	 (the	 Nicolet™	 iZ10	 module)	 connected	 to	 Nicolet™	

iN10	 infrared	microscope.	The	acquired	 IR	 spectrum	 thus	obtained	 corresponds	 to	an	

average	spectrum	of	an	area	2	x	2	mm2	of	the	tissue	section.	The	quantification	of	the	

triglyceride	(TG)	content	was	then	addressed	from	the	acquired	spectrum	by	calculating	

the	ratio	of	integrated	intensity	of	bands	attributed	to	lipids	(2800-3100	cm-1)	relative	

to	 proteins	 (Amide	 II:	 1485-1595	 cm-1)	 and	 expressed	 in	 nmol/mg	 as	 described	

previously	 [26].	 An	 experienced	 researcher	 measured	 TG	 content	 and	 mean	 of	 three	

measurements	per	 tissue	section	was	considered	as	TG	content	of	a	patient.	Then,	 the	
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patients	were	grouped	into	four	grades	according	to	TG	content	as	G0:	<43.66	nmol/mg,	

G1:	43.66-220.1	nmol/mg,	G2:	>220.1-465.5	nmol/mg,	and	G3:	>465.5	nmol/mg	[30].	

	

	

Statistical	Analysis	

	
In	 the	 case	 of	 a	 non-normal	 distribution,	 continuous	 variables	 were	 expressed	 by	

median	 and	 ranges	 and	 comparisons	 used	 non-parametric	 tests.	 In	 case	 of	 a	 normal	

distribution,	continuous	variables	were	expressed	by	mean	and	standard	deviation	(m	±	

sd)	 and	parametric	 test	 used	 such	 as	ANOVA	 and	 Student	 t-test.	 Categorical	 variables	

were	expressed	in	terms	of	the	number	of	patients	and	percentages,	chi-square	(χ2)	test	

used	for	comparisons	and	Kaplan-	survival	analysis	performed.		

Correlations	were	presented	as	scatter	plots	generated	using	Pearson	product-moment	

correlation	 coefficient	 (r	 ).	 This	 method	 was	 able	 to	 limit	 the	 impact	 of	 outliers	 and	

enable	more	robust	representations.	

The	 systematic	 bias	 corresponded	 to	 the	 systematic	 error	 that	 was	 introduced	 in	 all	

calculations,	i.e.	the	precision	of	the	values	we	obtained.	

All	 statistical	 tests	 and	 95%	 confidence	 intervals	 (CI	 95%)	 had	 a	 significance	 level	p-

value	is	less	than	the	type-I	error	rate	0.05	(α<0.05).		
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Results	

Baseline	demographic	and	clinical	characteristics	

Fifty-eight	 liver	 grafts	were	 available	 for	 the	 present	 study.	 The	 characteristics	 of	 the	

donors	 and	 recipients	 are	 given	 in	 Table	 1.	 Liver	 donor	 analyses	 assessed	 by	 the	

pathologist	on	frozen	tissue	sections	showed	that	the	mean	percentage	of	MaS,	was	2%	

and	reached	50%	for	only	one	graft.	The	mean	percentage	of	MiS	was	30%	and	exceeded	

50%	in	18	grafts.	Among	the	58	recipients,	the	main	indications	of	liver	transplantation	

were	decompensated	cirrhosis	in	23	(40%)	patients	and	hepatocellular	carcinoma	in	11	

(19%).	 The	 causes	 of	 end-stage	 liver	 disease	 were	 alcohol	 and	 non-alcoholic	

steatohepatitis	in	22	(38%)	and	7	(12%)	patients,	respectively.	The	median	MELD	score	

and	creatinine	clearance	at	transplantation	were	20.4	[6-40]	and	53.2	[15-89]	mL/min,	

respectively.		

Thirty-four	 (58%)	 patients	 experienced	 complications	 during	 the	 hospitalisation	 stay	

including	 infections	 for	23	(40%),	biliary	strictures	 for	4	(7%),	hepatic	artery	stenosis	

for	2	(3%)	and	PNF	for	2	(3%)	patients.	The	median	follow-up	duration	was	30.2	[2-63]	

months.	During	 the	 study	observation,	 5	patients	died	 and	2	were	 re-transplanted	 (at	

day	2	and	day	6	post-LT	for	PNF).	The	rates	of	graft	and	patient	survival	were	both	95%	

at	20	months	(Figure	1).	

Quantification	 of	 hepatic	 triglycerides	 and	 correlation	 between	

assessment	methods	

Using	 GC/MS,	 the	 median	 concentration	 of	 hepatic	 triglycerides	 was	 214	 [10-1045]	

nmol/mg	of	 hepatic	 tissue.	 The	 ratio	 lipids/proteins	 calculated	 by	 FTIR	measurement	

was	significantly	correlated	to	the	triglycerides	assessed	by	GC/MS	(r2=0.812)	as	shown	

in	Figure	2.		
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Both	 quantitative	 assessments	 using	 GC/MS	 and	 FTIR	 of	 hepatic	 triglycerides	 were	

positively	correlated	to	MaS,	MiS,	and	OvS	determined	by	histopathological	examination	

(Figure	3).	These	quantitative	approaches	were	able	to	divide	patients	with	a	rate	of	OvS	

between	30	and	60%	into	two	groups	(Figure	4).		

The	 overall	 concentrations	 of	 hepatic	 triglycerides	 predict	 outcome	

after	liver	transplantation	

Considering	 that	 the	 quantitative	 assessments	 using	 GC/MS	 and	 FTIR	 of	 hepatic	

triglycerides	 integrate	 the	 overall	 steatosis	 of	 the	 graft,	 we	 evaluated	 whether	 these	

measurements	 could	 predict	 patient	 outcome.	 The	 most	 discriminant	 thresholds	 of	

triglycerides	level	to	transplant	failure	were	7.7	and	7.35	Log2	nmol/mg	(whether	59.29	

et	54.02	nmol/mg)	of	hepatic	tissue	using	GC/MS	and	FTIR,	respectively	(Figure	4).	

The	multivariate	analysis	of	factors	associated	with	the	quantification	of	hepatic	content	

of	triglycerides	using	GC/MS	and	FTIR	is	shown	in	Table	2	and	Table	3,	respectively.	The	

quantification	 of	 hepatic	 content	 of	 triglycerides	 using	 GC/MS	 was	 significantly	

associated	with	patient	survival	at	the	end	of	the	follow-up	and	transplantation	failure	

(p-value<0.0001,	 OR=15.28,	 95%CI	 1.62-760.02).	 There	 is	 also	 a	 trend	 to	 predict	 the	

occurrence	 of	 a	 treated	 dyslipidaemia	 at	 one	 year	 after	 LT.	 The	 estimation	 of	 hepatic	

content	 of	 triglycerides	 using	 FTIR	 was	 significantly	 associated	 with	 one-year	 post-

transplant	survival	(p<0.0001).	
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Discussion	

Obtaining	a	reliable	and	reproducible	measurement	of	steatosis	of	liver	graft	is	a	major	

issue	 in	 liver	transplantation.	First	of	all,	our	study	confirmed	that	 it	 is	possible	to	use	

FTIR-spectroscopy	to	measure	the	graft	steatosis	on	a	cohort	of	liver	transplant	patients	

as	previously	described	 [26,	30].	 Indeed,	measurements	of	TG	 levels	by	FTIR	are	well	

correlated	 as	 previously	 described	 by	 us	with	 GC/MS	measurements	which	 represent	

the	 gold	 standard	 to	 determine	 the	 lipid	 content	 in	 liver.	 These	 results	 are	 in	 total	

agreement	with	those	we	obtained	in	12	surgical	biopsies	sampled	at	harvesting	of	liver	

grafts	 right	 before	 clamping,	 showing	 that	 the	 theoretical	 amount	 of	 TG	 estimated	 by	

FTIR	analysis	was	comparable	to	the	true	TG	content	[26]	

In	the	current	study,	the	correlation	between	histological	assessment	of	steatosis	and	TG	

measurement	by	GC/MS	or	FTIR	is	also	pretty	good.	In	a	previous	study,	we	have	shown	

conversely	that	the	histological	estimation	of	steatosis	is	poorly	correlated	with	the	true	

lipid	 content	of	 the	 liver	 tissue	after	 lipid	extraction	 from	 the	 same	surgical	 specimen	

followed	by	GC-MS	[30].	This	discrepancy	could	be	explained	by	differences	in	liver	lipid	

content;	in	the	current	study,	the	global	lipid	content	is	lower	as	in	the	previous	one	as	

all	livers	were	selected	for	transplantation.		

Quantification	 of	 TG	 liver	 content	 by	 FTIR-spectroscopy	 was	 performed	 here	 using	 a	

Nicolet™	 iN10	 infrared	microscope.	 The	use	 of	 an	ATR-FTIR	 connected	 to	 a	 computer	

makes	it	possible	to	implement	the	technique	at	the	hospital	and	offers	the	possibility	to	

quickly	analysis	 the	content	of	 liver	steatosis	 in	an	objective	manner.	Non-medical	but	

trained	staff	could	use	the	device.	In	the	context	of	liver	transplantation,	results	could	be	

obtained	without	delaying	 the	harvesting	procedure	 and	LT.	 FTIR-spectroscopy	offers	

other	 advantages	 than	 evaluation	 of	 steatosis.	 It	 could	 provide	 complementary	
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information	 on	 the	 chemical	 composition	 of	 the	 liver	 such	 as	 glycogen	 content	 and	

collagens	linked	to	fibrosis	[29,	31].		

	

Previous	 clinical	 studies	 have	 shown	 the	 feasibility	 and	 reliability	 of	 evaluating	 liver	

steatosis	 by	 using	 spectroscopy	 [35-37].	 In	 the	 study	 of	 Evers	 et	 al.,	 spectroscopic	

measurements	were	performed	 in	vivo	 in	17	patients	 in	 liver	 tissue	during	LT	and	ex	

vivo	 on	 liver	 resection	 specimens	 from	 41	 patients.	 Correlation	 between	 the	

pathologists’	analysis	and	the	spectroscopic	measurement	was	good	in	both	conditions	

(R2	0.949	and	R2	0.854,	respectively).	 In	a	recent	study,	Golse	et	al.	demonstrated	the	

accuracy	 of	 pocket-sized	 micro-spectrometers	 to	 predict	 liver	 graft	 macrovacuolar	

steatosis	 [24].	The	main	advantage	of	 this	 latter	 technique	comparing	 to	FTIR	method	

used	in	our	study	is	the	non-invasive	and	quick	measurement	of	steatosis	by	this	device	

and	which	can	be	transportable	as	well.	The	positive	and	negative	predictive	values	for	

MaS	≥30%	were	100%	and	98%,	respectively.	But	this	study	did	not	scan	any	liver	graft	

over	60%	of	steatosis	and	failed	to	demonstrate	a	correlation	for	intermediate	MaS	rate	

between	30	and	60%,	which	is	an	acceptable	steatosis	rate	in	some	recipients	and	thus	

crucial	 information	 for	 determining	 the	 translatability	 of	 certain	 graft.	 Furthermore,	

neither	MiS	nor	OvS	could	be	predicted	by	the	pocket-sized	micro-spectrometer.	Finally,	

contrary	to	our	study,	no	clinical	impact	has	been	reported.	

Our	study	demonstrates	that	a	high	TG	level	in	liver	graft	had	a	negative	impact	on	the	

transplant	 course	 as	 it	 is	 associated	 with	 post-transplant	 survival	 and	 complications	

based	on	the	Dindo-Clavien	stage	≥2	(p<0.0001).	Our	study	confirms	the	large	literature	

regarding	the	negative	impact	of	steatosis	of	the	liver	grafts	on	the	LT	outcome.	Donor	

liver	 steatosis	 is	 considered	 a	 risk	 factor	 for	 poor	 post-transplantation	 outcome,	with	

increased	risk	of	PNF.	Todo	et	al.	published	two	case	reports	describing	PNF	following	
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implantation	of	two	fatty	livers	in	1980s	[5].	These	livers	showed	severe	MaS	when	the	

pre-transplant	 biopsy	 was	 examined	 retrospectively.	 Several	 studies,	 mostly	 single-

centre	 studies,	 found	 that	 severely	 (>60	 %)	 steatotic	 grafts	 are	 associated	 with	

increased	 risk	of	poor	graft	 function,	whilst	moderate–severe	 (>30	%)	 steatotic	 grafts	

are	 associated	 with	 decreased	 graft	 survival	 [12,	 38].	 It	 could	 be	 surprising	 that	 our	

study	 was	 able	 to	 demonstrate	 an	 impact	 of	 liver	 with	 high	 TG	 level	 (defined	 by	 a	

threshold	 of	 59.29	nmol/mg	of	 hepatic	 tissue)	 on	 liver	 transplant	 outcome,	 regarding	

the	 small	 number	 of	 patients	 enrolled	 and	 the	 fact	 that	 those	 liver	 grafts	 have	 been	

chosen	 to	 be	 transplant.	 One	 hypothesis	 should	 be	 that	 recipients	 transplanted	 with	

steatotic	livers	have	been	at	higher	risk	of	transplant	failure.	However,	surgeons	usually	

discarded	 poor	 grafts	 for	 high-risk	 recipients.	 Secondly,	 the	 two	 PNF	 of	 our	 study	

occurred	in	patients	who	received	grafts	with	MaS	≤30%	whereas	the	MiS	was	30	and	

20%,	 respectively,	 and	 the	 concentration	 of	 TG	 was	 up	 to	 54.02	 nmol/mg	 of	 hepatic	

tissue	for	both	grafts.		

This	result	reopens	the	debate	about	the	importance	of	considering	MiS	as	well	as	MaS.	

Indeed,	MiS	 is	 known	 to	be	 less	deleterious	 than	MaS,	 in	particular,	 enable	 to	worsen	

ischemia-reperfusion	 features	 [39].	 But,	 in	 several	 liver	 diseases,	 MiS	 is	 considered	 a	

more	 serious	 condition	 often	 associated	 with	 impaired	 mitochondrial	 beta-oxidation	

and,	 therefore,	 a	 less	 favourable	 prognosis	 [40].	Most	 studies	 failed	 to	 distinguish	 the	

impact	of	MiS	and	MaS	on	graft	 function	as	both	 conditions	 coexist	 in	 the	 liver	grafts.	

Sharkey	 et	 al.	 identified	 two	 subgroups	 of	MiS.	High-grade	MiS	 presented	many	 small	

vesicles	 that	 filled	 the	cell	 cytoplasm	with	cell	 enlargement	and	was	more	 likely	 to	be	

associated	with	delayed	graft	function	in	the	postoperative	period	[18].	Cieślak	et	al.	did	

a	 retrospective	analysis	of	269	 liver	 transplantations.	They	 found	 that	 the	 risk	of	PNF	

was	significantly	related	to	MiS	(p-value<0.021)	[41].	Finally,	Yoong	et	al.	analysed	the	
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outcome	of	116	patients	after	re-LT	and	suggested	that	severe	MiS	≥	66%	of	hepatocytes	

was	 associated	with	 a	 significantly	 higher	 rate	 of	 PNF	 (p-value<0.01)	 [15].	More	 than	

opposing	 MiS	 and	 MaS,	 spectroscopic	 tools	 make	 it	 possible	 to	 perform	 an	 overall	

measurement	of	steatosis,	or	rather	to	evaluate	the	lipid	load	of	hepatocytes.	If	our	study	

is	 able	 to	 highlight	 an	 adverse	 outcome	 for	 fatty	 livers,	 it	 may	 be	 precisely	 because,	

thanks	to	spectroscopy,	we	take	into	account	the	overall	rate	of	hepatic	lipid	content.	

In	 a	 very	 next	 future,	 it	 will	 be	 of	 importance	 to	 quantify	 the	 OvS.	 Ex	 situ	 machine	

perfusion,	a	novel	method	in	graft	preservation,	is	showing	great	promise	in	providing	a	

tool	 for	the	recovery	and	reconditioning	of	marginal	 livers	[42].	 In	the	epidemic	era	of	

obesity	and	metabolic	syndrome,	reconditioning	these	steatotic	livers	could	increase	the	

number	of	LT	performed.	In	most	studies,	standard	tools	have	been	used	to	evaluate	the	

so-called	defatting	as	blood	TG	levels,	markers	of	graft	function	[43-45].	We	believe	that	

FTIR	 measurements	 would	 provide	 a	 quick	 and	 precise	 method	 to	 evaluate	 the	

transplantability	of	such	reconditionned	steatotic	livers.	

In	conclusion,	our	study	shows	that	FTIR-spectroscopy	which	is	an	easy-to-use	and	fast	

procedure	 less	 than	 20mn	 provides	 a	 very	 good	 reflection	 of	 the	 true	 triglyceride	

content	 of	 liver	 tissue	 and	 more	 importantly,	 that	 the	 TG	 content	 assessed	 by	 FTIR-

spectrosocpy	 is	 associated	with	LT	outcome.	FTIR	 could	be	 implemented	easily	 in	 the	

liver	transplantation	process	helping	transplant	teams	to	choose	better	graft	in	term	of	

steatosis.	 It	 positions	 FTIR-spectroscopy	 as	 an	 additional	 decision-making	 tool	 to	

evaluate	a	graft	before	transplantation.	
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Table	 1:	 Donors	 and	 recipients	 characteristics	 according	 to	 steatosis	

stage	assessed	by	histopathological	analysis	

	
Overall	

population	
	

Overall	
steatosis	
≤30%	

Overall	
steatosis	

>30%	to	≤60%	

Overall	
steatosis	
>60%	

Number	of	patients	 58	 28	 9	 21	

Donors	characteristics	

Age	(years)	 56.5	[18-85]	 74.5	[18-85]	 55.0	[47-77]	 54.0	[33-77]	

Male	gender	 38	(66)	 17	(60)	 6	(67)	 15	(71)	

Body	mass	index	(Kg/m2)	 22.3	[18-42]	 25.5	[20-35]	 28.4	[22-40]	 26.0	[18-42]	

Causes	of	death	 	 	 	 	

Vascular	 36	(62)	 17	(61)	 7	(78)	 12	(57)	

Trauma	 15	(26)	 8	(28)	 1	(11)	 6	(29)	

Anoxia	 7	(12)	 3	(11)	 1	(11)	 3	(14)	

AST	(IU/L)	 35.0	[13-249]	 32.0	[15-249]	 38.0	[13-121]	 34.0	[16-224]	

ALT	(IU/L)	 26.5	[7-270]	 31.0	[8-232]	 19.0	[8-99]	 27.5	[7-270]	

GGT	(IU/L)	 35.0	[6-331]	 35.0	[10-331]	 28.0	[7-329]	 42.0	[6-136]	
Macrovesicular	steatosis	

(%)	 2	[0-50]	 0	[0-30]	 2	[0-25]	 10	[0-50]	

Microvesicular	steatosis	
(%)	 30	[0-90]	 0	[0-30]	 40	[30-60]	 80	[40-90]	
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Table	1:	Donors	and	recipients	characteristics	according	to	steatosis	

stage	assessed	by	histopathological	analysis	(Suite)	
	

Recipients	characteristics	and	clinical	outcome	

Age	(years)	 55.5	[19-70]	 53.5	[19-70]	 54.0	[31-61]	 58.0	[26-70]	

Male	gender	 39	(67)	 23	(81)	 5	(56)	 11	(52)	

Body	mass	index	(kg/m2)	 23.1	[17-45]	 27.1	[17-45]	 28.4	[22-40]	 26.3	[19-37]	

Indications	of	LT	 	 	 	 	

Decompensated	cirrhosis	 23	(40)	 13	(46)	 4	(45)	 6	(29)	

Hepatocellular	carcinoma	 11	(19)	 6	(22)	 2	(22)	 3	(14)	

Other*	 24	(41)	 9	(32)	 3	(33)	 12	(57)	

MELD	score	at	listing	 20.4	[6-40]	 22.0	[6-40]	 19.0	[11-34]	 20.5	[6-38]	
Graft	weight	to	body	weight	ratio	

(%)	 1.7	[0.9-3.9]	 1.7	[0.9-3.9]	 2.0	[1.2-3.0]	 2.3	[1.1-3.1]	

Cold	ischemia	time	(min)	 473.5	[150-
822]	

496	[279-
801]	

500.0	[150-
792]	

450.[289-
822]	

Per-operative	transfusion	 7.0	[1-19]	 7.0	[1-19]	 6.0	[1-10]	 7.5	[1-17]	

Peak	within	1	week	after	surgery	

AST	(IU/L)	 1158	[42-
14414]	

1112	[76-
6023]	

1500	[255-
14414]	

1534	[42-
7087]	

ALT	(IU/L)	 704.[37-
12301]	

655[37-
3656]	

704[165-
12301]	

998.[52-
2529]	

GGT	(IU/L)	 103.0	[14-
508]	

105.0	[18-
354]	 112.0	[30-376]	 69.0	[14-508]	

Total	bilirubin	(µmol/L)	 84.0	[12-374]	 97.0	[33-374]	 84.0	[54-217]	 47.0	[12-169]	

INR	 3.0	[1.1-4.2]	 3.5	[1.5-4.2]	 3.2	[1.9-3.9]	 3.5	[1.1-4.1]	

Creatininemia	(µmol/L)	 91.3	[45-730]	 95.3	[47-419]	 119.0	[69-158]	 85.6	[45-730]	

UCI	stay	(days)	 9.0	[2-88]	 10.0	[3-35]	 5.0	[2-7]	 11.0	[3-88]	

Hospitalisation	stay	(days)	 15.5	[0-67]	 17.0	[0-67]	 10.0	[0-22]	 14.0	[0-57]	
Overall	complications	during	

hospitalisation	 34	(58)	 15	(53)	 4	(44)	 15	(71)	

Quantitative	 results	 are	 expressed	 as	 median	 and	 interquartiles.	 Qualitative	 results	 are	

expressed	as	number	and	percentages.		

*	Including	fulminant	hepatitis	(n=7),	retransplantation	(n=7),	cholestatic	diseases	(n=4),	intra-

hepatic	tumours	other	than	hepatocellular	carcinoma	(n=3)	and	metabolic	diseases	(n=3)	
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Table	 2:	 Factors	 significantly	 associated	 with	 the	 quantification	 of	

hepatic	content	of	triglycerides	using	GC/MS		

	 Univariate	analysis	 Prediction	according	to	the	threshold	of	7.7	

	 	 p-value	 Odd	Ratio	
95%	Confidence	

Interval	

p-value	

	 	 	 	 Lower	 Upper	 	

Macrovesicular	

steatosis	
2.0	[0-50]	 <0.0001	 	 	 	 	

Microvesicular	

steatosis	
30.0	[0-90]	 <0.0001	 	 	 	 	

Male	gender	of	

recipient	
39	(67%)	 0.04	 2.46	 0.70	 8.95	 0.11	

Bilirubinemia	level	at	

hospitalization	

discharge	>17µmol/L	

16.0	[4-

180]	
0.02	 1.14	 0.36	 4.32	 0.82	

Complications	during	

hospitalisation	stay	
34	(58%)	 0.05	 0.05	 0.27	 0.075	 0.93	

Treated	

dyslipidaemia	at	the	

end	of	follow-up	

16	(28%)	 0.04	 1.28	 0.32	 5.70	 0.79	

Transplant	failure*	

at	the	end	of	follow-

up	

51	(91%)	 <0.0001	 15.28	 1.62	 760.02	 <0.0001	

Survival	at	the	end	

of	follow-up	
53	(88%)	 <0.0001	 <0.0001	 <0.0001	 2.01	 <0.0001	

*Transplant	 failure	 means	 death	 and/or	 retransplantation.	
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Table	3:	Factors	significantly	associated	with	the	estimation	of	hepatic	

content	of	triglycerides	using	FTIR	

	

	 Univariate	analysis	
Prediction	according	to	the	threshold	

of	7.35	

	 	 p-value	
Odd	

Ratio	

95%	Confidence	

Interval	

p-

value	

	 	 	 	 Lower	 Upper	 	

Macrovesicular	

steatosis	
2.0	[0-50]	 <0.0001	 	 	 	 	

Microvesicular	

steatosis	

30.0	[0-

90]	
<0.0001	 	 	 	 	

Male	gender	of	

recipient	

39	

(67.2%)	
0.03	 2.19	 0.61	 8.04	 0.16	

Complications	

during	

hospitalisation	

stay	

34	(58%)	 0.03	 0.73	 0.21	 2.57	 0.57	

One	year-

survival	
55	(95%)	 0.01	 <0.0001	 0.66	 <0.0001	 0.03	
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Figure	legends	

Figure	 1:	 Patient	 and	 graft	 survivals	 (Kaplan-Meier)	 after	 liver	 transplantation	

among	58	patients	

	

Figure	2:	Correlation	between	GC/MS	and	FTIR	measurements	of	hepatic	content	

of	triglycerides	

TG	levels	were	estimated	using	the	lipid/protein	ratio	obtained	from	spectrum	in	FTIR.	

FTIR:	Infrared	microspectroscopy;	GC/MS:	Gas-phase	chromatography	coupled	to	mass	

spectrometry;	TG:	triglycerides	

	

Figure	3:	Distribution	of	steatosis	according	to	GC/MS	and	FTIR	measurements	of	

hepatic	content	of	triglycerides	

TG	levels	were	estimated	using	the	lipid/protein	ratio	obtained	from	spectrum	in	FTIR.	

Each	dot	 represents	one	 sample	and	 the	 size	of	 the	dot	 represents	 the	percentages	of	

steatosis,	 macrovacuolar,	 microvesicular	 and	 overall	 steatosis,	 respectively.	 To	 better	

identified	the	distribution	of	samples,	percentages	of	steatosis	<30%	are	represented	in	

red,	percentages	of	steatosis	≥30%	and	<60%	are	represented	in	green	and	percentages	

of	 steatosis	 ≥60%	are	 represented	 in	 blue.	 FTIR:	 Infrared	microspectroscopy;	 GC/MS:	

Gas-phase	chromatography	coupled	to	mass	spectrometry;	TG:	triglycerides.	

	

Figure	 4:	 Distribution	 of	 clinical	 events	 according	 to	 GC/MS	 and	 FTIR	

measurements	of	hepatic	content	of	triglycerides	

TG	levels	were	estimated	using	the	lipid/protein	ratio	obtained	from	spectrum	in	FTIR.	

Each	dot	represents	one	sample	and	the	size	of	the	dot	represents	the	percentages	of	the	
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overall	 steatosis,	 macrovacuolar	 plus	 microvesicular.	 Seven	 patients	 experienced	 a	

transplant	failure	during	follow-up,	5	patients	died	(represented	in	red)	and	2	patients	

were	retransplanted	(represented	in	green).	FTIR:	Infrared	microspectroscopy;	GC/MS:	

Gas-phase	chromatography	coupled	 to	mass	spectrometry;	TG:	 triglycerides.	The	most	

discriminant	threshold	of	triglycerides	level	to	transplant	failure	was	7.7	Log2	nmol/mg	

using	GC/MS.	
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Appendix	1	

Method	to	quantify	and	estimate	hepatic	triglycerides	

content	using	mass	spectrometry		

Liver	samples	

Tissues	were	collected	during	a	surgical	procedure.	Then,	they	were	fixed	in	formalin	for	

routine	pathological	 assessment	and	one	 specimen	of	was	 immediately	 snap	 frozen	 in	

liquid	nitrogen	and	stored	at	−80	°C	until	use.		

Tissue	section	

Serial	 sections	were	 cut	 from	 frozen	 specimens	with	6	μm	 thickness	 at	 −20	 °C	with	 a	

CM3050-S	 cryostat	 (Leica	 Microsystèmes	 SAS,	 France)	 and	 alternately	 deposited	 on	

glass	 slide	 for	 histological	 control	 or	 on	 a	 gold	 coated	 sample	 holder	 mirrIR	

(Tientascience,	 Indianapolis,	 IN)	 for	 Fourier	 transform-infrared	 (FTIR)	

microspectroscopy.	 Sections	 for	 histology	 were	 stained	 with	 haematoxylin,	 eosin	 and	

safran.	Sections	for	microspectroscopy	were	dried	at	room	temperature.	

Lipid	profiling	

Lipidomic	 analysis	 was	 performed	 on	 the	 platform	 MetaToul	 at	 IFR150	 (Toulouse,	

France).	Liver	biopsies	(5–10	mg)	were	homogenized	in	2	ml	of	methanol	containing	5	

mM	EGTA	(2	:	1	v/v)	with	FAST-PREP	(MP	Biochemicals).	The	equivalents	of	0.5	mg	of	

tissue	 were	 evaporated,	 the	 dry	 pellets	 were	 dissolved	 in	 0.25	 ml	 of	 NaOH	 (0.1	 M)	

overnight	and	proteins	were	measured	with	the	Bio-Rad	assay.	The	quantification	of	the	

lipids	is	expressed	in	nmol	per	mg	of	total	proteins.	

Lipids	 corresponding	 to	 an	 equivalent	 of	 1	 mg	 of	 tissue	 were	 extracted	 according	 to	

Bligh	 and	 Dyer	 in	 dichloromethane–methanol–water	 (2.5	 :	 2.5	 :	 2.1,	 v/v/v),	 in	 the	
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presence	 of	 15	 μg	 of	 glyceryl	 triheptadecanoate	 as	 an	 internal	 standard.	 The	

dichloromethane	 phase	 was	 evaporated	 to	 dryness	 and	 dissolved	 in	 20	 μl	 of	 ethyl	

acetate.	1	μl	of	the	lipid	extract	was	analysed	by	gas-liquid	chromatography	on	a	FOCUS	

Thermo	Electron	system	using	an	Zebron-1	Phenomenex	fused	silica	capillary	column	(5	

m	x	0.32	mm	i.d.,	0.50	μm	film	thickness).	Oven	temperature	was	programmed	from	200	

°C	to	350	°C	at	a	rate	of	5	°C	per	min	and	the	carrier	gas	was	hydrogen	(0.5	bar).	The	

injector	 and	 the	 detector	 were	 set	 at	 315	 °C	 and	 345	 °C	 respectively.	 For	 fatty	 acid	

methyl	 ester	 (FAME)	 analysis	 such	 as	 for	 saturated,	 unsaturated	 and	polyunsaturated	

fatty	acids	as	well	as	total	C16	and	C18,	homogenates	were	extracted	as	neutral	lipids	in	

the	 presence	 of	 the	 internal	 standards	 glyceryl	 triheptadecanoate	 (2	 μg),	 and	

transmethylated	 for	 1	 h	 in	 boron	 trifluoride	methanol	 solution	 (10%)	 at	 55	 °C.	 After	

addition	of	water	(1	ml)	to	the	crude,	FAMEs	were	extracted	with	hexane	

(3	ml),	evaporated	to	dryness	and	dissolved	in	ethyl	acetate	(20	μl).	FAMEs	(1	μl)	were	

analysed	 by	 gas-liquid	 chromatography	 on	 a	 Claus	 600	 Perkin	 Elmer	 system	 using	 a	

Famewax	RESTEK	fused	silica	capillary	column.	

	

	

	

	

	

	



124 

	

Figure	1:	Pa,ent	and	gra0	survivals	a0er	liver	transplanta,on	among	the	58	pa,ents			
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Figure	3:	Distribu.on	of	steatosis	according	to	GC/MS	and	FTIR	measurements	of	hepa.c	content	of	triglycerides		
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Figure	4:	Projec.on	of	events	on	GC/MS	and	FTIR	measurements	of	hepa.c	triglycerides	content		
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5.3 Méthodes	
Nous	 avons	 mené	 une	 étude	 rétrospective,	 monocentrique,	 ayant	 inclus	 58	 patients	

transplantés	hépatiques,	au	centre	hépato-biliaire	de	2012	à	2014.	

Les	conditions	pour	être	inclus	étaient	que	la	mesure	du	contenu	lipidique	par	FTIR	soit	

disponible,	 de	 même	 que	 la	 mesure	 par	 spectroscopie	 de	 masse	 (Dr	 Kaščáková)	 et	

l'analyse	 anatomopathologique	 (Pr	 Guettier).	 L'évaluation	 anatomopathologique	 de	 la	

stéatose	 était	 réalisée	 en	 aveugle	 des	 résultats	 de	 la	 FTIR.	 La	 stéatose	 globale,	

macrovacuolaire	et	microvésiculaire	était	décrite	et	quantifiée	en	pourcentage.		

La	chromatographie	en	phase	gazeuse	couplée	à	la	spectrométrie	de	masse	a	été	utilisée	

pour	quantifier	le	contenu	en	triglycérides	du	foie	sur	la	plateforme	MetaToul.	En	bref,	

une	 extraction	 lipidique	 de	 l'échantillon	 chirurgical	 suivie	 d'une	 chromatographie	 en	

phase	 gazeuse	 couplée	 à	 la	 spectrométrie	 de	 masse	 a	 été	 effectuée	 pour	 chaque	

échantillon	de	greffon	afin	de	déterminer	la	concentration	en	triglycérides	hépatique	et	

de	classer	les	échantillons	en	quatre	groupes	en	fonction	de	la	quantité	de	triglycérides	

(grades	1	à	4).	Nous	avions	déjà	décrit	cette	technique	précédemment	(212,	213).	

Une	 analyse	 FTIR	 a	 été	 effectuée	 sur	 des	 échantillons	 de	 foie	 congelés	 à	 l’aide	 d’un	

spectromètre	 ATR-FTIR	 (module	 Nicolet	 ™	 iZ10)	 connecté	 au	 microscope	 infrarouge	

Nicolet	 ™	 iN10.	 Le	 spectre	 infrarouge	 acquis	 ainsi	 obtenu	 correspond	 à	 un	 spectre	

moyen	d'une	zone	de	2	x	2	mm2	de	la	coupe	de	tissu.	La	quantification	de	la	teneur	en	

triglycérides	 a	 ensuite	 été	 obtenue	 à	 partir	 du	 spectre	 acquis	 en	 calculant	 le	 rapport	

d'intensité	 intégrée	 des	 bandes	 attribuées	 aux	 lipides	 par	 rapport	 aux	 protéines	 et	

exprimé	en	nmol/mg	(211).	

Enfin,	 l'ensemble	 des	 données	 clinico-biologiques	 pertinentes	 pré-	 et	 post-

transplantation	ont	été	recueillies	de	façon	rétrospective.	

5.4 Résultats	principaux	et	discussion	
Parmi	les	58	prélèvements	de	greffons	provenant	des	58	patients	inclus,	le	pourcentage	

moyen	 de	 stéatose	 macrovacuolaire	 et	 de	 stéatose	 microvésiculaire,	 évalué	 par	 le	

pathologiste,	 était	 de	 2%	 à	 30%,	 respectivement.	 La	 concentration	 moyenne	 en	

triglycérides	 hépatiques	mesurée	 par	 chromatographie	 couplée	 en	 phase	 gazeuse	 à	 la	
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spectrométrie	 était	 de	 214	 [10-1045]	 nmol/mg	 de	 tissu	 hépatique.	 L'estimation	 de	 la	

teneur	 en	 triglycérides	 obtenue	par	 FTIR	 était	 significativement	 corrélée	 (r2	 =	 0,812)	

avec	les	résultats	de	la	concentration	moyenne	en	triglycérides	hépatiques	mesurée	par	

chromatographie	 couplée	 en	 phase	 gazeuse	 à	 la	 spectrométrie.	 Trente-quatre	 (58%)	

patients	ont	présenté	des	complications	définies	par	un	stade	Dindo-Clavien	≥2,	dont	2	

non-fonction	primaire	du	greffon	et	5	décès.	Le	seuil	le	plus	discriminant	entre	le	niveau	

de	triglycérides	et	l’échec	de	la	TH	était	de	59,29	et	54,02	nmol/mg	de	tissu	hépatique	

obtenu	 par	 spectrométrie	 et	 FTIR,	 respectivement.	 La	 quantification	 du	 contenu	

hépatique	 en	 triglycérides	 par	 GC	 /	MS	 était	 significativement	 associée	 à	 la	 survie	 du	

patient	 à	 la	 fin	 du	 suivi	 (p<0,0001)	 et	 à	 un	 échec	 de	 la	 transplantation	 (p	 <0,0001).	

L'estimation	 du	 contenu	 hépatique	 en	 triglycérides	 à	 l'aide	 de	 FTIR	 était	

significativement	associée	à	la	survie	après	greffe	d'un	an	(p<0,0001).	

Notre	étude	a	confirmé	qu'il	était	possible	d'utiliser	la	FTIR	pour	mesurer	la	stéatose	du	

greffon	sur	une	cohorte	de	patients	transplantés	du	foie	comme	décrit	précédemment.	

En	effet,	 les	mesures	des	taux	de	TG	par	FTIR	sont	bien	corrélées,	comme	nous	l’avons	

précédemment	 décrit,	 avec	 les	 mesures	 obtenues	 par	 spectrométrie	 de	 masse	 qui	

représentent	le	gold	standard	pour	déterminer	le	contenu	lipidique	dans	le	foie.		

Dans	 notre	 étude,	 la	 corrélation	 entre	 l'évaluation	 histologique	 de	 la	 stéatose	 et	 la	

mesure	des	TG	par	FTIR	ou	spectrométrie	est	également	assez	bonne.	Dans	une	étude	

précédente,	nous	avions	montré	au	contraire	que	l'estimation	histologique	de	la	stéatose	

était	faiblement	corrélée	au	contenu	en	lipides	réels	du	tissu	hépatique	après	extraction	

des	 lipides	du	même	échantillon	chirurgical	suivi	d'une	spectrométrie	de	masse	(213).	

Cette	différence	pourrait	être	expliquée	par	les	différences	de	contenu	lipidique	du	foie;	

dans	la	présente	étude,	la	teneur	globale	en	lipides	est	plus	basse,	tous	les	foies	ayant	été	

sélectionnés	pour	une	transplantation,	ce	qui	n'était	pas	le	cas	dans	l'étude	précédente.	

L'utilisation	 d'un	 spectroscope	 FTIR	 connecté	 à	 un	 ordinateur	 permet	 de	 mettre	 en	

œuvre	la	technique	à	l'hôpital	et	offre	la	possibilité	d'analyser	rapidement	le	contenu	de	

la	 stéatose	 hépatique	 de	 manière	 objective.	 Un	 personnel	 non	 médical	 mais	 formé	

pourrait	 utiliser	 l'appareil.	 Dans	 le	 contexte	 de	 la	 transplantation	 hépatique,	 des	

résultats	 pourraient	 être	 obtenus	 sans	 retarder	 la	 procédure	 de	 prélèvement.	 Cette	

technique	pourrait	aussi	permettre	de	fournir	des	informations	complémentaires	sur	la	

composition	chimique	du	foie,	telles	que	la	teneur	en	glycogène	et	les	collagènes	liés	à	la	

fibrose.	
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Notre	étude	n'est	pas	la	seule	à	montrer	la	faisabilité	et	la	fiabilité	de	l’évaluation	de	la	

stéatose	hépatique	par	spectroscopie	(214-216).	En	particulier,	dans	une	étude	récente,	

Golse	et	al.	ont	démontré	la	précision	des	micro-spectromètres	de	poche	pour	prédire	la	

stéatose	 macrovacuolaire	 du	 greffon	 du	 foie	 (217).	 Le	 principal	 avantage	 de	 cette	

dernière	 technique	 par	 rapport	 à	 la	 méthode	 FTIR	 utilisée	 dans	 notre	 étude	 est	 la	

mesure	non	invasive	et	rapide	de	 la	stéatose	par	ce	dispositif,	qui	peut	également	être	

transportable.	Mais	 cette	méthode	n'a	 pas	démontré	de	 corrélation	pour	une	 stéatose	

macrovacuolaire	entre	30	et	60%,	taux	de	stéatose	acceptable	chez	certains	receveurs	et	

donc	 essentiel	 pour	 déterminer	 la	 transplantabilité	 de	 certains	 organes.	 En	 outre,	 le	

spectromètre	 de	 poche	 n'a	 pas	 été	 comparé	 à	 la	mesure	 globale	 de	 la	 stéatose.	 Enfin,	

contrairement	 à	 notre	 étude,	 aucune	 influence	 clinique	 n’a	 été	 rapportée.	

Notre	 étude	 démontre	 qu'un	 taux	 élevé	 de	 TG	 dans	 la	 greffe	 du	 foie	 a	 eu	 un	 impact	

négatif	sur	le	déroulement	de	la	greffe	car	il	est	associé	à	la	survie	après	la	greffe	et	à	des	

complications	basées	sur	 le	stade	Dindo-Clavien	≥2	(p	<0,0001).	Notre	étude	confirme	

l’importante	 littérature	 concernant	 l’impact	 négatif	 de	 la	 stéatose	 du	 greffon	 sur	 le	

résultat	de	la	TH.	Les	deux	non-fonction	primaires	de	notre	étude	sont	survenues	chez	

des	patients	ayant	reçu	un	greffon	ayant	une	stéatose	macrovacuolaire	≤	30%,	alors	que	

la	valeur	de	 la	 stéatose	microvésiculaire	était	de	30	et	20%,	 respectivement,	 et	que	 la	

concentration	en	TG	atteignait	54,02	nmol/mg	de	tissu	hépatique	pour	les	deux	greffons.	

Ce	résultat	relance	le	débat	sur	l’importance	de	prendre	en	compte	la	stéatose	globale.	

En	effet,	la	stéatose	microvésiculaire	est	connue	pour	être	moins	délétère	que	la	stéatose	

macrovacuolaire,	mais	pourrait	aggraver	les	signes	d’ischémie-reperfusion	et	altérer	la	

bêta-oxydation	 mitochondriale	 (171,	 173).	 Les	 outils	 spectroscopiques	 permettent	

d'effectuer	une	mesure	globale	de	la	stéatose,	ou	plutôt	d'évaluer	la	charge	lipidique	des	

hépatocytes.	Si	notre	étude	est	en	mesure	de	mettre	en	évidence	une	issue	défavorable	

pour	ces	foies	gras,	c'est	peut-être	précisément	parce	que,	grâce	à	la	spectroscopie,	nous	

prenons	 en	 compte	 le	 taux	 global	 du	 contenu	 lipidique	 hépatique.	

Dans	 un	 très	 proche	 avenir,	 il	 sera	 important	 de	 quantifier	 rapidement	 et	 de	 façon	

répétée	 la	stéatose.	Les	machines	de	perfusion	du	greffon	semblent	être	prometteuses	

pour	 optimiser	 voire	 reconditionner	 des	 foies	 marginaux.	 En	 période	 d'épidémie	

d'obésité	et	de	 syndrome	métabolique,	 le	 reconditionnement	de	 ces	 foies	 stéatosiques	

pourrait	 augmenter	 le	 nombre	 de	 TH	 réalisées,	 procédé	 nommé	 "defatting".	 En	

conclusion,	 notre	 étude	 montre	 que	 la	 spectroscopie	 FTIR,	 une	 procédure	 rapide	 et	
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facile	à	utiliser,	 reflète	 très	bien	 le	 contenu	réel	en	 triglycérides	du	 tissu	hépatique	et,	

plus	important	encore,	que	le	contenu	en	TG	évalué	par	spectroscopie	FTIR	est	associé	

aux	 résultats	 de	 TH.	 FTIR	 pourrait	 être	 facilement	 implémenté	 dans	 le	 processus	 de	

transplantation	hépatique	en	aidant	les	équipes	de	transplantation	à	choisir	le	meilleur	

greffon	 en	 termes	 de	 stéatose.	 Il	 positionne	 la	 spectroscopie	 FTIR	 comme	un	 outil	 de	

prise	 de	 décision	 supplémentaire	 pour	 évaluer	 les	 greffons	 avant	 transplantation.
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6 Conclusions	générales	et	perspectives	
L’objectif	 de	 ce	 travail	 de	 thèse	 était	 d’identifier	 de	 nouveaux	 outils	 diagnostiques	 ou	

pronostiques	de	 la	NAFLD,	 dans	 le	 contexte	 général,	 comme	 celui	 de	 la	TH.	 Ce	 travail	

s’inscrit	dans	un	contexte	d’augmentation	de	la	prévalence	et	de	l’incidence	de	la	NAFLD	

à	 travers	 le	 monde,	 mais	 également	 des	 travaux	 scientifiques	 s’y	 rapportant.	 En	

particulier,	alors	qu’à	ce	jour,	aucun	médicament	n’a	obtenu	la	mise	sur	le	marché	pour	

traiter	 la	 NASH,	 plusieurs	 molécules	 sont	 en	 développement	 dont	 une,	 l’acide	

obéticholique,	dont	 les	résultats	en	Phase	III	devrait	permettre	un	accès	à	court	 terme	

pour	 les	 patients	 dans	 cette	 indication.	 Ainsi,	 développer	 des	 outils	 non	 invasifs	 pour	

discriminer	 les	 patients	 candidats	 aux	 traitements	 s’avère	 nécessaire.	 A	 ce	 jour,	 seule	

l’histologie	 permet	 de	 poser	 formellement	 le	 diagnostic.	 Le	 nombre	 de	 patients	 à	

prendre	en	charge	ne	permettra	pas	de	conserver	ce	gold-standard.		

Grâce	aux	résultats	de	la	première	partie	de	cette	thèse,	nous	disposons	d’une	signature	

lipidique	 de	 la	 NASH	 qui	 permet	 de	 distinguer	 les	 témoins	 et	 les	 patients	 ayant	 une	

stéatose	simple	des	patients	ayant	une	NASH.	Ce	travail	permet	aussi	de	confirmer	que	

la	lipotoxicité	jouent	un	rôle	central	dans	la	physiopathologie	de	la	NAFLD.	Nous	avons	

confirmé	dans	 cette	 étude	 une	dérégulation	 de	 la	 voie	métabolique	 impliquée	 dans	 la	

synthèse	 des	 acides	 gras	 dans	 la	NASH.	Nos	 résultats	 ont	 démontré	 également	 que	 le	

rapport	 n-6	 sur	 n-3	 était	 significativement	 augmenté,	 associé	 à	 une	 diminution	

significative	 n-3	 chez	 l'homme	 et	 la	 souris.	 La	 concentration	 mais	 également	 la	

composition	 lipidique	 hépatique	 peuvent	 être	 centrales	 pour	 induire	 les	 lésions	 de	 la	

NASH.	En	effet,	en	utilisant	 les	cinq	acides	gras	principaux	de	 la	signature	de	 la	NASH,	

nous	avons	démontré	que	la	signature	de	la	NASH	était	capable	d’induire	plus	de	mort	

cellulaire	 que	 les	 signatures	 du	 foie	 sain	 ou	 de	 la	 stéatose	 simple	 sur	 deux	 modèles	

cellulaires	d’hépatocytes.	

Ces	résultats	pourraient	ouvrir	de	nouvelles	voies	pour	 le	développement	ultérieur	du	

diagnostic	 précoce	 et	 approches	 thérapeutiques.	 En	 effet,	 une	 perspective	 serait	 de	

valider	cette	signature	sur	une	cohorte	de	validation.	Il	serait	intéressant	de	regarder	si	

une	signature	à	5	 lipides	serait	suffisante	pour	discriminer	 la	NASH.	Enfin,	 la	 limite	de	

cette	 signature	 est	 qu’il	 s’agit	 d’une	 signature	 hépatique	 donc	 nécessite	 la	 réalisation	
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d’une	 biopsie	 hépatique.	 Il	 serait	 dans	 ce	 contexte	 intéressant	 de	 comparer	 cette	

signature	aux	lipides	circulants	qui	composent	cette	signature.	

La	deuxième	partie	de	la	thèse	avait	pour	objectif	d’exploiter	des	données	existantes	en	

effectuant	de	nouvelles	analyses	bioinformatiques	afin	de	mettre	en	évidence	un	profil	

d’expression	 génique	 de	 la	 progression	 de	 la	 NAFLD.	 Cette	 analyse	 in	 silico	 a	montré	

1549	gènes	discriminants.	Ces	gènes	étaient	impliqués	dans	le	remodelage	de	la	matrice	

extracellulaire,	 l'inflammation,	 la	 prolifération,	 la	 progression	 des	 cellules	 souches	 et	

l'oncogenèse.	 Le	 gène	 le	 plus	 discriminant	 était	 FABP4.	 Parmi	 les	 gènes	 fortement	

associés	à	une	expression	élevée	de	FABP4,	 la	MMP9	était	 surexprimée	chez	55%	des	

patients	NASH.	Nous	 avons	 validé	 le	niveau	d'expression	 génique	des	 gènes	FABP4	et	

MMP9	hépatiques	comme	indicateurs	de	la	progression	de	la	maladie	dans	une	cohorte	

indépendante	 de	 patients	 atteints	 de	 NAFLD.	 Nos	 résultats	 sont	 de	 plus	 concordants	

avec	 des	 données	 publiées.	 Nos	 résultats	 permettent	 de	 faire	 émerger	 deux	 gènes	

possiblement	 liés	 au	 pronostic	 de	 la	 NAFLD.	 Nous	 pensons	 qu'il	 serait	 intéressant	

d’étudier	 l’immunomarquage	 de	 ces	 protéines	 mais	 aussi	 d’évaluer	 leur	 taux	 sérique	

comme	marqueur	pronostique	de	la	progression	de	la	NAFLD.		

Enfin,	 il	était	 important	dans	notre	centre	de	s’intéresser	aux	enjeux	que	représente	la	

NAFLD	en	TH.	La	stéatose	des	donneurs	est	une	préoccupation	maintenant	quotidienne	

des	équipes	de	transplantation	et	compte	tenu	de	l’augmentation	du	nombre	de	greffons	

stéatosiques	proposés,	les	cliniciens	sont	amenés	à	faire	des	choix	difficiles	en	acceptant	

parfois	 des	 greffons	 stéatosiques	 fautes	 pour	 pallier	 à	 la	 pénurie	 de	 greffon.	 Nous	

pensons	que	ce	choix	doit	maintenant	s’appuyer	sur	d’autres	outils	que	l’expérience	du	

chirurgien	 et	 l’analyse	 extemporanée	 du	 greffon,	 qui	 ont	 tous	 deux	 des	 limites.	 Ainsi,	

nous	avons	souhaité	étudier	la	quantification	globale	de	la	stéatose	pour	FTIR	et	surtout	

évaluer	l’association	entre	cette	mesure	et	les	résultats	de	la	transplantation.	

La	troisième	partie	de	cette	thèse	a	permis	de	montrer	que	l’estimation	de	la	teneur	en	

triglycérides	 des	 greffons	 obtenue	 par	 FTIR	 était	 significativement	 corrélée	 à	 la	

concentration	moyenne	en	triglycérides	mesurée	par	chromatographie	couplée	en	phase	

gazeuse	à	la	spectrométrie.	Plus	important,	un	seuil	de	triglycérides	de	54,02	nmol/mg	

de	tissu	hépatique	obtenu	par	était	significativement	associé	aux	échecs	de	la	TH.	Même	

si	 cette	 étude	 comprend	 des	 biais,	 il	 serait	 intéressant	 de	 la	 confirmer	 de	 façon	

prospective.	 L'utilisation	 d'un	 spectroscope	 FTIR	 connecté	 à	 un	 ordinateur	 permet	 de	

mettre	en	œuvre	la	technique	à	l'hôpital	et	offre	la	possibilité	d'analyser	rapidement	le	
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contenu	de	la	stéatose	hépatique	de	manière	objective.	Un	personnel	non	médical	mais	

formé	 pourrait	 utiliser	 l'appareil.	 C’est	 d’autant	 plus	 important	 que	 de	 nouveaux	

concepts	 de	 préservation	 émergent	 notamment	 les	 machines	 de	 perfusion.	 Dans	 un	

avenir	 proche,	 il	 sera	 possible	 de	 dégraisser	 les	 greffons	 sur	 machine	 avant	 leur	

implantation.	 Cependant,	 ces	 techniques	 auront	 un	 coût	 et	 établir	 quels	 greffons	

bénéficieront	 de	 la	 mise	 sur	 machine	 est	 un	 enjeu	 important.	 L’estimation	 de	 la	

concentration	 en	 triglycérides	 par	 FTIR	 permettrait	 aussi	 d’évaluer	 l’efficacité	 du	

«	defatting	».	

En	 conclusion,	 ces	 travaux	 proposent	 des	 nouveaux	 outils	 tant	 diagnostiques	 que	

pronostiques	qui	pourraient	s’insérer	dans	le	champ	nouveau	de	la	prise	en	charge	de	la	

NAFLD.	
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based on patient’s sex and age according to the World Gastroenterology 
Organization Global Guidelines [27-30]. 

Small observational studies showed that a weight loss exceeding 7% 
of body weight over 1 year improves histology in patients with biopsy-
proven NASH [31,32]. More durable weight loss can be achieved in 
patients with NAFLD by combining diet and exercise for a period longer 
than one year [33]. It is now recommended that hypocaloric diet should 
provide 1000-1200 calories per day for women and 1200-1500 calories 
per day for men with a goal to achieve a weight loss of 0.5-1.0 kg per week 
based on published guidelines [34].

It has been shown that moderately calorie-restricted diet with 
changes in macronutrient composition leads to better results compared 
to a very-low-caloric diet with 5% to 10% weight loss as the goal [35]. 
Furthermore, low-fat diet associated with weight loss program improves 
body weight, Body Mass Index (BMI), fatty liver, insulin sensitivity and 
plasma triglycerides [36]. Importantly, heavy alcohol consumption 
should be avoided in NAFLD patients [37]. 

Mediterranean diet due to preparation with olive oil, rich in n-3 PUFA, 
might be of additional help to modify hepatic lipid content and decrease 
cardiovascular risks [38]. Recently, a randomized controlled trial named 
Mediterranean Dietary Intervention for Adults with Non Alcoholic Fatty 
Liver Disease (MEDINA) enrolling 94 patients with NAFLD associated 
with insulin resistance and receiving either Mediterranean diet or low-
caloric diet during 3 months, showed that Mediterranean diet can result 
in significant benefits in �iver �at and �ns��in �esistance (��), independent 
of weight loss. These changes are sustained at 12 months. However, 
liver status was only assessed using magnetic resonance spectroscopy. 
Hence, this study failed to explore further NAFLD progression [39]. 
Another study directly assessed effects of Mediterranean diet on liver 
histology and showed that Mediterranean diet was associated with lower 
probability of development of high grade of hepatic steatosis and NASH 
[40,41]. 

Other studies showed that diets enriched in vegetable oils such as 
canola, olive pomace and olive oils might improve the grade of hepatic 
steatosis and insulin sensitivity, especially the combination of olive and 
canola oils [42]. Indeed, the impact of n-3 PUFA has been investigated 
in the randomized WELCOME trial and showed that high dose of n-3 
PUFA (docosahexaenoic + eicosapentaenoic, Omacor®) did not improve 
microvascular function but was associated with a decrease in hepatic fat 
content and improvement in NAFLD severity [43-45].

Other studies have been conducted to test different nutrients 
enriched in Monounsaturated Fatty Acids (MUFA) and n-3 PUFA such 
as oi�y fishȀfish oi�, n�ts and avocado and sho�ed i�prove�ent in �iver 
fat and steatosis grading, liver function and insulin sensitivity [46-49]. 
Some recommendations have been made about the optimal consumption 
of each nutrient (e.g. avocado, nuts, and olive oil) and the amount per 
day [48].

Some groups have also studied effects of tea, coffee and caffeine 
cons��ption on hepatic steatosis, NASH and fibrosis and sho�ed that 
there was a negative correlation between caffeine consumption and 
hepatic fibrosis in over�eight or obese patients �ith NASH ȏͷͲǦͷʹȐ. �n 
addition, coffee may reduce cardiovascular risk factors by favorably 
a��ecting inf�a��ation, ins��in sensitivity and decreasing hypertension 
[53,54]. Thus, caffeine and its derivatives might have a potential to slow 
do�n fibrogenesis d�ring NASH progression b�t ��rther investigation 
has to be done to assess their effects on NASH development.

In conclusion, the optimal diet for NAFLD patients is still 
�ndeter�ined. Ho�ever, patients �ith NAFL� �ay benefit �ro� a 
moderate- to low-carbohydrate (40%-45% of total calories) diet, coupled 
with high MUFA, high n-3 PUFA, low SFA, and low-cholesterol diet.

Physical activity: Associated with the unhealthy diet, sedentary 
lifestyle contributes to the occurrence of obesity and NAFLD. Changes 
in lifestyle by increasing physical activity have been shown to improve 
triglyceride turnover and liver fat accumulation leading to increased 
hepatic insulin sensitivity and whole lipid oxidation in the body and 
decreased hepatic free fatty acids uptake independently of weight-loss 
[26,30]. But in both cases, the crucial issue is the motivation. Indeed, the 
first significant �eightǦ�oss i�prove�ent �ight appear a�ter ͸ �onths 
of training, which may discourage the patients. Therefore, cognitive-
behavioral therapy is needed [41,55,56]. A systematic review of data 
from various randomized controlled trials showed that exercise reduced 
hepatic fat content [57]. The European guidelines suggest at least 150 
min per week of moderate-intensity physical activity and at least 75 min 
per week of vigorous-intensity physical activity, with additional muscle 
strengthening exercise twice a week [58].

Surgery: �ased on the idea that NAFL�ȀNASH progresses d�e to the 
excessive food intake and loss of satiety feeling (e.g. leptin resistance), 
bariatric surgery may improve NAFLD by reducing food intake [59]. 
This therapeutic approach is recommended for patients with morbid 
obesity (εͶͲ �gȀ �2) or severe obesity (ε͵ͷ �gȀ �2) associated with 
complications [60,61]. This surgery is offered to the patients that were 
not able to lose weight after a period of non-surgical treatment [60,61]. 
Several techniques have been reported including sleeve gastrectomy, 
gastric band and Roux-en-Y gastric bypass. Currently, mini-invasive 
procedures are favored such as laparoscopic approach [62]. Bariatric 
surgery has been shown to improve insulin sensitivity, dyslipidemia, 
systemic hypertension, decrease CVD risks and improve the histological 
and biochemical parameters of NAFL and NASH [63]. Bariatric surgery 
is also associated with the most rapid, effective and sustained weight 
loss [64,65]. A recent study showed that bariatric surgery-induced the 
disappearance of NASH from nearly 85% of 109 morbidly obese patients 
[66]. However, recently Goossens et al. showed that obese patients 
with NASH undergoing bariatric surgery had an increased risk of death 
compared to obese patients without NASH before surgery. This study 
emphasizes the importance of the systemic perioperative liver biopsy 
in obese patients undergoing bariatric surgery as a diagnostic and 
prognostic assessment of the death risk [67], and also suggests that NASH 
should be managed, in addition to changes in lifestyle, with drug therapy 
to decrease the death risk for these patients. At the same time another 
study has found no correlation between NASH and death after bariatric 
surgery, so the exact relationship between the two, and potential risk 
factors are still not clear [68].

Drug therapy
Because in addition to obesity NASH progression is associated 

�ith ��Ȁtype ʹ diabetes and dys�ipide�ia, the goa� �or dr�g therapy is 
to improve general conditions by increasing the whole body insulin 
sensitivity, decreasing lipid absorption, hepatic de novo lipid synthesis 
and promoting lipid oxidation in skeletal muscle and liver. In this chapter, 
we will focus on the recent advances in drug therapies of NASH.

Insulin sensitizers: The first idea to treat NASH �as to �se 
insulin sensitizers metformin and thiazolidinediones (e.g. pioglitazone, 
rosig�ita�one), �hich are �sed e�tensive�y to treat ��Ȁtype ʹ diabetes. 
Results of the studies of potential effects of metformin on the development 
of NASH are contradictory. Recently, a meta-analysis showed no 
benefit o� �et�or�in in i�proving ser�� a�inotrans�erases or �iver 
histology among NAFLD patients [69]. Thiazolidinediones (TZDs) are 
selective peroxisome proliferator–activated receptor-gamma agonists. 
�iog�ita�one de�onstrated the benefit �ith histo�ogica� i�prove�ents 
in NASH patients s�ch as hepatic steatosis, �ob��ar inf�a��ation and 
ballooning degeneration [70,71]. Furthermore, two recent meta-analyses 
confir�ed the histo�ogica� i�prove�ent o� NASH in patients treated �ith 
pioglitazone [72,73]. In addition, pioglitazone demonstrated mortality 
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reduction related to CVD. However, pioglitazone has received black box 
warning by the Food and Drug Administration due to reports of congestive 
heart failure. Previously, rosiglitazone has been prohibited in Europe and 
highly restricted in USA [74-76]. Despite their effects on reducing hepatic 
gluconeogenesis, intestinal lipid absorption, lipogenesis, lowering serum 
lipid concentration, improved liver enzymes and increasing global insulin 
sensitivity, these �o�ec��es �ai�ed assess�ents �or �ongǦter� benefit as 
they are associated with weight gain, edema, heart failure, risk of CVD and 
cancer (e.g. bladder cancer) [74-76].

Antioxidants: Because NASH development and progression are 
associated with oxidative stress, another treatment line is the use of 
antioxidants. Currently, the most commonly used antioxidant is vitamin 
� s�pp�e�entation given at ͺͲͲ �� per day. �t i�proves inf�a��ation 
and fibrosis ind�ced by s�ppression o� �ipid pero�idation and o�idative 
stress [77-79]. Several studies suggest that vitamin E improves liver 
enzymes, hepatic steatosis, and liver injury in NASH patients but robust 
data including prospective evaluation are currently lacking. Furthermore, 
deleterious effects and an increase in mortality rate have been suggested 
in a long-term exposure [80]. Further studies are required to clarify the 
beneficia� ro�e o� vita�in � �onotherapy in NASH patients.

Despite these effects, several studies have evaluated vitamin E. One 
important study compared effects of vitamin E and insulin sensitizers. 
247 biopsy-proven NASH patients without diabetes were randomized to 
receive pioglitazone 30 mg, vitamin E 800 IU, or placebo for 96 weeks 
ȏ͹ͻȐ. �ita�in � �as s�perior to p�acebo �ith a significant�y higher rate 
of improvement in NASH (43% vs. 19%, p = 0.001) whereas pioglitazone 
�as not b�t sho�ed significant benefits in so�e o� the secondary 
outcomes (decrease in aminotransferase, hepatic steatosis and lobular 
inf�a��ation).

�ento�i�y��ine is another antio�idant that has sho�n benefit 
through decreasing oxidative stress. In a randomized trial enrolling 
55 biopsy-proven NASH patients, it improved histological features of 
NASH co�pared to p�acebo ȏͺͳȐ. This res��t has been confir�ed in a 
recent meta-analysis [82]. Although these results are encouraging, their 
validation in a large cohort with a longer follow-up is mandatory.

Cholesterol-lowering drugs: Hepatic cholesterol overload due to 
increasing in hepatic cholesterol synthesis and in intestinal cholesterol 
absorption participate strongly in the development and progression 
of NASH [11,12]. A therapeutic strategy is to antagonize both de novo 
hepatic cho�estero� synthesis andȀor cho�estero� absorption by the g�t. 

Statins inhibit cholesterol synthesis by targeting the hydroxy-methyl-
glutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase. Therefore, randomized 
controlled trials have been conducted in patients with NAFLD. Although 
statins decreased �ipid �eve�s, si�vastatin did not ind�ce significant 
improvement in serum aminotransferase levels, hepatic steatosis, 
necroinf�a��atory activity, or stage o� fibrosis in NASH patients �hen 
liver biopsies were conducted [83].

Recently, a preliminary report from 6 patients showed that 
rosuvastatin could improve NASH within a year of treatment in patients 
with dyslipidemia [84]. The next step of this study will be to do randomize 
contro� tria� in a �arger cohort o� NAFL�ȀNASH patients �ith �ore than 
a year of follow-up to assess if these effects on NASH improvement are 
transient and to assess the side effects of the statins (statin-associated 
muscle symptoms) that may lead to discontinuation of treatment [85].

Statins combination therapy with ezetimibe, an inhibitor of intestinal 
cholesterol absorption, has been used to decrease the dose of statin and 
�ed to a significant decrease in hepatic cho�estero� and p�as�a L�L �eve�. 
However, the effect of ezetimibe alone or combined with diet is still 
controversial in terms of improvement of NASH [86-89]. Thus, the new 
randomized-control study in a larger cohort of patients using ezetimibe 
a�one or co�bined �ith diet andȀor statins needs to be cond�cted to 

assess the beneficia� e��ect on NASH �eat�res.
FXR agonists: Farnesoid X Receptor (FXR) is a nuclear receptor 

implicated in the regulation of different genes involved mainly in 
glucose, bile acid and lipid metabolism. Because the main causes of lipid 
accumulation in NASH are the excess of lipids and carbohydrates from 
diet, increase in de novo lipid synthesis and decrease in lipid oxidation 
associated with a decrease in hepatic lipid excretion, FXR is becoming one 
of the most interesting drug targets.

F�� is a bi�e acid sensor that recogni�es specific �NA response 
elements and binds to them as a heterodimer with retinoid X receptor. 
Binding of bile acids to FXR leads to the repression of expression of 
rate-limiting enzymes in the synthesis of bile acids such as cytochrome 
P450 (CYP) 7A1 and CYP8B1. FXR inhibits de novo lipid synthesis by 
inducing repression of hepatic sterol regulatory element binding protein 
1c (SREBP1c), a transcription factor important for the synthesis of 
fatty acids and triglycerides. The FXR also inhibits the transcriptional 
activity of Carbohydrate Response Element Binding Protein (ChREBP), 
a transcriptional factor implicated in gluconeogenesis and triglyceride 
synthesis. In addition, FXR interacts with and inhibits directly ChREBP 
and hepatocyte n�c�ear �actor Ͷ a�pha (HNFͶȽ) proteins ȏʹ͵Ȑ. HNFͶȽ is 
also implicated in the synthesis of bile acids by increasing CYP7A1 and 
CYP8B1 [23,90].

Fibroblast Growth Factor 21 (FGF21), one of the FXR target genes 
mainly expressed in the liver, increases fatty acid oxidation, adiponectin 
secretion and decreases leptin levels. FGF21 also inhibits lipogenesis by 
repressing SREBP1c and decreases triglyceride and blood glucose levels 
[91]. Therefore, FGF21 actions have positive effects on plasma lipid levels 
and hepatic steatosis [92,93].

At the same time, FXR activates expression of hepatic genes involved 
in lipoprotein clearance from the plasma such as LDL receptor, SR-B1 
(i.e., HDL receptor) and also molecules that regulate lipoprotein lipase 
[63,94,95]. Therefore, bile acids and derivatives have been investigated 
as the treatment for NASH.

Ursodeoxycholic Acid (UDCA) is a secondary hydrophilic bile acid 
usually made by the intestinal microbiota. UDCA is used to treat primary 
biliary cirrhosis [96]. Then, in several studies UDCA has been tested 
to treat NASH and controversia� conc��sions abo�t the e�ficacy o� the 
treatment to reduce NASH lesions and to improve clinical parameters 
have been drawn. Some studies have shown that after at least one year 
of treatment, UDCA improved hepatic steatosis and enzymes and the high 
dose o� ���A treat�ent a�so i�proved ser�� fibrosis �ar�ers, g�yce�ia 
and IR [97,98]. On the other hand, a study by Leuschner, et al. [99] did 
not sho� any beneficia� e��ect o� highǦdose o� ���A on overa�� histo�ogy 
features of NASH. Recently, a long-term study combining UDCA with 
vita�in � sho�ed i�prove�ent in �iver ��nction (AST, ALT, ɀǦ
T) a�ong 
the 101 patients enrolled. Out of those, 10 patients underwent a biopsy 
and histology were performed before and after treatment. Five patients 
did not improve their NAS score (0 or-1), one patient had an increased 
NAS score, and 4 patients showed a decreased of at least -2 points of NAS 
score. Also, during the study period eighteen (n = 18) patients stopped 
the treatment because of diarrhea, nausea, pruritus, ineffectiveness, or 
spontaneously (n = 9) and the other (n = 9) because of pregnancy or 
normalization of biochemical parameters [78]. These results do not seem 
very conclusive, which is also supported by a few other papers debating 
on the subject [100-102]. A larger cohort is needed to understand and 
to better identify the responder and non-responder patient populations. 
At this point, UDCA is not recommended for the treatment of NAFLD or 
NASH by the Food and Drug Administration in USA [37].

Nonetheless, bile acid conjugates have recently been tested such as 
Ursodeoxycholyl lysophosphatidylethanolamide (UDCA-LPE) that has 
been �sed on highǦ�at diet �o�se �ode� and sho�ed a a �odification in 
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�atty acid �etabo�is�, hepatoprotective and antiǦinf�a��atory e��ects 
ȏͳͲ͵ǦͳͲ͸Ȑ. �oreover, it has been sho�n that ���AǦL�� �od��ates f�a�ed 
fatty acid metabolism in mice fed High-Fat Diet (HFD) thus restoring 
a�tered �ipid profi�es and has prono�nced antiǦinf�a��atory e��ects 
[107]. Further investigations have to be done in patients with NASH. 

Obeticholic acid, a synthetic bile acid acting as a ligand of FXR, 
sho�ed e�ficacy in ani�a� �ode�s ȏͳͲͺȐ. There�ore, a ���ticenter, 
double-blind, placebo-controlled (1:1), randomized phase II clinical trial 
has been conducted by NASH Clinical Research Network in non-cirrhotic 
and non-alcoholic steatohepatitis (FLINT) [109]. The study showed 
improvement in histological features of NASH in 50% of 141 patients. 
These encouraging results have been balanced by side effects as 33 (23%) 
of 141 patients in the obeticholic acid developed pruritus compared 
with nine (6%) of 142 in the placebo group. Also, another study showed 
that obeticholic acid treatment had the same results on NAFLD activity 
score (-1.7 SD 1.8) as vitamin E (-1.9 SD 2.1) and pioglitazone (-0.7 SD 
1.8) [79]. Less than 50% of patients are responders, mainly patients with 
diabetes, leaving a substantial proportion of patients with NASH without 
an effective treatment [110]. 

Singh, et al. [111] performed a Bayesian network meta-
ana�ysis co�bining treat�ent co�parison to assess the e�ficacy o� 
pharmacological compounds for the treatment of NASH. All studies 
included in the analysis used biopsy-proven NASH and compared effects 
of vitamin E, TZDs, pentoxifylline or obeticholic acid to each other or 
placebo. Interestingly, they showed that depending on the drugs or 
combination of drugs, improvement of histological features was not the 
sa�e. �ento�i�y��ine and �beticho�ic acid i�proved fibrosis, �hereas 
vitamin E, TZDs and Obeticholic acid improved ballooning degeneration. 
Further investigation using combinations of drugs has to be done to 
increase e�ficacy (i.e., every patient �ith NASH i�proved) and decrease 
side effects (i.e., decrease digestive perturbation and pruritus). Another 
FXR agonist, the newly renamed GS 9674 is currently being evaluated 
in a phase I study (ClinicalTrials.gov NCT02654002). Hence, bile acid 
derivatives seem promising for NASH treatments.

Prebiotics, probiotics and “synbiotics” as treatments 
of NASH

For more than a decade, microbiota has been in the focus of attention 
o� the scientific co���nity especia��y �hen it co�es to its ro�e in the 
development and progression of chronic liver diseases such as NAFLD, 
cirrhosis and HCC [112-116]. Several studies have suggested that 
a�terations in intestina� �icrobiota and inf�a��atory response �ight 
play a central role in the development and progression of NASH [117-
131]. Following this idea, the goal is to modify gut microbiota by using 
either specific n�trients, or direct�y by ingesting specific �i� o� �icrobes 
or by using both approaches also known as prebiotics, probiotics or 
“synbiotics”, respectively.

Prebiotic treatments: �rebiotics are defined as a gro�p o� 
n�trients co�posed �ain�y o� nonǦdigestib�e carbohydrates (e.g. fibers, 
�r�ctoǦo�igosaccharides) that beneficia��y a��ect the host by a�tering the 
composition and thus the activity of the gut microbiota [132]. Mouse 
model of NASH treated with Fructo-Oligosaccharides (FOS) showed 
changes in their gut microbiota and a decrease in n-3 PUFA synthesis 
modulating hepatic steatosis toward changing in gene expression 
in the liver [133]. In rats fed HFD, FOS supplementation prevented 
de�eterio�s e��ects o� HF� s�ch as a�terations in �ipid profi�e and hepatic 
morphologic changes [134]. Also, mice fed HFD supplemented with 6% 
hydro�ypropy� �ethy�ce����ose, �s�a��y �sed as e���sifier, thic�ening 
and suspending agent, showed improvement on intestinal permeability, 
insulin resistance, hepatic lipid accumulation, glucocorticoid-related 
bile acid recycling, oxidative stress, and weight gain [135]. Because 
thiazolidinedione treatment leads to weight gain, Alligier, et al. [136] 
used prebiotic treatment to counteract the side effects of TZDs in animal 

models. Inulin-type fructan prebiotics decreased adiposity and improved 
the metabolic response in HFD-fed mice treated with TZDs.

In human clinical trials, FOS has been used to treat NAFLD but did not 
sho� e�ficacy in NASH i�prove�ent as observed in ani�a� �ode�s. This 
�ac� o� e�ficiency in treated patients �ight be d�e to po�er, rando�i�ed, 
controlled clinical trials, involving various centers and the population 
of different origin, but also to assessing NASH improvement mainly by 
�eas�ring ALT, a nonǦspecific �ar�er o� NASH, and �sing di��erent doses 
of prebiotics [137,138]. Recently, a double blinded, placebo controlled, 
para��e� gro�p st�dy, ad��ts (��� η ʹͷ �gȀ �2) �ith confir�ed NAFL� 
rando�i�ed to either a ͳ͸ gȀday prebiotic or isoca�oric diet, �as 
conducted. However, the study is still in progress and no results are 
available yet [139].

Probiotic treatments: A direct approach to �odifing intestina� 
microbiota are probiotics -live microorganisms- which, when 
ad�inistered proper�y, con�er beneficia� e��ects on the host ȏͳͶͲȐ. 
Therefore using probiotics to modulate gut microbiota and to improve 
NASH have been considered for a decade [141,142]. Interestingly, studies 
on mouse models of NASH showed that probiotic VSL#3®, a mixture of 
eight probiotics, �od��ated �iver fibrosis b�t did not decrease steatosis 
and inf�a��ation in �iver ȏͳͶ͵Ȑ, �hereas in Apo� deficient �ice, �SL͓͵® 
corrected insulin resistance in liver and adipose tissues and protected 
against development of steatohepatitis [144]. On the other hand, mouse 
�ed highǦ�atȀ high s�crose diet and treated �ith Lactobacillus paracasei 
showed attenuation of hepatic steatosis and increased M2-dominant 
��p��er ce��s in a NASH �ode� ȏͳͶͷȐ. �n rat �ode�s o� NASH a specific 
probiotic inducing butyrate production, Clostridium butyricum (MIYAIRI 
ͷͺͺ), sho�ed a beneficia� e��ect in the prevention o� NAFL� progression 
[146]. Supplementation on sodium butyrate in mice fed Western diet 
�ere a�so protected �ro� inf�a��ation in the �iver and th�s �ro� the 
development of NASH [147].

Despite the controversial results in animal models, clinical trials 
using probiotics have been recently conducted with promising results. 
A first pi�ot st�dy �as cond�cted on ʹͺ patients �ith histo�ogyǦproven 
NAFLD, who were analyzed in a double-blind randomized clinical trial. 
Patients were randomized to one of the following treatments during 
3 months: group I, treated with one tablet per day with 500 million of 
Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus and group II, 
treated with one placebo tablet (120 mg of starch) showed improvement 
on liver aminotransferases levels in patients with NAFLD but no data are 
available on liver histology [148]. Another pilot study including patients 
with NASH assessed by histology was randomized to receive probiotics 
(n = 10) or usual care (n = 10) during 6 months. The Lepicol® probiotic 
formula contains Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium 
bifidum co�bined �ith fiber (�sy��i�� h�s�s) and in��in. This proo� o� 
concept study showed promising results in reducing liver fat and AST 
level in NASH patients [149]. The same group conducted a study with a 
larger group of patients (n= 22 controls and n=16 NASH patients) and 
looked at gut microbiota. They showed that NASH patients had fecal 
dysbiosis and changes in microbiota correlate with improvement in 
hepatic steatosis [150].

Synbiotic treatments: Combining both prebiotics and probiotics 
approaches (i.e., synbiotics) might further improve the effect of each 
treatment given alone. Based on this idea, a larger study was conducted 
by another group including random trials that involved patients with 
NASH assessed by histology before and after the end of the study. Patients 
were divided into two groups one of which received Bifidobacterium 
longum �ith F�S and �i�esty�e �odification (i.e., diet and e�ercise) �hi�e 
the other had �i�esty�e �odification a�one. The gro�p o� patients receiving 
Bifidobacterium longum �ith F�S and �i�esty�e �odification had decreased 
inf�a��ation, ser�� AST, H��AǦ��, ser�� endoto�in, hepatic steatosis, 
and the NASH activity inde� co�pared to the �i�esty�e �odification 
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group. Importantly, a decrease in BMI was observed in both groups of 
patients s�ggesting that preǦ andȀor probiotics have to be associated 
with a different therapeutic effect [151]. Recently, a randomized, 
double-blinded, placebo-controlled clinical trial was conducted as a 
pilot study on 52 patients with NAFLD diagnosed on the basis of the 
presence o� hepatic steatosis on ��traso�nd e�a�ination, fibrosis score 
determined by transient elastography, and with a persistently elevated 
ALT concentration (͸Ͳ �ȀL) d�ring ͸ �onths be�ore the st�dy. The 
patients were randomized and the follow-up was conducted at 7, 14, 21 
and 28 weeks. Data showed that synbiotic supplementation, in addition 
to �i�esty�e �odification, has a better o�tco�e co�pared to �i�esty�e 
�odification a�one �or the treat�ent o� NAFL�, at �east partia��y thro�gh 
atten�ation o� ser�� inf�a��atory �ar�ers. These e��ects �ere seen at 
the beginning of week 14, and this trend was sustained until the end of 
the study [152]. The main downsides of this study are that liver histology 
�as not per�or�ed, �a�ing it di�fic��t to �a�e a conc��sion abo�t the 
improvement of NASH, and uncertainty as to whether these effects will 
be sustained with longer treatment durations. 

Taken together these results underscore the fact that more 
randomized studies with larger cohorts have to be conducted. Also, more 
combinations of bacteria need to be tested on a larger number of patients 
during a longer time period, which will allow to completely changing 
their g�t �icrobiota. This treat�ent a�so has to be associatedȀ co�bined 
with other approaches (e.g. control of diet, lifestyle changes) and drug 
treatments.

Other drugs under evaluation
The e�afibranor, a potent agonist o� ��A�ȽȀɁ, recent�y co�p�eted a 

phase IIb in 276 patients with NASH in Europe and USA [153]. This drug 
has sho�n significant activity on the regression o� NASH and on �ar�ers 
o� �iver fibrosis, as �e�� as significant i�prove�ent in cardiovasc��ar ris�. 
��afibranor sho��d start phase ��� c�inica� tria�s in ʹͲͳ͸. 

C-C chemokine receptors type 2 and 5 (CCR2 and CCR5, respectively) 
�ere sho�n to be i�p�icated in inf�a��ation and fibrosis. �enicriviroc, 
an antagonist of CCR2 and CCR5, is in phase IIb development in a 
���ticenter st�dy. This st�dy inc��ded patients �ith NASH and fibrosis. 
The goal of this study is to treat patients with cenicriviroc  to improve 
NASH activity score �itho�t �orsening fibrosis ȏͳͷͶȐ.

Finally, simtuzumab and apoptosis signal-regulating kinase 1 
(ASK1) inhibitor (GS 4997), are also being evaluated alone or in 
combination (NCT02466516). ASK1 is implicated in apoptosis process 
and inf�a��ation. �sing AS�ͳ inhibitor �ight decrease and �i�it 
inf�a��ation d�ring NASH progression ȏͳͷͷȐ.

Next step approaches
Adiponectin receptor agonists: Adiponectin is a hormone secreted 

from adipose tissue and binds to adiponectin receptors AdipoR1 and 
Adipo�ʹ to activate L��ͳǦA��� and ��A�Ƚ, respective�y. Adiponectin 
binding to AdipoR1 decreases neoglucogenesis, fasting glucose and 
SREBPc activation whereas binding to AdipoR2, it increases fatty acid 
oxidation and energy expenditure. Thus, adiponectin has antidiabetic 
effects and limits steatosis development [156]. 

Recently, a synthetic small molecule named AdipoRon has been 
tested on obese rodent �ode� dbȀdb �ice. �ata sho�ed that dbȀdb �ice 
treated orally by AdipoRon have an insulin resistance index and plasma 
glucose level decreased by acting on white adipose tissue, muscle and 
liver. In addition, mice fed high fat and treated daily at 30 mg per kg 
body weight with AdipoRon showed an increase in longevity. Therefore, 
AdipoRon could achieve the same outcome much like caloric restriction 
and e�ercise. �oreover, Adipo�on sho�ed an antiǦinf�a��atory e��ect 
[157]. 

Taken together, small-molecule AdipoR agonists are very promising 
candidates for NASH treatment. Further experiments have to be done in 
rodent �ode�s that deve�oped NASH to assess their e�ficacy.

Honokiol therapy: Honokiol, a major phenolic constituent isolated 
from Magnolia officinalis extracts, has been reported to have several 
phar�aco�ogica� e��ects, inc��ding antiǦinf�a��atory, antiǦthro�bosis, 
antioxidant effects and anti-cancerous effects. For few years now honokiol 
has been shown to have liver protective effects, especially by decreasing 
fatty liver through the decrease in SREB1c activity and AMPK-LKB1 
path�ay ȏͳͷͺ,ͳͷͻȐ. There�ore, hono�io� significant�y inhibited S����ͳc 
maturation and the transcription of lipogenic genes such as Stearoyl-Coa 
Desaturase-1 (SCD-1) and Fatty Acid Synthases (FAS) in fatty liver [159]. 
Also, in high-fat diet mouse model of NAFLD, honokiol and magnolol 
(also a phenolic constituent isolated from Magnolia officinalis) showed 
a significant decrease in �atty acid acc����ation in the �iver thro�gh the 
activation o� A��� �eading to the inhibition o� L��ȽǦS����ǦͳԜc path�ay 
[160]. These drugs might be interesting to control fatty liver accumulation 
b�t ��rther investigations need to be done, especia��y regarding e�ficacy 
and safety (i.e., assessing side effects) in patients with NASH.

Nicotinamide riboside drug approach: One of fatty acid overload 
mechanisms in patients with hepatic steatosis and NASH is mitochondrial 
dys��nction �eading to a decrease in �atty acid ȾǦo�idation and o�idative 
phosphory�ation, decrease in NA�HȀH+ oxidation into NAD+ (i.e., NAD+ 
repletion) by the mitochondrial respiratory chain complex leading to 
the leak of electrons and overproduction of Reactive Oxygen Species 
(ROS) and lipid peroxidation damaging the mitochondria and leading 
to a vicious circle [14,19-22,24,25,161]. Indeed, NAD+ is implicated in 
numerous physiological processes such as caloric restriction, muscle 
contractionȀheart beating, e�ercise, circadian rhyth�s, senescence, 
kidney, and liver functions.

Recently, Gariani, et al. [162] by using existing liver tissue datasets 
and highǦ�atȀhighǦs�crose diet in ani�a� �ode�s de�onstrated that 
reduction in hepatic mitochondrial content, function and ATP levels 
associated with NAD+ depletion leads to an increase in liver weight, 
lipid content and lipid peroxidation. Therefore, using a precursor of 
NAD+ biosynthesis (Nicotinamide Riboside) as preventive or therapeutic 
strategy, the authors demonstrated the prevention or the reversion 
of the NAFLD toward activating sirtuin-1 and -3 pathway leading to an 
increase in ȾǦo�idation, �itochondria� content and activity These data �ed 
to an increased use of nicotinamide riboside to boost NAD+ biosynthesis 
to manage the development or progression of NAFLD in clinical trials 
[163]. In addition, nicotinamide riboside will target and stimulate the 
mitochondria in the liver to catalyze the excess of free fatty acids, ergo 
nicotinamide riboside will also increase ROS production, a second hit 
during the progression of NASH [14,19,21]. These might be a limitation 
for long-term treatment even if the drug is associated with ROS scavenger 
s�ch as ȽǦtocophero� (i.e., tocophery� acetate or vita�in �). �eca�se 
nicotina�ide riboside a�so is not tiss�eǦspecific, �ongǦter� treat�ent 
might have systemic consequences and then side effects. Therefore, 
further investigations have to be done before using nicotinamide riboside 
in do�b�eǦb�ind, rando�i�ed c�inica� tria� to assess e�ficacy, side e��ects 
and safety (i.e., toxicity on other organs).

Conclusion
NASH associated with metabolic syndrome can progress to advanced 

fibrosis and cirrhosis. �eight �oss and �i�esty�e �odification have 
been shown to improve NASH. Other medications used for weight loss 
and metabolic syndrome have been evaluated such as metformin and 
thiazolidinediones. Alternative regimens using ursodeoxycholic acid, 
statins and probiotics as well as bariatric surgery have been evaluated 
b�t have not been reco��ended as firstǦ�ine treat�ent �or NASH. 
Vitamin E for NASH patients without diabetes seems to be promising. 
Many molecules are in the pipeline of the development for the treatment 
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of NASH, the most advanced being the FXR agonists. The lack of effective 
treatment for NASH suggests the heterogeneity of patients presenting 
with the NASH phenotype. Indeed, NASH has many underlying causes 
of genetic (i.e., differences between individuals) to environment (i.e., 
geography, diets, socio-cultural differences) with similar histological 
features. Therefore, no single treatment exists. The best treatment 
strategy for these patients may be to identify their pathogenic target and 
develop personalized treatment protocols. 

��t �ost i�portant�y, the di�fic��ty in diagnosing NASH �itho�t 
biopsy and therefore, the absence of noninvasive biomarkers makes it 
di�fic��t to enro�� patients in �arge c�inica� tria�s �i�iting the deve�op�ent 
of the new molecules. 
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HmsdpmYshnmYk Khudp SpYmrokYmsYshnm Bnmrdmrtr
RsYsdldms nm Dmc,rsYed Khudp ChrdYrd Ctd
sn MnmYkangnkha RsdYsngdoYshshr Ymc
Khudp SpYmrokYmsYshnm
DllZmtdk SrnbgZsyhr) LC) OgC)0 ?tcqdx Bnhkkx) LC)1)2 Rhkuhn MZcZkhm) LC) EDAR)3 Inrg Kduhrsjx) LC) LR)4

XZlZm SnjZs) LC)5 LZqj FgnaqhZk) LC) OgC)6 Ingm Jkhmbj) LC) EPB?) EPBOB)7 Zmc LZqhmZ Adqdmftdq) LC8)0/

:arscAbs� MnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr �M?RG(,qdkZsdc bhqqgnrhr gZr adbnld nmd ne sgd lnrs bnllnm hmchbZshnmr enq khudq sqZmr,
okZmsZshnm �KS() oZqshbtkZqkx hm bZmchcZsdr nkcdq sgZm 54 xdZqr- SxohbZkkx) M?RG bZmchcZsdr gZud bnmbtqqdms nadrhsx) ldsZankhb) Zmc
bZqchnuZrbtkZq qhrjr) vghbg chqdbskx hloZbs oZshdms duZktZshnm Zmc rdkdbshnm) vZhskhrs lnqahchsx Zmc lnqsZkhsx) Zmc dudmstZkkx
onrssqZmrokZms ntsbnldr- Sgd otqonrd ne sgdrd fthcdkhmdr hr sn ghfgkhfgs rodbhehb edZstqdr bnllnmkx nardqudc hm M?RG bZmch,
cZsdr Zmc rsqZsdfhdr sn noshlhyd oqdsqZmrokZms duZktZshnm Zmc vZhskhrs rtquhuZk- Lnqd rodbhehbZkkx) sgd vnqjhmf fqnto Zccqdrrdc
sgd enkknvhmf bkhmhbZkkx qdkduZms ptdrshnmr oqnuhchmf qdbnlldmcZshnmr aZrdc nm sgd FqZchmf ne PdbnlldmcZshnm) ?rrdrrldms)
Cdudknoldms Zmc DuZktZshnm �FP?CD( rxrsdl rtoonqsdc ax qhfnqntr rxrsdlZshb qduhdvr Zmc bnmrdmrtr9 �0( Hr sgd ntsbnld Zesdq
KSrhlhkZq sn sgZs ne nsgdq dshnknfhdr ne khudq chrdZrd; �1( Hr sgd mZstqZk ghrsnqx ne M?RG,qdkZsdc bhqqgnrhr cheedqdms eqnl nsgdq dshnknfhdr
ne dmc,rsZfd khudq chrdZrd; �2( Gnv rgntkc bZqchnuZrbtkZq qhrj ad Zrrdrrdc hm sgd bZmchcZsd enq KS; Rgntkc sgd Zrrdrrldms cheedq
eqnl sgZs cnmd hm nsgdq dshnknfhdr; �3( Gnv rgntkc bnlnqahchshdr �gxodqsdmrhnm) chZadsdr) cxrkhohcdlhZ) nadrhsx) qdmZk cxretmbshnm)
dsb-( ad sqdZsdc hm sgd bZmchcZsd enq KS; Rgntkc sqdZsldms Zmc lnmhsnqhmf ne sgdrd bnlnqahchshdr cheedq eqnl sgZs Zookhdc hm nsgdq
dshnknfhdr; �4( VgZs Zqd sgd sgdqZodtshb rsqZsdfhdr qdbnlldmcdc sn hloqnud sgd bZqchnuZrbtkZq Zmc mtsqhshnmZk rsZstr ne Z M?RG
oZshdms hm sgd vZhshmf khrs enq KS; �5( Hr sgdqd Zmx bhqbtlrsZmbd vgdqd nadrhsx rgntkc bnmsqZhmchbZsd KS; �6( VgZs hr sgd noshlZk shld
enq aZqhZsqhb rtqfdqx9 adenqd) ctqhmf) nq Zesdq KS; �7( Gnv qdkduZms hr cnmnq rsdZsnrhr enq KS hm M?RG oZshdmsr;

�SpYmrokYmsYshnm 1/08:0/29 34�45(

�m sgd Tmhsdc Rs]sdr+ mnm]kbngnkhb rsd]sngdo]shshr %M>RG(bhqqgnrhr g]r adbnld sgd rdbnmc lnrs bnllnm hmchb]shnm
enq khudq sq]mrok]ms]shnm %KS(v]hskhrshmf+ ]mc sgd sghqc hmchb],
shnm enq KS+ o]qshbtk]qkx hm b]mchc]sdr nkcdq sg]m 54 xd]qr-0,0/

Hm ]cchshnm+ M>RG hr sgd lnrs q]ohckx fqnvhmf hmchb]shnm enq
rhltks]mdntr khudq,jhcmdx %RKJ( sq]mrok]ms]shnm ]krn hm sgd

Tmhsdc Rs]sdr-6 Rhlhk]q sqdmcr+ ats rshkk mns qd]bghmf sgd mtl,
adqr ne TR qdfhrsqhdr+ g]ud addm qdonqsdc dkrdvgdqd- Adb]trd
ne eqdptdms bnlnqahchshdr sg]s hmbqd]rd sgd qhrj ne b]qchnu]r,
btk]q %BU( chrd]rd+ sgd ntsbnld ]mc l]m]fdldms ne M>RG
b]mchc]sdr l]x cheedq eqnl sg]s ne nsgdq hmchb]shnmr-0,00

Sgd Hmsdqm]shnm]k Khudq Sq]mrok]ms]shnm Rnbhdsx bnm,
udmdc ] bnmrdmrtr bnmedqdmbd hm Udmhbd nm Edaqt]qx 04+

Pdbdhudc 7 LYx 1/07- Pduhrhnm pdbdhudc 15 Itkx 1/07-

@bbdosdc 11 @tftrs 1/07-
0 TBK Hmrshstsd enp Khudp Ymc Chfdrshud GdYksg) PnxYk Epdd GnrohsYk Ymc TBK) Knmcnm)
Tmhsdc Jhmfcnl-
1 CdoYpsldms ne GdoYsnknfx Ymc GdoYshmnu) Bdmspd GáoYsn,AhkhYhpd) @O,GO GóohsYk
OYtk Apntrrd) Uhkkdithe) EpYmbd-
2 Tmhudprhsá OYphr,Rtc) Tmhudprhsá OYphr,RYbkYx) HMRDPL) Tmhsá 0082: Uhkkdithe) EpYmbd-
3 SpYmrokYms Ymc GAO Rtpfdpx OpnfpYl) Tmhudprhsx GnrohsYk Stdahmfdm) Stdahmfdm)
FdplYmx-
4 Mnpsgvdrsdpm Tmhudprhsx Edhmadpf Rbgnnk ne Ldchbhmd BghbYfn) BghbYfn) HK-
5 CdoYpsldms ne Khudp SpYmrokYmsYshnm) Eknpdmbd MhfgshmfYkd GnrohsYk) Rhrkh) HrsYmatk)
Stpjdx-
6 Rgdpphd Ymc @kYm Bnmnudp Bdmsdp enp Khudp ChrdYrd Ymc SpYmrokYmsYshnm) Vdhkk
Bnpmdkk LdchbYk Bnkkdfd) Gntrsnm) SW-
7 @mYdrsgdrhY) Chuhrhnm ne OdphnodpYshud BYpd) BYlaphcfd Tmhudprhsx GnrohsYkr)
BYlaphcfd) Tmhsdc Jhmfcnl-

8 Khudp SpYmrokYmsYshnm Ymc GdoYsnknfx Tmhs) Bhadpdgc) HHRKYEd) KY Ed Tmhudprhsx
GnrohsYk) UYkdmbhY) RoYhm-
0/ CdoYpsldms ne Ldchbhmd) Tmhudprhsx ne UYkdmbhY) UYkdmbhY) RoYhm-

@kk Ytsgnpr cpYesdc rdbshnmr ne sgd Ypshbkd Ymc pduhrdc sgd ehmYk Ypshbkd enp hlonpsYms
hmsdkkdbstYk bnmsdms- Hm Ycchshnm) L-A- Ymc D-S- Ykrn cpYesdc rnld ne sgd rdbshnmr)
bnlahmdc Ykk sgd rdbshnmr hm Y rhmfkd Ypshbkd) Ymc pduhrdc sgd ehmYk adenpd rtalhrrhnm-

D-S-) R-M-) X-S-) L-F-) Ymc I-J- cdbkYpd mn bnmekhbsr ne hmsdpdrs- X-K- hr sgd rodYjdp enp
FhkdYc Ymc fpYmsr Ymc RodYjdp enp MnuYpshr- L-A- hr sgd rodYjdp enp MnuYpshr)
@rsdkkYr) FhkdYc) Ymc pdbdhudc Y fpYms epnl FhkdYc-

Bhadpdgc �Bdmspn cd HmudrshfYbhém AhnláchbY dm Pdc cd DmedpldcYcdr Gdo©shbYr x
ChfdrshuYr( hr oYpshYkkx etmcdc ax sgd Hmrshstsn cd RYktc BYpknr HHH-

Bnppdronmcdmbd9 LYphmY Adpdmftdp) LC) KY Ed Tmhudprhsx GnrohsYk) @udmhcY EdpmYmcn
@aphk LYpsnpdkk) 0/5 �Snppd E4() 35/15 UYkdmbhY) RoYhm- �lYphmY-adpdmftdp;tu-dr(-

Bnoxphfgs y 1/07 Vnksdpr Jktvdp GdYksg) Hmb- @kk phfgsr pdrdpudc-

HRRM9 //30,0226.08.0/2/0,//34

CNH9 0/-0/86.SO-////////////1322
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1/07+ bnloqhrdc ne ] fkna]k o]mdk ne dwodqs gdo]snknfhrsr ]mc
sq]mrok]ms rtqfdnmr+ sn cdudkno fthcdkhmdr nm jdx ]rodbsr ne
M>RG hm qdk]shnm sn khudq sq]mrok]ms]shnm- Sghr hr nmd ne sgd
5 ]qshbkdr sg]s g]ud addm ots snfdsgdq ax sgd u]qhntr vnqjhmf
fqntor ]mc enbtrdr nm dmc rs]fd khudq chrd]rd ]mc khudq sq]mr,
ok]ms]shnm qdk]sdc sn M>RG- Sgdqd vdqd 7 oqdcdehmdc ptdr,
shnmr sg]s vdqd ]ccqdrrdc ax sgd bnmrdmrtr o]mdk- Sgdrd
ptdrshnmr vdqd ]ccqdrrdc sgqntfg bqhshb]k khsdq]stqd qduhdv+
enkknvdc ax vnqjhmf fqnto oqnonr]kr ]mc rtardptdms bnm,
rdmrtr+ vghbg v]r qduhdvdc ax sgd vgnkd fqnto- Sgd fthcd,
khmdr ]qd oqdrdmsdc trhmf sgd Fq]chmf ne Qdbnlldmc]shnmr
>rrdrrldms Cdudknoldms ]mc Du]kt]shnm ]ooqn]bg-0 Sghr
ldsgnc hmbktcdr bnmrhcdq]shnm ne sgd pt]khsx ne duhcdmbd+ adm,
dehsr ]mc g]qlr+ u]ktdr ]mc oqdedqdmbdr+ qdrntqbd trd+ ]mc bnrs
deedbshudmdrr- Pt]khsx ne sgd duhcdmbd v]r q]sdc ]r udqx knv+
knv+ lncdq]sd+ nq ghfg- Sgd rsqdmfsg ne sgd qdbnlldmc]shnm
v]r q]sdc ]r rsqnmf+ lncdq]sd+ nq bnmchshnm]k %vd]j( ]mc qd,
ekdbsr bnmehcdmbd sg]s ]cgdqdmbd sn fthc]mbd vhkk qdrtks hm
lnqd fnnc sg]m g]ql-

.�HR SGD NTSBNLD ?ESDP KS RHLHK?P SN SG?S
NE NSGDP DSHNKNFHDR NE KHUDP CHRD?RD:

PdanlldmcYshnmr
Sgd ntsbnld ne KS hm o]shdmsr vhsg M>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr

vhsg nq vhsgnts gdo]snbdkktk]q b]qbhmnl] %GBB( cndr mns cheedq
eqnl sg]s ne nsgdq khudq sq]mrok]ms dshnknfhdr ]r onrssq]mrok]ms
rtquhu]k hr rhlhk]q %pt]khsx ne duhcdmbd ghfg kdudk: rsqdmfsg ne
qdbnlldmc]shnm+ rsqnmf(-

AYaiepntmc
> rxrsdl]shb qduhdv otakhrgdc hm 1/03 vghbg hmbktcdc 8

otakhb]shnmr vhsg ] sns]k ne 606 sq]mrok]msr hm M>RG o],
shdmsr ]mc 241/ sq]mrok]msr hm mnm,M>RG hmchb]shnmr entmc
sg]s rtquhu]k ]s 0 %nccr q]shn YNQ[+ /-66: 84� bnmehcdmbd hm,
sdqu]k YBH[+ /-48,0: L < /-/4(+ 2 %NQ+ /-86: 84� BH+ /-56,
0-3/: L < /-75(+ ]mc 4 %NQ+ 0-/8: 84� BH+ /-66,0-54:
L < /-52( xd]qr onrskhudq sq]mrok]ms]shnm v]r rhlhk]q adsvddm
sgdrd 1 fqntor-1 Sgd r]ld rstcx cdlnmrsq]sdc ] ghfgdq lnqs]k,
hsx ctd sn BU b]trdr %NQ+ 0-54: 84� BH+ 0-/0,1-6/: L < /-/4(
]mc rdorhr %NQ+ 0-60: 84�BH+ 0-06,1-4/: L < /-//5( hm M>RG
hmchb]shnmr- Gnvdudq+ o]shdmsr vhsg M>RG vdqd ]s knvdq qhrj
ne fq]es e]hktqd bnlo]qdc vhsg o]shdmsr vhsgnts M>RG %NQ+
/-10: 84� BH+ /-/4,/-78: L < /-/2(-
Hmsdqdrshmfkx+ M>RG,bhqqgnshb o]shdmsr g]c chrshmbshud ed],

stqdr ]s shld ne sq]mrok]ms]shnm bnlo]qdc sn sgd mnm,M>RG
b]mchc]sdr hmbktchmf nkcdq ]fd+ ghfgdq ancx l]rr hmcdw %ALH(
]mc fqd]sdq eqdptdmbx ne ch]adsdr ldkkhstr %CL(+ ]qsdqh]k gx,
odqsdmrhnm+ cxrkhohcdlh]+ nadrhsx+ ]mc ghrsnqx ne BU dudmsr:
hm ]cchshnm+ sgd oqdu]kdmbd ne vnldm v]r ghfgdq ]mc sg]s
ne bnmbtqqdms GBB knvdq- Hlonqs]mskx+ lncdk enq dmc,rs]fd
khudq chrd]rd %LDKC( rbnqd ]s sq]mrok]ms]shnmv]r rhlhk]q ad,
svddm sgd 1 fqntor-
Svn k]qfd rstchdr trhmf k]qfd Mnqsg >ldqhb]m Qdfhrsqhdr

]krn entmc rhlhk]q rtquhu]k q]sdr ]esdq KS- Hm sgd ehqrs rstcx ax
Bg]qksnm ds ]k2 a]rdc nm sgd Rbhdmshehb Qdfhrsqx ne Sq]mrok]ms
Qdbhohdmsr %RQSQ(+ ansg fq]es ]mc o]shdms rtquhu]k ]s 2 xd]qr
onrssq]mrok]ms]shnm chc mns cheedq adsvddm sgd 0848 M>RG
o]shdmsr ]mc 22711 mnm,M>RG o]shdmsr %L < /-56( tmcdqfnhmf
sq]mrok]ms]shnm eqnl1//0 sn 1//8- O]shdms rtquhu]k drshl]sdr ]s
0 ]mc 2 xd]qr ]esdq KS enq M>RG vdqd 73� ]mc 67�+ qdrodb,
shudkx+ bnlo]qdc vhsg 75� ]mc 68� enq bqxosnfdmhb bhqqgnrhr

]mc 76� ]mc 67� enq nsgdq hmchb]shnmr %L . /-56(- O]shdms
]mc fq]es rtquhu]k ]esdq KS enq qdbhohdmsrvhsgM>RGv]r rhlhk]q
sn sg]s ne nsgdq hmchb]shnmr hm ltkshu]qh]sd ]m]kxrhr ]esdq
]citrshmf enq bqd]shmhmd kdudk+ fdmcdq+ ]fd+ ]mc ALH-
Hm sgd rstcx ax >ey]kh ds ]k+3 sgd ]tsgnqr trdc c]s] oqn,

uhcdc ax sgd Tmhsdc Mdsvnqj enq Nqf]m Rg]qhmf %TMNR(
enq ehqrs,shld ]ctks cdbd]rdc cnmnq KS odqenqldc hm sgd
Tmhsdc Rs]sdr adsvddm 0886 ]mc 1/0/- Onrssq]mrok]ms rtq,
uhu]k ne o]shdmsr vhsg M>RG %m < 070/( ]s 0 xd]q %76-5�(+
2 xd]qr %71-1�(+ ]mc 4 xd]qr %65-6�( v]r rtodqhnq sn sgd
rtquhu]k ne o]shdmsr vhsgGBB+ gdo]shshr B uhqtr %GBU(+ ]kbn,
gnkhb khudq chrd]rd+ ]btsd gdo]shb mdbqnrhr+ gdlnbgqnl]snrhr+
nq bqxosnfdmhb khudq chrd]rd ]mc v]r hmedqhnq sn sgd rtquhu]k
ne nmkx 3 fqntor ne o]shdmsr %sgnrd vhsg oqhl]qx ahkh]qx bhq,
qgnrhr+ oqhl]qx rbkdqnrhmf bgnk]mfhshr+ ]tsnhlltmd gdo]shshr+
nq gdo]shshr A uhqtr YGAU[(+ vhsg qdrtksr mns cheedqhmf ]esdq
]citrshmf enq ansg cnmnq ]mc qdbhohdms bg]q]bsdqhrshbr-
Lnqd qdbdms ]m]kxrdr ne TR qdfhrsqhdr4+5 bnmehql oqduhntr

ehmchmfr- Hm sgd qdbdms bngnqs rstcx tshkhyhmf sgd TMNR ]mc
Nqf]m Oqnbtqdldms ]mc Sq]mrok]ms]shnm %NOSM( 1//2 sn
1/03 c]s]a]rd+ sgd ntsbnld ne 52/50 ]ctks o]shdmsr tmcdq,
fnhmf KS eqnl 1//2 sn 1/03 v]r du]kt]sdc-4 Sgd rstcx hm,
bktcdc 1/671 GBU %21-85�(+ 836/ ]kbngnkhb khudq chrd]rd
%04-/1�(+ ]mc 7151M>RG %02-00�( o]shdmsr- Onrssq]mrok]ms
rtquhu]k hm M>RG v]r rhfmhehb]mskx ghfgdq bnlo]qdc sn GBU
%4,xd]q rtquhu]k9 M>RG+ �66-70�: 84� BH 65-26,68-14 ur
GBU+ �61-04�+ 84� BH 60-26,61-82+ L ; /-//0(- Hm sgd
ltkshu]qh]sd Bnw oqnonqshnm]k g]y]qcr lncdk+ M>RG cdl,
nmrsq]sdc rhfmhehb]mskx ghfgdq onrssq]mrok]ms rtquhu]k bnl,
o]qdc vhsg GBU %GQ+ /-64: 84� BH /-60,/-68+ L ; /-//0(-
>r hm oqduhntr rstchdr+ o]shdmsr vhsg M>RGvdqd lnqd khjdkx
sn ad vnldm+ g]c ghfgdq ALH ]mc ] ghfgdq oqdu]kdmbd ne ch,
]adsdr ]mc ghrsnqx ne b]qch]b chrd]rd-
Rhlhk]q ehmchmfr g]ud addm qdonqsdc hmM>RGo]shdmsrvhsg

]cchshnm]k bnlnqahchshdr+ rtbg ]r rdudqd qdm]k chrd]rd qdpthq,
hmf RKJ sq]mrok]ms]shnm+6 nq bndwhrsdmbd ne GBB-7 Hm 0 qdfhr,
sqx rstcx a]rdc nm TMNR c]s]a]rd %1//1,1/00(+6 ne sgd
27422 khudq sq]mrok]msr odqenqldc ctqhmf sg]s rstcx odqhnc+
]ants 4-5� %M < 1051( qdbdhudc RKJ sq]mrok]ms]shnm vhsg
473 %5-1�(+ 21/ %7-6�(+ ]mc 0147 %4�( adknmfhmf sn hlltmd,
nq ]kbngnk,qdk]sdc hmchb]shnmr %oqhl]qx ahkh]qx bgnk]mfhshr+ oqhl]qx
rbkdqnrhmf bgnk]mfhshr nq ]kbngnkhb bhqqgnrhr %fqnto H(+ M>RG+
]mc bqxosnfdmhb bhqqgnrhr vhsg ALH fqd]sdq sg]m 2/ %fqnto HH(+
]mc GBU vhsg ]mc vhsgnts ]kbngnk+ GAU+ ]mc GBB %fqnto
HHH(+ qdrodbshudkx- Ehud,xd]q ntsbnldr vdqd rhlhk]q bnlo]qhmf
sgd M>RG fqnto %fqnto HH( udqrtr fqnto H enq khudq fq]es
%67� ur 63�+ L < /-03( ]mc o]shdms rtquhu]k %70� ur
65�+ L < /-/6(- Hm bnmsq]rs+ jhcmdx fq]es ntsbnld v]r vnqrd
enq fqnto HH %6/� ur 68�+ L < /-//1(- Qhrj ne jhcmdx fq]es knrr
v]r nudq 0-4,enkc ghfgdq ]lnmf fqnto HH RKJ qdbhohdmsr bnl,
o]qdc vhsg fqnto H ]esdq bnmsqnkkhmf enq qdbhohdms bg]q]bsdqhrshbr-
Trhmf ] 1,bdmsdq qdsqnrodbshud cdrhfm+ R]ckdq ds ]k7 ]m]kxydc

sgd ntsbnld ne ]kk o]shdmsr eqnl1//3 sn 1/03 sg]s qdbdhudc KS
enq GBB ]mc bnlo]qdc sgd ntsbnld ne sgnrd sq]mrok]msdc enq
GBB nm sno ne M>RG %5/.818+ 5-4�( udqrtr sgd qdl]hmcdq
mnm,M>RG o]shdmsr- Sgdqd vdqd mn rhfmhehb]ms cheedqdmbdr
adsvddm fqntor enq oqdsq]mrok]ms nq dwok]ms stlnq bg]q]b,
sdqhrshbr- Sgd ]bst]qh]k 0,+ 2, ]mc 4,xd]q nudq]kk rtquhu]k v]r
87�+ 85�+ ]mc 7/�+ qdrodbshudkx+ hm M>RG udqrtr 84�+
73�+ ]mc 67�+ qdrodbshudkx+ hm mnm,M>RG %L < /-0(-
Hm rtll]qx+ hm lnrs rstchdr M>RG o]shdmsr g]ud addm

rgnvm sn g]ud rhlhk]q rtquhu]k q]sdr bnlo]qdc vhsg o]shdmsr
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vhsgnts M>RG dudm sgntfg sgdhq oqnehkd hr bnmrhrsdms vhsg ]
ghfg,qhrj b]mchc]sd %nkcdq+ fqd]sdq q]sd ne nadrhsx+ lnqd khjdkx
sn ad ch]adshb+ lnqd khjdkx sn g]ud oqhnq ghrsnqx ne BU
dudmsr(-0,06 Hs hr khjdkx sg]s sgdrd qdrtksr l]x ad dwok]hmdc hm
o]qs+ ax sgd knvdq qhrj ne fq]es e]hktqd bnlo]qdc vhsg nsgdq
hmchb]shnmr+ o]qshbtk]qkx GBU- Sgdrd qdrtksr l]x bg]mfdvhsg
sgd hmsqnctbshnm ne sgd dwsqdldkx deedbshud nq]k ]mshuhq]k cqtfr
]f]hmrs GBU- >ksdqm]shudkx+ dwsdmrhud rbqddmhmf enq BU chr,
d]rd hm o]shdmsr vhsg M>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr l]x g]ud kdc
sn ]m dwbktrhnm ne sgd ‘onnq M>RG b]mchc]sdr %vhsg rhfmheh,
b]ms BU chrd]rd(• ]kknvhmf sgd hmbktrhnm hm sgd KSv]hshmf khrs
ne sgnrd bnmrhcdqdc ‘sgd adrs M>RG b]mchc]sdr•- Hmsdqdrshmfkx
sgntfg+ ansg rhmfkd,bdmsdq rstchdr+ rstchdr eqnl k]qfd qdfhrsqhdr
]mc rxrsdl]shb qduhdvr g]ud cdlnmrsq]sdc sg]s BU cd]sgr
bnmrshstsd ] ghfgdq oqnonqshnm ne cd]sgr ]lnmf M>RG o],
shdmsr bnlo]qdc sn mnm,M>RG sq]mrok]ms qdbhohdmsr-0,06 Hm
]cchshnm+ ld]m enkknv,to hml]mx ne sgdrd rstchdr hr kdrr sg]m
4 xd]qr- Hs hr rshkk tmjmnvm he qdrtksr vhkk bg]mfd vhsg knmfdq
enkknv,to+ ]r lnqd BU chrd]rd cdudknor hm M>RG,o]shdmsr-

1�HR SGD M?STP?K GHRSNPW NE M?RG,PDK?SDC
BHPPGNRHR CHEEDPDMS EPNL NSGDP DSHNKNFHDR
NE DMC,RS?FD KHUDP CHRD?RD:

RsYsdldmsr
Khlhsdc c]s] ]qd ]u]hk]akd- O]shdmsr vhsg M>RG,qdk]sdc

bhqqgnrhr g]ud hmbqd]rdc BU lnqahchsx ]mc lnqs]khsx bnl,
o]qdc sn o]shdmsr vhsg bhqqgnrhr ne nsgdq dshnknfhdr- O]shdmsr
vhsg M>RG bhqqgnrhr g]ud knvdq lnqs]khsx q]sdr hm sgd bnl,
odmr]sdc rs]sd %Bghkc Otfg >( ats rhlhk]q lnqs]khsx hm sgd
cdbnlodmr]sdc rs]sd %Bghkc Otfg A ]mc B( bnlo]qdc sn
GBU,qdk]sdc bhqqgnrhr-

AYaiepntmc
Hm ] oqnrodbshud enkknv,to ne 145 ]ctks o]shdmsr vhsg bnl,

odmr]sdc M>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr+ 38 %08�( rtaidbsr dwodqh,
dmbdc khudq,qdk]sdc bkhmhb]k dudmsr ]esdq ] enkknv,to ne 15-6
lnmsgr-07 >s 13 lnmsgr+ dudms eqdd rtquhu]k v]r 81� hm o],
shdmsrvhsg ]gdo]shb udmntronqs]k fq]chdms %GUOF(;0/llGf
bnlo]qdc vhsg 64� hm sgnrd vhsg GUOF ne 0/ ll Gf
nq fqd]sdq- Hm sgd ltkshu]qh]sd ]m]kxrhr+ hmcdodmcdms oqdchb,
snqr ne bkhmhb]k dudmsr vdqd ghfgdq a]rdkhmd GUOF+ fqd]sdq
bg]mfd hm GUOF nudq shld ]mc knvdq a]rdkhmd ]katlhm-
Hm ] b]rd bnmsqnk rstcx eqnl >trsq]kh] sg]s hmbktcdc

12 o]shdmsr vhsg M>RG bhqqgnrhr ]mc 35 o]shdmsr vhsg GBU
bhqqgnrhr+ sgd oqnfmnrhr ne o]shdmsr vhsg M>RG bhqqgnrhr v]r
rhlhk]q sn nq adssdq sg]m sg]s ne GBU,qdk]sdc bhqqgnrhr-08 Hm
] b]rd bnmsqnk rstcx eqnl I]o]m sg]s hmbktcdc 57 o]shdmsr
vhsg M>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr ]mc 58 o]shdmsr vhsg GBU,
qdk]sdc bhqqgnrhr+ sgd 4,xd]qGBB q]sdv]r ghfgdq hmGBU bhq,
qgnrhr %2/-4� hm GBU ur 00-2� hm M>RG( ats sgd 4,xd]q
rtquhu]k q]sdr vdqd rhlhk]q %62-7� hm GBU ur 64-1� hm
M>RG(-1/ Sgd ]tsgnqr ne sgdrd 1 rstchdr chc mns odqenql
bnlo]qhrnmr ]bbnqchmf sn Bghkc Otfg bk]rr- Hm ] TR b]rd,
bnmsqnk rstcx ne 041 o]shdmsr vhsg M>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr
]mc 04/ o]shdmsr vhsg GBU,qdk]sdc bhqqgnrhr+ o]shdmsr vhsg
Bghkc bk]rr > M>RG bhqqgnrhr g]c knvdq lnqs]khsx bnlo]qdc
vhsg Bghkc bk]rr > GBU bhqqgnrhr %2.63 ur 04.64+ L ; /-//3(+
vgdqd]r sgdqd v]r mn cheedqdmbd hm lnqs]khsx hm Bghkc Otfg
A.B bhqqgnrhr-10 O]shdmsr vhsg Bghkc bk]rr > bhqqgnrhr ctd sn
M>RG ]krn g]c ] rhfmhehb]mskx knvdq qhrj ne cdbnlodmr]shnm

%L ; /-/6(- O]shdmsr vhsg M>RG g]c ghfgdq b]qch]b lnqs]khsx
%7.041 ur 0.04/+ L ; /-/2(-10

Hm ] enkknv,to ne 107 o]shdmsr vhsg M>RG bhqqgnrhr khrsdc
enq KS+ M>RG,o]shdmsr vdqd nkcdq ]mc g]c lnqd bnlnqahch,
shdr cdrohsd ] rhlhk]q LDKC rbnqd bnlo]qdc vhsg o]shdmsr
vhsg GBU bhqqgnrhr-11 O]shdmsr vhsg M>RG bhqqgnrhr ]mc
LDKC ne 04 nq kdrr vdqd kdrr khjdkx sn qdbdhud KS ]mc lnqd
khjdkx sn chd nq cdkhrsdc eqnl sgd v]hskhrs adb]trd ne bnlnq,
ahchshdr bnlo]qdc vhsg o]shdmsr vhsg GBU,qdk]sdc bhqqgnrhr-
Sgd ldch]m oqnfqdrrhnm q]sd ]lnmf o]shdmsr vhsg M>RG
v]r 0-2 LDKC onhmsr odq xd]q udqrtr 2-1 LDKC onhmsr odq
xd]q enq sgd GBU fqnto %L < /-//2(- >lnmf o]shdmsr vhsg
LDKC rbnqdr fqd]sdq sg]m 04+ sgdqd vdqd mn cheedqdmbdr ad,
svddm fqntor hm odqbdms]fd sg]s qdbdhudc sq]mrok]msr nq q]sd
ne LDKC rbnqd oqnfqdrrhnm-11

Hm ] rstcx eqnl sgd TMNR c]s]a]rd+ ]lnmf TR ]ctksr
vhsg GBB khrsdc enq KS+ o]shdmsr vhsg M>RG,GBB vdqd rhf,
mhehb]mskx kdrr khjdkx sn g]ud ]bshud LDKC dwbdoshnmr bnl,
o]qdc vhsg GBU,GBB+ ]mc sgnrd vhsgnts ]bshud dwbdoshnm
g]c ] knvdq khjdkhgnnc ne qdbdhuhmf KS-12 Sgd ]tsgnqr onrst,
k]sdc sg]s sghr bntkc ad ctd sn ] ghfgdq q]sd ne bnlnqahc bnm,
chshnmr hm o]shdmsr vhsg M>RG ]mc.nq adssdq gdo]shb etmbshnm
]mc rknvdq oqnfqdrrhnm ne bhqqgnrhr hm sgd M>RG,GBB fqnto-

2�GNV RGNTKC BU PHRI AD ?RRDRRDC HM
SGD M?RG,B?MCHC?SD ENP KS: RGNTKC SGD
?RRDRRLDMS CHEEDP EPNL SG?S CNMD HM
NSGDP DSHNKNFHDR:

PdanlldmcYshnmr

0, Khudq sq]mrok]ms b]mchc]sdr vhsg M>RG rgntkc ad bnm,
rhcdqdc ]s ghfg qhrj ne cdudknohmf BU dudmsr adenqd ]mc
]esdq sq]mrok]ms]shnm %pt]khsx ne duhcdmbd+ ghfg: rsqdmfsg ne
qdbnlldmc]shnm+ rsqnmf(-

1, Sgd ]bbtltk]shnm ne BU qhrj e]bsnqr rgntkc ad b]qdetkkx
]rrdrrdc ax ] ltkshchrbhokhm]qx sd]l+ vghbg rgntkc hm,
bktcd ] b]qchnknfhrs ]mc ]mdrsgdrhnknfhrs vhsg rodbh]k hmsdq,
drs hm sq]mrok]ms]shnm %pt]khsx ne duhcdmbd+ knv: rsqdmfsg ne
qdbnlldmc]shnm+ rsqnmf(-

2, >ksgntfg M>RG hr bnmrhcdqdc ]m hmcdodmcdms qhrj e]bsnq
enq BUdudmsr rhlhk]q sn nsgdq sq]chshnm]k qhrj e]bsnqr+ sgdqd
hr mns dmntfg duhcdmbd sn rtoonqs ] cheedqdms ]ooqn]bg sn
sgd oqd,KS BU]rrdrrldms- %pt]khsx ne duhcdmbd+ lncdq]sd:
rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm+ rsqnmf(-

3, Sgdqd hr hmrteehbhdms duhcdmbd sn qdbnlldmc ] rodbhehb BU
qhrj ]kfnqhsgl enq M>RG o]shdmsr tmcdqfnhmf khudq sq]mr,
ok]ms]shnm du]kt]shnm- Sgd ]kfnqhsgl+ ]mc o]qshbtk]qkx sgd
ok]bd ne rsqdrr sdrsr+ vhkk ad cdsdqlhmdc hm o]qs ax knb]k dw,
odqshrd %pt]khsx ne duhcdmbd+ lncdq]sd: rsqdmfsg ne qdbnl,
ldmc]shnm+ lncdq]sd HH](

AYaiepntmc

MnmWkangnkha EWssv Hhudp ChrdWrd Wmc AT ChrdWrd
Sxohb]kkx+ M>RG o]shdmsr g]ud ] lds]ankhb oqnehkd bnl,

o]shakd vhsg ghfg BU qhrj+ vghbg l]jdr sgdl lnqd khjdkx sn
oqdrdms vhsg rhkdms BU chrd]rd-1+0/,03+13 Hmcddc+ ] fqnvhmf
ancx ne duhcdmbd rtoonqsr sgd dwhrsdmbd ne ] ahchqdbshnm]k qd,
k]shnmrgho adsvddm M>EKC ]mc sgd lds]ankhb rxmcqnld+
o]qshbtk]qkx gxodqsdmrhnm ]mc sxod HH CL-13 Hlonqs]mskx+
sgd lds]ankhb rxmcqnld+ ]s sgd gd]qs ne M>RG+ dmbnlo]rrdr
vdkk,jmnvm BU qhrj e]bsnqr+ hmbktchmf bdmsq]k nadrhsx+ ]sgdqn,
fdmhb cxrkhohcdlh]+ snfdsgdq vhsg gxodqsdmrhnm ]mc sxod HH CL-
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Hs rgntkc mns ad ] rtqoqhrd sgdm sg]s M>RG hr rsqnmfkx
khmjdc sn ]m hmbqd]rdc qhrj ne cdudknohmf e]s]k ]mc mnme]s]k
BUdudmsr- Vgdsgdq M>EKC ax hsrdke %sgntfg ltkshokd o]sg,
nogxrhnknfhb]k cdq]mfdldmsr+ hmbktchmf bgqnmhb hmek]ll]shnm+
gxodqbn]ftk]shnm+ bgqnmhb jhcmdx chrd]rd+ dsb-( hmcdodm,
cdmskx bnmsqhatsdr sn sgd cdudknoldms ne BU chrd]rd hr rshkk
] snohb ne cda]sd ats hmbqd]rhmfkx c]s] onhmsr snv]qc sg]s
hmcdodmcdms deedbs-
Sgd rodbsqtl ne BU bnlokhb]shnmr ]rrnbh]sdcvhsgM>EKC

hr udqx vhcd q]mfhmf eqnl oqdl]stqd ]sgdqnrbkdqnrhr sn ]nqshb
u]kud rbkdqnrhr ]mc kdes udmsqhbtk]q cxretmbshnm.gxodqsqnogx
kd]chmf sn bnmfdrshud gd]qs e]hktqd ]mc b]qch]b ]qqgxsglh]r
%l]hmkx ]sqh]k ehaqhkk]shnm ]mc PSb hmsdqu]k oqnknmf]shnm(-13

Hm ] qdbdms lds],]m]kxrhr hmbktchmf ]klnrs 23/// hmchuhct]kr
eqnl 05 nardqu]shnm]k rstchdr+ sgd ]tsgnqr bnmbktcdc sg]s
sgd oqdrdmbd ne M>EKC %ch]fmnrdc sgqntfg hl]fhmf nq ghr,
snknfx( v]r ]rrnbh]sdc vhsg ] 54� hmbqd]rdc qhrj ne cdudkno,
hmf e]s]k ]mc mnme]s]k BUdudmsr nudq ] ldchtl enkknv,to ne
]klnrs 6 xd]qr-14 Hlonqs]mskx+ sgd ]tsgnqr ]krn rgnvdc gnv
sghr qhrj hmbqd]rdc vhsg hmbqd]rdc rdudqhsx ne sgd khudq chr,
d]rd-14 A]rdc nm sghr rsqnmf khmj adsvddm sgd oqdrdmbd ]mc rd,
udqhsx ne M>EKC ]mc sgd hmbqd]rdc qhrj ne BU chrd]rd+ lnrs
Rnbhdshdr g]ud rtffdrsdc sg]s M>EKC ax hsrdke+ qdf]qckdrr ne
nsgdq jmnvm qhrj e]bsnqr+ hcdmshehdr ] rtards ne o]shdmsr vhsg
] ghfgdq qhrj ne BU chrd]rd lnqs]khsx ]mc lnqahchsx nudq
shld+ ]mc sgtr qdbnlldmc ] sgnqntfg BUqhrj ]rrdrrldms-15

Hs hr hlonqs]ms sn ghfgkhfgs sg]s bhqqgnrhr hr sgd dmc,rodbsqtl
ne M>EKC+ qdoqdrdmshmf sgnrd vhsg sgd lnrs rdudqd enql ne
khudq chrd]rd+ ]mc ]r rtbg+ hm sgdnqx ]s kd]rs+ ]s ghfgdrs qhrj
ne BU chrd]rd- Bngnqs rstchdr ]r vdkk ]r rxrsdl]shb qduhdvr
]mc lds],]m]kxrhr g]ud rgnvm sg]s v]hskhrs o]shdmsr vhsg
M>RG ]qd sxohb]kkx nkcdq bnlo]qdc sn sgnrd vhsg nsgdq dshnk,
nfhdr+ lnqd khjdkx sn ad edl]kd+ lnqd khjdkx sn ad ch]adshbr
]mc nadrd ]mc vhsg vnqrd qdm]k etmbshnm-1+5 Bnlo]qdc sn
nsgdq bhqqgnshb o]shdmsr+ M>RG,bhqqgnrhr hr ]rrnbh]sdc vhsg
] ghfgdq qhrj ne BU dudmsr ]esdq KS+ o]qshbtk]qkx hm sgd d]qkx
onrsnodq]shud odqhnc-03 Hm ]cchshnm+ rdudq]k rstchdr g]ud ]krn
cnbtldmsdc sg]s o]shdmsr vhsg dmc,rs]fd khudq chrd]rd ctd sn
M>RG g]ud ghfgdq q]sdr ne bnqnm]qx ]qsdqx chrd]rd %B>C(
sg]m sgnrd ne nsgdq dshnknfhdr-16,20

AT Ohri ,rrdrrldms ne sgd HR AWmchcWsd
Sgd rsqdrr hmgdqdms sn sq]mrok]ms]shnm+ hmbktchmf rtqfdqx

hsrdke+ ]mc bnlokhb]shnmr sg]s l]x nbbtq hm sgd onrsnodq]shud
odqhnc+ b]m sq]mrenql rhkdms BU chrd]rd hmsn rdqhntr BU
dudmsr+ dudmst]kkx hmbqd]rhmf lnqs]khsx- Sgdqdenqd+ hs hr drrdm,
sh]k sg]s sgd oqdsq]mrok]ms du]kt]shnm hmbktcdr ] sgnqntfg BU
du]kt]shnm ansg rsqtbstq]k ]mc etmbshnm]k hm bnmchshnmr ne
qdrs ]mc rsqdrr sn qdud]k %]mc bnqqdbs he onrrhakd( ]mx rhfmheh,
b]ms BU chrd]rd- Tmenqstm]sdkx+ cdehmhmf vg]s rgntkc ad
sgd adrs ]ooqn]bg sn ]cdpt]sdkx ]rrdrr sgd BUqhrj hm KSb]m,
chc]sdr hr ] enbtr ne hmsdmrd ]mc lnuhmf cda]sd- Qdbnfmhyhmf
sgd gdlncxm]lhb bg]kkdmfdr dmbntmsdqdc ax KS o]shdmsr hm
sgd odqhnodq]shud odqhnc ]mc gnv sgdrd qdronmrdr b]m ad dw,
]bdqa]sdc ax tmcdqkxhmf b]qch]b o]sgnknfx hr bqhshb]k hm cdudk,
nohmf qdbnlldmc]shnmr enq sgd oqdnodq]shud qhrj ]rrdrrldms
]mc l]m]fdldms ne sgdrd o]shdmsr-21 Nudq]kk+ BU]rrdrrldms
rgntkc qdud]k rtabkhmhb]k B>C+ onqsnotklnm]qx gxodqsdm,
rhnm ]mc lxnb]qch]k chrd]rd ]mc rgntkc ad trdc sn dhsgdq
sqd]s ]amnql]k ehmchmfr ]mc.nq cdmx sq]mrok]ms]shnm sn sgnrd
vgdqd sgd qhrj hr snn ghfg ]mc vgn ]qd mnmsqd]s]akd- O]shdmsr

vhsg nudqs gd]qs e]hktqd ctd sn b]qch]b chrd]rd vhkk lnrs khjdkx
mns admdehs eqnl KS ]mc g]ud rhfmhehb]ms onrsnodq]shud lnq,
ahchsx ]mc lnqs]khsx qdk]sdc sn vnqrdmhmf gd]qs e]hktqd-21 Hm
]cchshnm+ o]shdmsr vhsg lncdq]sd sn rdudqd onqsnotklnm]qx
gxodqsdmrhnm vgn cn mns qdronmc sn u]rnchk]snq sgdq]ox
rgntkc mns ad bnmrhcdqdc enq KS-22 Ehm]kkx+ ghfg,qhrj o]shdmsr
vhsg B>C mns ]ldm]akd sn qdu]rbtk]qhy]shnm nq sgnrd vhsg
bnmbtqqdms kdes udmsqhbtk]q cxretmbshnm vhkk ]krn mns khjdkx
admdehs eqnl KS-20

Tmenqstm]sdkx+ cdrohsd ] bkd]q tmcdqrs]mchmf sg]s BUdudmsr
qdoqdrdms ] rntqbd ne lnqahchsx ]mc lnqs]khsx+ qhrj rsq]shehb],
shnm ]ooqn]bgdr ]mc odqenql]mbd bg]q]bsdqhrshbr ne cheedqdms
b]qch]b sdrshmf lnc]khshdr qdl]hm tmbkd]q- Hm ] qdbdms rxr,
sdl]shb qduhdv ]hldc ]s bg]q]bsdqhyhmf sgd hmbhcdmbd ]mc
qhrj e]bsnqr enq BUdudmsr onrs,KS+ vghbg hmbktcdc 18 rstchdr
qdoqdrdmshmf 46382 o]shdmsr+ cdehmhshnmr ne BU ntsbnldr
vdqd ghfgkx hmbnmrhrsdms- Hmbhcdmbd q]sdr vdqd vhcdkx u]qh,
]akd9 0� sn 30� enq ntsbnldr ]s 5 lnmsgr nq rgnqsdq ]mc
/� sn 20� enq ntsbnldr knmfdq sg]m 5 lnmsgr- Ltkshu]qh]sd
]m]kxrdr cdlnmrsq]sdc sg]s nkcdq ]fd ]mc ghrsnqx ne b]qch]b
chrd]rd vdqd sgd lnrs bnmrhrsdms oqdchbsnqr ne BU dudmsr
onrssq]mrok]ms- Tmenqstm]sdkx+ sgd oqdchbshud b]o]bhsx ne u]q,
hntr b]qch]b hl]fhmf lnc]khshdr v]r ]krn chrbqdo]ms- A]rdc
nm sgdrd c]s]+ sgd ]tsgnqr bnmbktcdc sg]s sgd sqtd hmbhcdmbd
ne BU ntsbnldr onrs,KS qdl]hmr tmjmnvm hm k]qfd o]qs
ctd sn k]bj ne bnmrdmrtr qdf]qchmf ntsbnld cdehmhshnm-23

Ne mnsd+ o]shdmsr vhsg drs]akhrgdc B>C vgn tmcdqfn KS
g]ud vnqrd ntsbnldr sg]m o]shdmsr vhsgnts B>C- Hm 0 rstcx+
0,xd]qlnqs]khsx q]sd ne ]ants 3/�v]r qdonqsdc+20 ]ksgntfg
hloqnudldmsr hm rbqddmhmf ]mc odqhnodq]shud b]qd g]ud qd,
ctbdc d]qkx onrssq]mrok]ms cd]sgr rtars]msh]kkx- Lnqd qdbdms
qdonqsr hmchb]sd lnqs]khsx g]y]qc q]shnr hm o]shdmsr vhsg bkhm,
hb]k B>C ne 1-/ sn 2-8 ]f]hmrs 0,xd]q ]kk,b]trdlnqs]khsx q]sdr
ne 3� sn 4�+ rtffdrshmf ] qhrj ne 7� sn 07�-23,27 Adb]trd
rdudqd ltkshudrrdk chrd]rd nq hmctbhakd hrbgdlh] l]x itrshex
hmsdqudmshnm hm sgdrd o]shdmsr+ ] rsq]sdfx ne rsqdrr sdrshmf ]mc
bnqnm]qx ]mfhnfq]ogx %B>F( hr fdmdq]kkx ]bbdosdc-
>ccqdrrhmf sgd hlo]bs ]mc l]m]fdldms ne o]shdmsr vhsg

bkhmhb]kkx rhkdms chrd]rd hr kdrr bkd]q-28 Sgd oqdu]kdmbd ne ]mfhn,
fq]oghb]kkx cdlnmrsq]sdc B>C hm sq]mrok]ms b]mchc]sdr hr
jmnvm sn ad rhlhk]q sn sg]s qdonqsdc hm sgd fdmdq]k onotk],
shnm ]mc ghfgdq hm M>RG+3/+30 ats etmbshnm]k hlo]hqldms
b]trdc ax dmbdog]kno]sgx+ r]qbnodmh]+ ekthc qdsdmshnm ]mc.nq
]btsd cdbnlodmr]shnm nesdm oqdudmsr bkhmhb]k ]rrdrrldms ne
b]qch]b qdrdqud-

Rnnkr sn DuWktWsd AT Ohri hm Hhudp RpWmrokWms AWmchcWsdr
�iTrreaTi InlelsTresc Nnnir
Sgd BUdu]kt]shnmr ]qd bg]kkdmfhmf hm KS b]mchc]sdr- Sgd

l]inqhsx ne sgdrd o]shdmsr b]mmns tmcdqfn b]qchnotklnm]qx
dwdqbhrd sdrshmf ctd sn cdbnmchshnmhmf+ l]kmtsqhshnm,]rrnbh]sdc
ltrbkdvd]jmdrr+ ]rbhsdr+ nq ]mdlh]- B]qch]b du]kt]shnmvhsg
dkdbsqnb]qchnfq]ogx ]mc dbgnb]qchnfq]ogx hr cnmd nm ] qnt,
shmd a]rhr hm lnrs bdmsdqr- > oqnknmfdc PSb hr mns ] bnmsq]hm,
chb]shnm sn KS+ ats rgntkc oqnlos ] rd]qbg enq qdudqrhakd
b]trdr+ rtbg ]r dkdbsqnkxsd chrstqa]mbd %df+ gxonj]kdlh] nq
gxonl]fmdrdlh]( nq sgd trd ne PS hmsdqu]k,oqnknmfhmf
cqtfr-23+24 Sq]mrsgnq]bhb dbgnb]qchnfq]ogx vhsg Cnookdq hr
qdbnlldmcdc enq ]kk KS b]mchc]sdr sn ]rrdrr kdes ]mc qhfgs
udmsqhbtk]q rhyd ]mc etmbshnm+ u]kutk]q etmbshnm+ ]mc otkln,
m]qx ]qsdqx oqdrrtqd- Fdmdq]kkx+ vgdm ]m ]amnql]k ehmchmf

37 �pTlroiTlsTsanl � 9VmrVou 1�03 � Nnerlb 0�2 � Jrlabo 0 vvv-sqZmrokZmsintqmZk-bnl

Copyright © 2018 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



173 

	

hr cdsdbsdc trhmf sgdrd ldsgncr+ etqsgdq hmudrshf]shnmr ]qd
qdbnlldmcdc+ o]qshbtk]qkx sgqntfg mnmhmu]rhud sdbgmhptdr
%b]qchnotklnm]qx dwdqbhrd sdrshmf+ cnats]lhmd rsqdrr dbgnb]q,
chnfq]ogx YCRD[+ lxnb]qch]k odqetrhnm hl]fhmf ax rhmfkd,
ognsnm dlhrrhnm bnlotsdc snlnfq]ogx YRODBS[ ]mc.nq
b]qch]b bnlotsdc snlnfq]ogx(+ onrhshud ehmchmfr sxohb]kkx
kd]chmf sn sgd trd ne hmu]rhud B>F-31 Sghr g]r addm ]rrtldc
sn dmg]mbd qhrj oqdchbshnm ]mc ntsbnldr ax hcdmshexhmf ansg
b]mchc]sdr vhsg chrd]rd rn rdudqd ]r sn oqdbktcd sq]mrok]ms
]mc sgnrd rths]akd enq qhrj,qdctbhmf hmsdqudmshnm- Gnvdudq+
mdhsgdq ne sgdrd onsdmsh]k admdehsr g]r addm cdlnmrsq]sdc ad,
xnmc qd]rnm]akd cntas-
Ehqrs+ mnmhmu]rhud etmbshnm]k sdrshmf enq hrbgdlh] g]r khl,

hsdc oqdchbshud u]ktd enq narsqtbshud B>C hm sghr onotk]shnm-
Lnrs o]shdmsr b]mmns tmcdqfn dwdqbhrd sdrshmf- Hm ]cchshnm+
]ksgntfg oqduhntr lds],]m]kxrhr g]r rtffdrsdc sg]s CRD cd,
sdbsr B>C vhsg ] ghfg cdfqdd ne rdmrhshuhsx ]mc rodbhehbhsx hm
sgd fdmdq]k onotk]shnm+31 hsr odqenql]mbd hr bkd]qkx qdctbdc
hm sgd KS rdsshmf vgdqd onnq rdmrhshuhsx g]r addm qdonqsdc+
onrrhakx rdbnmc]qx sn ]m hm]ahkhsx sn ]bghdud s]qfds gd]qs q]sd
]mc od]j cntakd oqnctbs %gd]qs q]sd ltkshokhdc ax aknnc
oqdrrtqd(-32 Sgd trd ne �,aknbjhmf ]fdmsr enq sgd oqdudmshnm
ne drnog]fd]k u]qhbd]k akddchmf g]r addm entmc sn ad ] bnllnm
b]trd ne e]hktqd sn ]bghdud sgd s]qfds gd]qs q]sd hm CRD- Hm ]
qdsqnrodbshud rstcx ne 0/4 bhqqgnshb o]shdmsr vgn tmcdqvdms
ansg CRD ]mc B>F+ CRD v]r entmc sn g]ud ] rdmrhshuhsx ne
02� ]mc mdf]shud oqdchbshud u]ktd %MOU( ne 64� enq na,
rsqtbshud B>C-33 Hm ]mnsgdq ]m]kxrhr ne KS b]mchc]sdr+ CRD
bnlo]qdc vhsg B>F g]c 64� rdmrhshuhsx ]mc 46� rodbhehb,
hsx hm cdsdbshmf B>C-34 >mnsgdq rdqhdr qdonqsdc 8� rdmrhshu,
hsx+ 22� onrhshud oqdchbshud u]ktd %OOU(+ ]mc 78� MOU enq
oqdchbshmf d]qkx b]qch]b dudmsr ]esdq KS-35 Hm ] k]qfd qdsqn,
rodbshud rstcx ne 3// KS o]shdmsr+ oqdnodq]shud CRD g]c ]
OOUne nmkx 16� enq sgd hcdmshehb]shnm ne onrssq]mrok]ms b]q,
ch]b dudmsr %cd]sg.mnme]s]k lxnb]qch]k hme]qbshnm( vhsghm
0 lnmsg ]esdq KS ats sgd MOU qd]bgdc 78�-26 Sgd l]inqhsx
ne o]shdmsr hm sghr rstcx sgntfg g]c qdk]shudkx knv LDKC
rbnqdr- Hm ] pt]mshs]shud rxrsdl]shb qduhdv ]rrdrrhmf CRDzr trd
hm cdsdbshmf B>C ]mc oqdchbshmf odqhnodq]shud ]mc knmf sdql
b]qch]b dudmsr hm o]shdmsr tmcdqfnhmf KS+ a]rdc nm 6 rstchdr+
hmbktchmf ] sns]k ne 47/ o]shdmsr+ sgd ]tsgnqr bnmehqldc sgd
khlhsdc ]bbtq]bx ne CRD enq sgd cdsdbshnm ne B>C hm b]mch,
c]sdr enq KS- Gnvdudq+ ]lnmf o]shdmsr rdkdbsdc enq KS+ sgd
MOU ne CRD enq ansg odqhnodq]shud ]mc knmf sdql b]qch]b
dudmsr v]r entmc sn ad ghfg-36+37 Rhlhk]qkx+ mtbkd]q RODBS
rsqdrr hl]fhmf b]mmns ad deedbshud adb]trd ne sgd qdk]shudkx
knv rdmrhshuhsx sn cdsdbs B>C hm KS b]mchc]sdr ctd sn sgd
bgqnmhb u]rnchk]snqx rs]sd dwghahsdc ax o]shdmsr vhsg dmc,rs]fd
khudq chrd]rd-38+4/ Nudq]kk+ hm 1 qdbdms rxrsdl]shb qduhdvr+23+40

sgd ]tsgnqr bnmbktcdc sg]s CRD ]mc RODBS cn mns r]shre]b,
snqhkx oqdchbs hmbqd]rdc qhrj ne odqhnodq]shud l]inq BUdudmsr
nq ]kk,b]trd lnqs]khsx ]lnmf bhqqgnshb o]shdmsr khrsdc enq KS+
]lnmf rl]kk ]mc gdsdqnfdmntr rstchdr- Hm rtll]qx+ mnmhm,
u]rhud rsqdrr hl]fhmf g]r addm rgnvm sn oqdchbs l]inq ]c,
udqrd b]qch]b dudmsr mn lnqd deedbshudkx sg]m bnmudmshnm]k
bkhmhb]k qhrj rbnqhmf-

ClsTresc Nnnir
Hm qdronmrd sn sgd knv rdmrhshuhsx ne mnmhmu]rhud rsqdrr hl,

]fhmf hm sgd KS rdsshmf+ l]mx TR bdmsdqr g]ud ]cnosdc B>F
]r ] oqhl]qx hmudrshf]shnm hm to sn 7/� ne oqnrodbshud qdbho,
hdmsr+ vhsg nq vhsgnts mnmhmu]rhud sdrshmf-4/+41 Bnlo]q]akd

0,xd]q onrssq]mrok]ms ntsbnldr g]ud addm qdonqsdc hm qdsqn,
rodbshud rstchdr ne o]shdmsr tmcdqfnhmf B>F bnlo]qdc sn qd,
bhohdmsr vhsg mn BU chrd]rd+ ats sgdrd l]jd mn chrshmbshnm
adsvddm sgnrd hmudrshf]sdc nm sgd a]rhr ne B>C ghrsnqx nq
rxlosnlr ]mc sgnrd vhsg qhrj e]bsnqr ]knmd-41,43 Sgdqdenqd+
]ksgntfg sgd ]tsgnqr hmsdqoqdsdc sgdhq ntsbnldr ]r duhcdmbd
ne sgd deedbshudmdrr ne ]ffqdrrhud hmudrshf]shnm ]mc qdu]rbtk]q,
hy]shnm+ hs hr ]krn onrrhakd sg]s ] knv lnqs]khsx qhrj hm ] ghfg
oqnonqshnm ne qdbhohdmsr vhsg tmsqd]sdc rhkdms chrd]rd l]rjdc
] k]bj ne admdehs hm sgnrd tmcdqfnhmf hmsdqudmshnm- Etqsgdq,
lnqd+ 0 qdbdms rstcx ptdrshnmr qntshmd ]mfhnfq]ogx ]mc
hmsdqudmshnm+ qdonqshmf 4/� onrssq]mrok]ms lnqs]khsx hm
qdu]rbtk]qhydc qdbhohdmsr-44 Hm sghr rstcx+ ]lnmf 02 o]shdmsr
vhsg rdudqd B>C+ 2 tmcdqvdms odqbts]mdntr bnqnm]qx hmsdq,
udmshnm %OBH(+ ]mc 5 tmcdqvdms bnqnm]qx ]qsdqx axo]rr
fq]eshmf %B>AF(- Nudq]kk+ 4/� ne o]shdmsr vgn tmcdqvdms
dhsgdq hmsdqudmshnm chdc ne b]qch]b,qdk]sdc b]trdr+ vgdqd]r
mn o]shdms chdc ne ] b]qch]b,qdk]sdc b]trd ]esdq tmcdqfnhmf
mdhsgdq hmsdqudmshnm- Rnld bkhmhbh]mr+ drodbh]kkx ntsrhcd sgd TR+
]qftd sg]s ]m dlog]rhr nm ]mfhnfq]oghb ehmchmfr ne narsqtbshud
chrd]rd l]x tmcdqdrshl]sd sgd qnkd ne mnmnarsqtbshud ok]ptd
]mc lhbqnu]rbtk]q cxretmbshnm ]r b]trdr ne l]inq b]qch]b
dudmsr hm sghr rdsshmf- Ansg ]qd bnllnm hm M>EKC+ ]mc hl,
o]hqdc lhbqnu]rbtk]q odqetrhnm hr nesdm oqdrdms hm sgd ]a,
rdmbd ne narsqtbshud dohb]qch]k chrd]rd-45 Sgd uhdv sg]s
B>F ]mc qdu]rbtk]qhy]shnm l]x mns ad admdehbh]k hm rhkdms
chrd]rd hr rtoonqsdc ax q]mcnlhydc rstchdr rgnvhmf sg]s+
ntsrhcd sgd bnmsdws ne ]btsd bnqnm]qx rxmcqnldr+ OBH needqr
mn rtquhu]k ]cu]ms]fd hm sgd bnlltmhsx+ mnq hm l]inq u]rbt,
k]q rtqfdqx-31 Sgd k]ssdq hr drodbh]kkx rhfmhehb]ms adb]trd u]r,
btk]q rtqfdqx hr ]rrnbh]sdc vhsg ghfgdq odqhnodq]shud b]qch]b
lnqs]khsx sg]m KS- Fhudm sgd qhrjr ]mc cdk]xr hmbtqqdc ax hm,
sdqudmshnm+ ]mc sgd ]ardmbd ne ch]fmnrshb q]mcnlhydc bnm,
sqnkkdc sqh]kr %QBSr(+ btqqdms >ldqhb]m Gd]qs >rrnbh]shnm
%>G>(.>ldqhb]m Bnkkdfd ne B]qchnknfx %>BB( fthcdkhmdr cn
mns qdbnlldmc qntshmd oqdnodq]shud rsqdrr,sdrshmf+ OBH nq
B>AF hm ]rxlosnl]shb o]shdmsr hm nsgdq mnmb]qch]b rtqfhb]k
rdsshmfr-31Lnqdnudq+ sgd btqqdms >G>.>BB rbhdmshehb rs]sdldms
nm b]qch]b du]kt]shnm ne KSb]mchc]sdr rs]sdr nmkx sg]s mnmhmu],
rhud sdrshmf hm KSb]mchc]sdr ’l]x ad bnmrhcdqdc� hm sgd oqdrdmbd
ne ltkshokd %2 nq lnqd( qhrj e]bsnqr %o]qshbtk]qkx ch]adshbr ]fdc
=4/ xd]qr(+ q]shmf sgd duhcdmbd ]r bk]rr HHa+ kdudk B-31 Cdrohsd
hsr knv rdmrhshuhsx ]mc OOU+ CRD hr sgd snnk qdbnlldmcdc
ax sgdrd ]rrnbh]shnmr adb]trd ne hsr ghfg MOU-28

Icvco InlelsTresc Nnnir
Mdvdq ]ksdqm]shud lnc]khshdr ]mc rsq]sdfhdr g]ud qdbdmskx

addm oqnonrdc hm oqdsq]mrok]ms b]qch]b du]kt]shnm+ hmbktchmf
bnqnm]qx ]qsdqx b]kbhtl rbnqd %B>BR( ]mc bnqnm]qx bnlotsdc
snlnfq]ogx ]mfhnfq]ogx %BBS>(+ b]qch]b l]fmdshb qdrnm]mbd
%LQ>( ]mc bnmsq]rs,dmg]mbdc CRD-27+30+45,5/ Sgdqd hr ]f]hm
cda]sd ]ants vgdsgdq sgdrd mdv snnkr rgntkc ad bnmrhcdqdc
qntshmdkx enq ]kk KS b]mchc]sdr ctd sn sgd knv ] oqhnqh oqna],
ahkhsx ne cdsdbshmf rdudqd rsdmnrhr- Enq hmrs]mbd+ hm ] k]qfd
rstcx ne 0/34 ]rxlosnl]shb bhqqgnshb o]shdmsr %mn ghrsnqx
ne bgdrs o]hm nq B>C(+ BBS> qdud]kdc ] rhlhk]q eqdptdmbx
ne narsqtbshud B>C hm sgd bhqqgnshb %6-8�( ]mc gd]ksgx %6-1�(
bngnqsr-30 Hm ]cchshnm+ ]ksgntfg nardqu]shnm]k rstchdr ne rnld
ne sgdrd bnmehql sgqdrgnkc u]ktdr ne sdrs,fdmdq]sdc u]qh]akdr
]rrnbh]sdc vhsg hmbqd]rdc qhrj ne b]qch]b dudmsr ]mc lnqs]k,
hsx+45+5/ mnmd g]r addm qdonqsdc sn ad ]rrnbh]sdc vhsg g]y]qc
q]shnr sg]s ]qd oqnghahshud ]r ] rhmfkd e]bsnq %sg]s hr+ ] g]y]qc
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q]shn = 6+ vghbg vgdm ltkshokhdc ax ]udq]fd qhrj xhdkcr ]m
d]qkx lnqs]khsx qhrj =2/�(- >f]hm+ mnmd g]r addm ]rrdrrdc
hm ] ch]fmnrshb QBS hm KS-
Ehm]kkx+ hs hr ]qft]akd sg]s sgd rb]kd ne sgd oqnakdl ne d]qkx

BUlnqs]khsx hm KS g]r addm nudqrs]sdc- 2/,c]x BUlnqs]khsx
hm KS v]r qdonqsdc ]r 0-05� hm ] qdbdms ]m]kxrhr ne 43586
khudq qdbhohdmsr hm sgd TMNR c]s]a]rd+ ] knv ehftqd cdrohsd
sgd hmbktrhnm ne e]s]k rsqnjd+ sgqnlandlankhrl ]mc hmsq]nodq],
shud b]qch]b ]qqdrsr+ vghbg ]qd nesdm ltkshe]bsnqh]k ]mc mns bnm,
bktrhudkx b]qch]b-50 C]shmf eqnl1//1 sn 1/01+ sghr bngnqsltrs
g]ud hmbktcdc ] ghfg oqnonqshnm ne b]mchc]sdr vhsg rtabkhmhb]k
B>C vgn chc mns tmcdqfn B>F+ ats lnqs]khsx v]r dpt]k
nq knvdq sg]m sg]s rddm hm nsgdq ghfg,qhrj rtqfhb]k fqntor-31

Nm sgd a]rhr ne sghr khlhsdc duhcdmbd+ ]mc ne tmotakhrgdc
qdonqsr ne e]s]k bnlokhb]shnmr ne B>F hm sghr rdsshmf+51 rnld
tmhsr ]qd qdktbs]ms sn otqrtd ]mfhnfq]ogx ]mc hmsdqudmshnm
nm sgd a]rhr ne qhrj e]bsnqr ]knmd- Fhudm sgd odqbdhudc cdehbhdm,
bhdr ne mnmhmu]rhud sdrsr+ rnld vhkk bgnnrd sn enkknv btqqdms
>G>.>BB fthcdkhmdr enq mnmb]qch]b rtqfdqx ]mc qdptdrs
sgdrd nmkx hm b]mchc]sdr vhsg onnq etmbshnm]k rs]str ]mcltk,
shokd B>C qhrj e]bsnqr+ o]qshbtk]qkx ch]adshbr nkcdq sg]m
4/ xd]qr-20+52+53 Hm ]cchshnm+ hm sgd ]ardmbd ne ] qdbnfmhydc
hmchb]shnm enq qdu]rbtk]qhy]shnm+ ] ehmchmf ne hmctbhakd hrbgd,
lh] hr sqd]sdc ]r ]m ]cchshnm]k qhrj e]bsnq+ vghbg l]x sho sgd
a]k]mbd ]f]hmrs sq]mrok]ms vhsgnts qdbntqrd sn ]mfhnfq]ogx-45

Sgd r]ld qd]rnmhmf b]m ad ]ookhdc sn BBS>+ B>BR+ ]mc
LQ>+ vghbg l]x ad trdetk hm cdsdqlhmhmf rhfmhehb]ms ]ccdc
qhrj hm rtoonqs ne ] cdbhrhnm mns sn khrs-
Hm drrdmbd+ mn fnkc rs]mc]qc g]r xds addm cdudknodc enq

b]qch]b du]kt]shnm hm KSb]mchc]sdr- KSb]mchc]sdr ]qd ]s qhrj
ne cdudknohmf ] u]qhdsx ne b]qch]b,qdk]sdc bnlokhb]shnmr+ o]q,
shbtk]qkx sgnrd qdk]sdc sn b]qchnlxno]sgx nq B>C-Gnvdudq+
hm sgd TR onotk]shnm+ qdonqsdc d]qkx BU lnqs]khsx hm KS hr
rhlhk]q sn sg]s rddm hm nsgdq l]inq oqnbdctqdr+ enq vghbg ]f,
fqdrrhud hmudrshf]shnm ]mc hmsdqudmshnm hm rtabkhmhb]k chrd]rd
hr mns qdbnlldmcdc hm >G>.>BB fthcdkhmdr-
Qntshmd mnmhmu]rhud rsqdrr hl]fhmf l]x mns ad rteehbhdms

]knmd enq oqdnodq]shud sdrshmf ]r sgdrd sdrsr cn mns ]bbtq]sdkx
oqdchbs d]qkx b]qch]b qhrj+ cn mns pt]mshex ok]ptd atqcdm ]mc
]qd bnmentmcdc ax lhbqnu]rbtk]q cxretmbshnm hm dmc,rs]fd
khudq chrd]rd-Mdvdq mnmhmu]rhudlnc]khshdr g]ud mns xds addm
]cdpt]sdkx ]rrdrrdc hm sghr onotk]shnm- Sn c]sd+ mnmd g]r qd,
ud]kdc mdv o]q]ldsdqr qdkh]akx hmchb]shmf oqnghahshud qhrj+ mnq
g]r ]mx addm rgnvm sn ad ne u]ktd hm ] ch]fmnrshb QBS hm nsgdq
rtqfhb]k rdsshmfr- Gnvdudq+ ehmchmfr nm sgdrd l]x bnmsqhatsd
sn ]m nudq]kk bkhmhb]k itcfldms ne qhrj- Sgdrd mdv snnkr rddl
sn ad qdkh]akd rbqddmhmf noshnmr enq oqdnodq]shud mnmhmu]rhud
du]kt]shnm ne B>C hm rdkdbsdc o]shdmsr+ rtbg ]r sgnrd vhsg
CL nq − 1 sq]chshnm]k qhrj e]bsnqr enq B>C %]fd = 34 xd]qr
enq l]kd nq = 44 xd]qr enq edl]kd+ gxodqbgnkdrsdqnkdlh]+ gx,
odqsdmrhnm+ sna]bbn trd+ ]mc e]lhkx ghrsnqx ne d]qkx B>C(
ats etqsgdq vnqj hr mddcdc- Vgdsgdq M>RG o]shdmsr ]knmd
vhsgnts sgd bnmrhcdq]shnm ne sgdrd ]cchshnm]k qhrj e]bsnqr rgntkc
tmcdqfn sgdrd mnmhmu]rhud sdbgmhptdr enq oqd,KS du]kt]shnm
hr rshkk tmbkd]q+ ]ksgntfg hmbqd]rhmf c]s] rtoonqs sgd bnmbdos
sg]s hs rgntkc ad bnmrhcdqdc ] sq]chshnm]k qhrj e]bsnq-
>m ]amnql]k mnmhmu]rhud sdrs %rtbg ]r bnqnm]qx ]qsdqx rsd,

mnrhr −4/� nm BBS> nq B>BR =3//( nq ] ghfg oqdsdrs
oqna]ahkhsx ne B>C rgntkc oqnlos bnmrhcdq]shnm enq B>F
]mc bnqnm]qx qdu]rbtk]qhy]shnm rgntkc ad bnmrhcdqdc hm KS
b]mchc]sdr vhsg narsqtbshud B>C he sgd dwsdms ne B>C bnm,
sq]hmchb]sdr sq]mrok]ms]shnm- Gnvdudq+ sn c]sd+ sgdqd ]qd mn

ch]fmnrshb QBSr hm KS cdlnmrsq]shmf rtodqhnq ntsbnldr vhsg
]mx oqdnodq]shud rbqddmhmf rsq]sdfx hm o]shdmsr vhsg bkhmhb]k
ats o]qshbtk]qkx rtabkhmhb]k B>C+ ]mc etqsgdqlnqd hm nsgdq
sxodr ne ghfg,qhrj rtqfdqx+ QBSr ne mnmhmu]rhud sdrshmf
enkknvdc ax OBH nq B>AF rgnv mn admdehs ]mc ] onsdmsh]k
enq ]ccdc qhrj ]rrnbh]sdcvhsg cdk]xdc rtqfdqx-Vgdsgdq qdu]r,
btk]qhy]shnm qdrtksr hm dmg]mbdc KSntsbnldr qdpthqdr ]krn etq,
sgdq hmudrshf]shnm- Hm tmhsr mns ]cunb]shmf qntshmd rsqdrr sdrshmf
]mc B>F hm b]mchc]sdr vhsg rhkdms chrd]rd+ knb]k fthcdkhmdr l]x
]cunb]sd ] b]rd,ax b]rd ltkshchrbhokhm]qx ]ooqn]bg+ hcd]kkx
hmunkuhmf ] b]qchnknfhrs vhsg ] rodbh]k hmsdqdrs hm sghr ehdkc-

3�GNV RGNTKC BNLNPAHCHSHDR
�GWODPSDMRHNM) CH?ADSDR) CWRKHOHCDLH?)
NADRHSW) PDM?K CWRETMBSHNM) dsa-( AD
L?M?FDC HM SGD B?MCHC?SD ENP KS: RGNTKC
SPD?SLDMS ?MC LNMHSNPHMF NE SGDRD
BNLNPAHCHSHDR CHEEDP EPNL SG?S ?OOKHDC
HM NSGDP DSHNKNFHDR:

PdanlldmcYshnmr

“ > ltkshchrbhokhm]qx ]ooqn]bg hr qdbnlldmcdc sn drs]akhrg ]
qhrj lhmhlhy]shnm ok]m %dmcnbqhmnknfx ]mc mtsqhshnm+ orxbgnknfx+
b]qchnknfx+ gdo]snknfx+ rtqfdqx+ ]mdrsgdshrs( %Pt]khsx ne duhcdmbd9
Lncdq]sd: Rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm9 Rsqnmf(-

“ >ooqnoqh]sd rbqddmhmf enq gxodqsdmrhnm+ ch]adsdr+ ]mc cxrkho,
hcdlh] hr qdbnlldmcdc hm M>RG,o]shdmsr vhsg hmchb]shnm enq
KS]mc ldchb]k noshlhy]shnm hr rsqnmfkx qdbnlldmcdc %pt]khsx
ne duhcdmbd+ lncdq]sd: rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm+ rsqnmf(-

“ M>RG hr ]m hmcdodmcdms qhrj e]bsnq enq oqd ]mc onrs,KS qdm]k
cxretmbshnm: ]ooqnoqh]sd rbqddmhmf ]mc l]m]fdldms ne jhcmdx
chrd]rd hr ghfgkx qdbnlldmcdc hm sghr o]shdms onotk]shnm %pt]k,
hsx ne duhcdmbd+ ghfg: rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm9 rsqnmf(-

“ Sgdqd hr mn c]s] sn rtoonqs ] cheedqdms ]ooqn]bg enq sgd sqd]s,
ldms ]mclnmhsnqhmf ne bnlnqahchshdr hmM>RGo]shdmsr bnl,
o]qdc sn nsgdq dshnknfhdr-

AYaiepntmc
>fd+ rdudqhsx ne khudq chrd]rd+ B>C+ CL+ nadrhsx+ gxodq,

sdmrhnm ]mc qdm]k e]hktqd ]qd hmchuhct]k qhrj oqdchbsnqr ne
onnq onrsnodq]shud ]mc k]sd ntsbnldr ]esdq KS- >lnmf
KS b]mchc]sdr+ o]shdmsr vhsg M>RG qdoqdrdms ] o]qshbtk]qkx
bg]kkdmfhmf fqnto adb]trd sgdx ]qd lnrs khjdkx sn g]ud sgdrd
qhrj e]bsnqr+ vghbg l]x bnmsqhatsd hm ansg ]m hmcdodmcdms
]mc ]cchshud l]mmdq sn o]shdms rdkdbshnm ]mc ntsbnldr ]esdq
KS-1+0/,04+1/+14+20+32 Sgdqd ]qd btqqdmskx mn rodbhehb fthcdkhmdr
enq oqdnodq]shud ]rrdrrldms hm sghr onotk]shnm nq qdf]qchmf
rodbhehb sqd]sldms ]mc lnmhsnqhmf rsq]sdfhdr-

,psdphWk Fvodpsdmrhnm� CvrkhohcdlhW� Wmc CL
D]bg sq]chshnm]k qhrj e]bsnq+ rtbg ]r CL+ gxodqsdmrhnm+ nq

cxrkhohcdlh]+ rgntkc ad sqd]sdc ]mc ldchb]k rsq]sdfhdr l]wh,
lhydc- Hm ]cchshnm sn chds ]mc ogxrhb]k ]bshuhsx sg]s bntkc g]ud
] admdehbh]k hlo]bs nm d]bg bnmchshnm+ ]cdpt]sd og]ql]bn,
sgdq]ox hr rsqnmfkx dmbntq]fdc-
Enq CL hm bnlodmr]sdc bhqqgnrhr+ ohnfkhs]ynmd bntkc ad

bnmrhcdqdc+ ]r hs g]r ansg cdlnmrsq]sdc deehb]bx hm CL sqd]s,
ldms ]r vdkk ]r hloqnudldms ne M>RG,ghrsnknfhb]k ed]stqdr+
ats bnmbdqmr qdl]hm qdf]qchmf onsdmsh]k ]cudqrd deedbsr rtbg
]r vdhfgs f]hm+ ak]ccdq b]mbdq nq b]qch]b dudmsr- Fktb]fnm,
khjd odoshcd 0 ]fnmhrsr qdoqdrdms ] oqnlhrhmf sgdq]odtshb bk]rr
ats c]s] qdl]hm hmrteehbhdms sn qdbnlldmc sgdrd ]fdmsr ]r
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ehqrs,khmd sqd]sldms-54 Sgd onsdmsh]k deehb]bx ne ohnfkhs]ynmd
]mc fktb]fnm,khjd odoshcd 0 ]fnmhrsr g]r addm cdlnmrsq]sdc
hm mnmbhqqgnshbM>RG]mc c]s] hm bhqqgnrhr hr k]bjhmf- Enq cd,
bnlodmr]sdc bhqqgnrhr+ hmrtkhm hr sgd ehqrs,khmd sqd]sldms-
Enq cxrkhohcdlh]+ rs]shm sgdq]ox rgntkc ad bnmrhcdqdc ]r

ehqrs,khmd sqd]sldms- Sgd onsdmsh]k q]qd nbbtqqdmbd ne cqtf,
hmctbdc khudq hmitqx mddcr sn ad a]k]mbdc vhsg sgd admdehbh]k
hlo]bs nm oqdudmshmf B>C ats ]krn hsr deedbsr nm sgd m]stq]k
ghrsnqx ne bhqqgnrhr+ onqs]k gxodqsdmrhnm+ ]mc GBB oqdudm,
shnm-55 Etqsgdqlnqd+ ] bqnrr,rdbshnm]k rstcx du]kt]sdc sgd de,
edbs ne rs]shmr hm 01/0 ghfg,qhrj M>EKC o]shdmsr %]fd 4/+
rdudqd nadrhsx+ 4/� CL( vhsgnts bhqqgnrhr vgn tmcdqvdms
khudq ahnorx- Oqhnq rs]shm sgdq]ox enq ]s kd]rs 5 lnmsgr v]r
]rrnbh]sdc vhsg kdrr rsd]snrhr %NQ+ /-/8(+ kdrr hmek]ll]shnm
]bbnqchmf sn M>R ]mc kdrr qhrj ne ]cu]mbdc ehaqnrhr rs]fd
E1,E3-56 Ehaq]sdr g]ud ]krn addm rstchdc ]r sgdx l]x oqnlnsd
gdo]shb e]ssx ]bhc nwhc]shnm ]mc qdctbd gdo]shb sqhfkxbdqhcd
rxmsgdrhr ]mc udqx knv cdmrhsx khonoqnsdhm oqnctbshnm ]mc
dwonqs sgqntfg sgdhq ]bshnm ]r OO>Q,� ]fnmhrsr- Gnvdudq+
lhwdc deedbsr g]ud addm nardqudc nm khudq ghrsnknfx+ vhsg 0
rstcx rgnvhmf hloqnudldms nmkx hm a]kknnmhmf vghkd ]m,
nsgdq rstcx rgnvdc mn deedbs vhsg ehaq]sdr-57

Enq gxodqsdmrhnm+ mnm,b]qchnrdkdbshud ads],aknbjdqr ]qd
oqna]akx sgd adrs noshnm sn sqd]s ansg gxodqsdmrhnm ]mc onq,
s]k gxodqsdmrhnm vgdm qdbnlldmcdc+ ]ksgntfg duhcdmbd
rtoonqshmf sghr qdbnlldmc]shnm hr k]bjhmf- Vgdm ads],aknbjdqr
]qd hmchb]sdc sn oqdudms nq sqd]s B>C+ b]qchnrdkdbshud ads],
aknbjdqr b]m ad trdc %rdd ptdrshnm 4(- Sgd rdbnmc khmd noshnm
hr ]mfhnsdmrhm,bnmudqshmf dmyxld hmghahsnqr nq ]mfhnsdmrhm,
qdbdosnq aknbjdqr- Sgdqd hr rnld duhcdmbd rtffdrshmf sg]s
aknbjhmf sgd qdmhm,]mfhnsdmrhm rxrsdll]x hlo]bs nmM>EKC
ghrsnknfx hmbktchmf ehaqnrhr-58

OdmWk Cvretmashnm
M>RG hr ]m hlonqs]ms qhrj e]bsnq enq qdm]k cxretmbshnm

ansg oqd ]mc onrs,KS-6/ Qdm]k cxretmbshnm hm sghr rdsshmf hr
ltkshe]bsnqh]k ctd sn nsgdq bnlnqahchshdr %gxodqsdmrhnm+ CL(
ats ]krn qdk]sdc sn sgd rdudqhsx ne khudq chrd]rd- Hlonqs]mskx+ qd,
m]k cxretmbshnm hr ] qhrj e]bsnq enq onrssq]mrok]ms BU chrd]rd
]mc lnqs]khsx-60+61 Dudm lhkc qdm]k chrd]rd ]s sgd shld ne KS
g]r addm rgnvm hm 0 rstcx sn ad ] qhrj e]bsnq enq onrssq]mrok]ms
]kk,b]trd ]mc BU lnqs]khsx-61 Hm 0 rstcx+ lnqd q]ohc cdbkhmdr
hm drshl]sdc fknldqtk]q ehksq]shnm q]sdr rnnm ]esdq KSbnqqd,
k]sdc vhsg qhrj ne ]cudqrd BU ntsbnldr+ ghfgkhfgshmf sgd
mddc sn rstcx vgdsgdq d]qkx qdm]k oqdrdqu]shnm hmsdqudm,
shnmr ]krn qdctbd BU bnlokhb]shnmr-61 Bnmrdptdmskx+ sgd
l]hm sgdq]odtshb fn]k hr sn oqdudms jhcmdx etmbshnm cdsdqhnq],
shnm ax sqd]shmf qhrj e]bsnqr ]mc bnmrhcdq RKJ sq]mrok]ms]shnm
vgdm mddcdc-

Cheedpdmadr Vhsg Nsgdp Dshnknfhdr
Sn c]sd+ sgdqd ]qd mn c]s] sn rtoonqs ] cheedqdms ]ooqn]bg

enq sgd l]m]fdldms ne bnlnqahchshdr hm M>RG o]shdmsr
bnlo]qdc sn nsgdq dshnknfhdr- Sgd odbtkh]qhsx ne o]shdmsr
vhsg M>RG khdr hm sgd e]bs sg]s sgd mtladq ne bnlnqahch,
shdr1+0/,04+6/ rddlr fqd]sdq ]mc sgdhq ]fd lnqd ]cu]mbdc sg]m
enq nsgdq KS hmchb]shnmr- Hs hr cheehbtks sn drs]akhrg fqntor ne
o]shdmsr a]rdc nm sgdhq qhrj eqnl khsdq]stqd c]s]- >ltkshchrbh,
okhm]qx ]ooqn]bg hr mdbdrr]qx sn noshlhyd sgd l]m]fdldms ne
sgdrd o]shdmsr vgnrd bnlokdw ]mc nesdm bnmsq]chbsnqx o],
sgnknfhdr ]qd hmsqhb]sd-

4�VG?S ?PD SGD SGDP?ODTSHB RSP?SDFHDR
PDBNLLDMCDC SN HLOPNUD SGD BU ?MC
MTSPHSHNM?K RS?STR NE ? M?RG O?SHDMS HM SGD
V?HSHMF KHRS ENP KS:

PdanlldmcYshnmr

“ O]shdmsr vhsg Bghkc >.A M>RG bhqqgnrhr ]mc BU bnlnqahc,
hshdr b]m ad bnmrhcdqdc enq ] b]qchnrdkdbshud ads],aknbjdq
]mc rs]shm %Pt]khsx ne duhcdmbd9 knv+ Rsqdmfsg ne qdbnlldmc],
shnm9 Lncdq]sd HHa(

“ >oqnsnbnk nelncdq]sd dwdqbhrd hr qdbnlldmcdcvhsg sgd ct]k na,
idbshud ne knrhmf vdhfgs ]mc hloqnuhmf ltrbkd l]rr %pt]khsx ne
duhcdmbd+ knv,lncdq]sd: rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm+lncdq]sd(

AYaiepntmc
BU chrd]rd qdl]hmr ] kd]chmf b]trd ne cd]sg hm KS qdbhohdmsr+

vhsg sgd ghfgdrs q]sdr nbbtqqhmf hlldch]sdkx ]esdq sq]mrok]m,
s]shnm- Oqdsq]mrok]ms gxodqsdmrhnm+ ch]adsdr ]mc ]sqh]k ehaqhk,
k]shnm ]qd ]kk qhrj e]bsnqr sg]s bnmsqhatsd sn onrs,KS BU
lnqahchsx-62 O]shdmsr vhsg M>RG bhqqgnrhr ]qd ]s hmbqd]rdc
qhrj ne onrssq]mrok]ms BU dudmsr hmcdodmcdms ne sq]chshnm]k
b]qch]b qhrj e]bsnqr-03+14 Sgdqdenqd+ BU bnlnqahchshdr rtbg
]r nadrhsx+ gxodqsdmrhnm+ CL ]mc gxodqkhohcdlh] mddc sn ad
]rrdrrdc ]mc ]cdpt]sdkx bnmsqnkkdc hm sgd oqd ]mc onrssq]mrok]ms
rdsshmf63+64 %rdd ptdrshnmr 2 ]mc 3(-
Ads],aknbjdqr ]mc rs]shmr hloqnud BUntsbnldr hm o]shdmsr

vhsgBUqhrj e]bsnqr tmcdqfnhmf mnmb]qch]b rtqfdqx+ ats c]s]
nm sgd sq]mrok]ms rdsshmf ]qd lhrrhmf- Hm ] q]mcnlhydc bnm,
sqnkkdc sqh]k hmunkuhmf 0/55 hmsdqldch]sd b]qch]b qhrj o]shdmsr+
o]shdmsr q]mcnlhydc sn ahrnoqnknk ]s kd]rs 6 c]xr adenqd rtq,
fdqx g]c ] knvdq hmbhcdmbd ne odqhnodq]shud b]qch]b cd]sg ]mc
mnme]s]k lxnb]qch]k hme]qbshnm sg]m sgnrd q]mcnlhydc sn
ahrnoqnknk,bnmsqnk %g]y]qc q]shnr+ /-23: 84� BH+ /-06,/-56(-65

Hm ] q]mcnlhydc bnmsqnkkdc rstcx ne 7240 o]shdmsr ]s qhrj
ne ]sgdqnrbkdqnshb chrd]rd tmcdqfnhmf mnmb]qch]b rtqfdqx+
dwsdmcdc qdkd]rd ldsnoqnknk rs]qsdc hm sgd odqhnodq]shud
odqhnc v]r ]rrnbh]sdc vhsg kdrr BU cd]sgr+ mnme]s]k lxn,
b]qch]k hme]qbshnm ]mc mnme]s]k b]qch]b ]qqdrs ]s sgd dw,
odmrd ne ]m hmbqd]rdc hmbhcdmbd ne rsqnjd-66 Sgdqdenqd+
ads],aknbjdqr+ he trdc+ rgntkc ad rs]qsdc ]mc shsq]sdc vdkk
adenqd sgd odqhnodq]shud odqhnc-
Hm ]lds],]m]kxrhr ne 04 sqh]kr+ rs]shm trd odqhnodq]shudkx qd,

ctbdc lnqs]khsx ax 33� hm mnmb]qch]b rtqfdqx-67 Rdudq]k
rstchdr g]ud drs]akhrgdc sgd r]edsx ne rs]shmr hm o]shdmsr vhsg
khudq chrd]rd+ hmbktchmf sgnrd vhsg bnlodmr]sdc bhqqgnrhr-68

Sgtr+ he mddcdc enq gxodqkhohcdlh]+ rs]shmrl]x ad trdc hm o],
shdmsr vhsgM>RG,bhqqgnrhr hm sgd v]hshmf khrs enq KS+ ats c]s]
hm sgd cdbnlodmr]sdc o]shdms hr lhrrhmf+ ]mc rnld fthcdkhmdr
bnmsq]hmchb]sd sgdhq trd hm M>RG o]shdmsr vhsg cdbnlodm,
r]sdc bhqqgnrhr-54 Hm 0 rstcx+ rs]shmr vdqd rs]qsdc hm 08 %12�(
ne KS b]mchc]sdr vhsg B>C+ vghkd ]rohqhm v]r trdc hm 2/
%25�(- Trd ne rs]shm sgdq]ox v]r mns khmjdc sn gdo]shb cd,
bnlodmr]shnm+ gnrohs]khy]shnm nq qhrd hm LDKC-7/ He mddcdc
]esdq KS+ oq]u]rs]shm hr sgd rs]shm ne bgnhbd ]r hs cndr mns hmsdq,
]bs vhsg b]kbhmdtqhm hmghahsnqr-
O]shdmsr vhsg M>RG ]qd eqdptdmskx nadrd ]mc.nq g]ud ch],

adsdr+ ]mc ansg bnmchshnmr ]qd ]rrnbh]sdc vhsg ]m hmbqd]rdc
qhrj ne lnqs]khsx adenqd ]mc ]esdq KS ctd sn BU dudmsr nq
rdorhr-70+71 Rbqddmhmf ]mc sqd]shmf ch]adsdr nm sgd v]hshmf khrs
hr l]mc]snqx+ oqdedqdmsh]kkx trhmf hmrtkhm rdmrhshydqr vghbg
bntkc g]ud admdehbh]k deedbs hm ansg hmrtkhm qdrhrs]mbd ]mc
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M>RG- Sgdqd hr mn duhcdmbd enq ] ghrsnknfhb]k deehb]bx nelds,
enqlhm hm M>RG a]rdc nm 2 q]mcnlhydc rstchdr+ sgdqdenqd
ldsenqlhm hr mns btqqdmskx qdbnlldmcdc enq sgd sqd]sldms
ne M>RG hm sgd Dtqnod]m >rrnbh]shnm enq sgd Rstcx ne sgd
Khudq %D>RK(,Dtqnod]m>rrnbh]shnm enq sgd Rstcx neCh]adsdr
%D>RC(, Dtqnod]m >rrnbh]shnm enq sgd Rstcx ne Nadrhsx
%D>RN( ]mc >ldqhb]m >rrnbh]shnm ne sgd Rstcx ne Khudq
Chrd]rd Bkhmhb]k Oq]bshbd Fthcdkhmdr-72,74 Ohnfkhs]ynmd+ ] OO>Qf
]fnmhrs+ rgnvdc hloqnudldms hm ]kk ghrsnknfhb]k ed]stqdr dwbdos
enq ehaqnrhr ]mc ]bghdudc qdrnktshnm ne M>RG lnqd nesdm
sg]m ok]bdan hm 2 q]mcnlhydc bnmsqnkkdc sqh]kr-75 Sghr noshnm
hr btqqdmskx sgd nmd vhsg sgd rsqnmfdrs duhcdmbd sn sqd]s ansg
M>RG ]mc ch]adsdr ats lhfgs hmbqd]rd vdhfgs f]hm ]mc ]krn
hmbqd]rdr sgd qhrj ne ak]ccdq b]mbdq- Nsgdq ldchb]shnmr ]qd
dldqfhmf+ rtbg ]r khq]fktshcd+ ]m hmbqdshm lhldshb sg]s ]bsr
]r ]m ]fnmhrs ne fktb]fnm,khjd odoshcd,0 qdbdosnq-76

Mtsqhshnm hr ]m hmsdfq]k o]qs ne o]shdms b]qd adenqd KS-
Mtsqhshnm rs]str g]r addm ]rrnbh]sdc vhsg u]qhntr e]bsnqr
vghbg ]qd qdk]sdc sn sgd rtbbdrr ne KS rtbg ]r lnqahchsx+
lnqs]khsx+ ]mc kdmfsg ne gnrohs]k rs]x-77 > ghfg,b]knqhd chds
hr ]rrnbh]sdc vhsg M>EKC- Ghfg eqtbsnrd bnmrtloshnm
l]x hmbqd]rd sgd qhrj ne M>RG ]mc ]cu]mbdc ehaqnrhr ats
c]s] ]qd bnmsqnudqrh]k- Vghkd khedrsxkd bnqqdbshnm ld]rtqdr
]qd l]mc]snqx hm ]kk M>RG o]shdmsr+ sgdqd cndr mns rddl
sn ad ]mx rodbhehb vdhfgs knrr qdpthqdldmsr enq o]shdmsr vhsg
dmc,rs]fd khudq chrd]rd nq nm sgd v]hshmf khrs- Hm nudqvdhfgs.
nadrd o]shdmsr+ ] 6 sn 0/� vdhfgs knrr hr sgd s]qfds ne lnrs
khedrsxkd hmsdqudmshnmr ]mc l]x qdrtks hm hloqnudldms ne khudq
dmyxldr ]mc ghrsnknfx-78 Oq]fl]shb ]ooqn]bgdr bnlahmd
chds]qx qdrsqhbshnm snfdsgdq vhsg ] oqnfqdrrhud hmbqd]rd hm
]dqnahb dwdqbhrd.qdrhrs]mbd sq]hmhmf- Hm ] qdbdms oqnrodb,
shud+ ltkshbdmsdq+ tmbnmsqnkkdc ohkns rstcx+ 05 vddjr ne
chds ]mc lncdq]sd dwdqbhrd %odqrnm]khydc gxonb]knqhb
mnqlnoqnsdhb chds ]mc 5/ lhm.vj ne rtodquhrdc ogxrhb]k
]bshuhsx( vdqd entmc sn ad r]ed vhsg qdctbshnm ne onqs]k
oqdrrtqd cnbtldmsdc hm 4/ nadrd o]shdmsr vhsg bhqqgnrhr
]mc onqs]k gxodqsdmrhnm %eqnl 02-8 ' 4-5 ll Gf sn
01-2 ' 4-1 ll Gf: L ; /-///0(-8/

Sgdl]hm bg]kkdmfd hm sgd oqdsq]mrok]ms ]qd] hr sn ch]fmnrd
l]kmtsqhshnm hm M>RG o]shdmsr+ dudm he nadrd- Rdudq]k rstchdr
g]ud cdlnmrsq]sdc sg]s ]qntmc 14� ne nadrd o]shdmsr rteedq
eqnl l]kmtsqhshnm-78+80 Hs rgntkc ad tmcdqkhmdc sg]s dwdqbhr,
hmf tmcdq hm]cdpt]sd mtsqhdmsr ]mc oqnsdhmr hms]jd bntkc ad
c]mfdqntr hm o]shdmsr vhsg cdbnlodmr]sdc bhqqgnrhr+ fhudm
sg]s hs bntkc oqnlnsd etqsgdq oqnsdhm b]s]ankhrl ]mc knrr ne
ltrbkd l]rr- Sgdqdenqd+ ] oqnodq mtsqhshnm]k ]rrdrrldms ]mc
rtookdldms]shnm ]qd hmchb]sdc adenqd hmhsh]shmf knv,b]knqhd
chds ]mc ogxrhb]k ]bshuhsx hm sghr onotk]shnm-78 > odqrnm]khydc+
]c]osdc ogxrhb]k ]bshuhsx oqnfq]l a]rdc nm bxbkndqfnldsqx
oktr ltrbkd rsqdmfsgdmhmf ]bbnqchmf sn udmshk]snqx sgqdrgnkc
enq 01 vddjr cdlnmrsq]sdc sn ad r]ed ]mc ed]rhakd hm o]shdmsr
]v]hshmf KS+ hloqnuhmf od]jUN1+l]whltlonvdq+ udmshk]snq
sgqdrgnkc onvdq+ 5 lhmtsdr v]kjhmf chrs]mbd+ ]mc rsqdmfsg ne
jmdd dwsdmrnqltrbkdr-81 > oqduhntr bnmsqnkkdc ohkns rstcx cdl,
nmrsq]sdc rhlhk]q qdrtksr hm 8 bhqqgnshb o]shdmsr vgn chc 7,vddjr
ne rtodquhrdc dwdqbhrd nm ] bxbkd dqfnldsdq 2 c]xr.vddj-82

Ehm]kkx+ hmbqd]rhmf duhcdmbd hr mnv ]u]hk]akd rtoonqshmf
sgd oqdrdmbd ne knv anmd lhmdq]k cdmrhsx ]mc knv uhs]lhm C
hm o]shdmsr vhsgM>EKC ]r vdkk ]r hm bhqqgnshb o]shdmsr-83 Rbqddm,
hmf ]mc rtqudhkk]mbd ne rjdkds]k rxrsdl qdf]qchmf nrsdnonqnrhr.
nrsdnl]k]bh] hm o]shdmsr vhsgM>RG bhqqgnrhr rgntkc ad bnm,
rhcdqdc ]m hlonqs]ms fn]k-

5�HR SGDPD ?MW BHPBTLRS?MBD VGDPD
NADRHSW RGNTKC BNMSP?HMCHB?SD KHUDP
SP?MROK?MS?SHNM:

PdanlldmcYshnmr
Bk]rr H,HHH nadrhsx ]knmd cndr mns bnmrshstsd ] bnmsq]hmchb],

shnm enq khudq sq]mrok]ms]shnm- Gnvdudq+ hm sgd oqdrdmbd ne
ldchb]k bnlnqahchshdr+ o]qshbtk]qkx bnmbtqqdms ch]adsdr+ qhfnq,
ntr o]shdms rdkdbshnm hr rsqnmfkx qdbnlldmcdc- %Pt]khsx ne
duhcdmbd9 Lncdq]sd: Rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm9 Rsqnmf(-

AYaiepntmc
Nmd ne sgd k]qfdrs rstchdr bnmctbsdc ax M]hq ds ]k70 rgnvdc

sg]s ‘lnqahc nadrhsx rgntkc ad bnmrhcdqdc ] qdk]shud bnmsq]hm,
chb]shnm sn KS•- Hm sghr RQSQ,a]rdc qduhdv hmbktchmf nudq
12/// qdbhohdmsr+ lnqahc nadrhsx v]r ]m hmcdodmcdms oqdchbsnq
ne lnqs]khsx- Gnvdudq+ sghr oqd,LDKC dq] rstcx v]r bqhsh,
bhydc ctd sn nudqdrshl]shnm ne nadrhsx hm sgd rdsshmf ne ]rbhsdr-
Hm ] oqnrodbshud ltkshbdmsdq rstcx hmbktchmf 02// o]shdmsr+
bnqqdbsdc ALH ]esdq ]rbhsdr unktld qdlnu]k v]r mns entmc
sn ad hmcdodmcdmskx oqdchbshud ne ansg o]shdms ]mc fq]es rtq,
uhu]k-84 Hm d]bg vdhfgs bk]rr+ mn cheedqdmbd v]r nardqudc qd,
f]qchmf onrsnodq]shud bnlokhb]shnmr ]mc gnrohs]k rs]x- Hm ]
qdfhrsqx rstcx a]rdc nm sgd TMNR c]s]a]rd %1//2,1/01(+85

ne 46144 KS odqenqldc ctqhmf sgd rstcx odqhnc+ o]shdmsr hm
]kk nadrhsx bk]rrdr g]c rhlhk]q rtquhu]k- Hmsdqdrshmfkx+ nudq,
vdhfgs ]mc bk]rr 0 nadrd o]shdms g]c adssdq rtquhu]k bnl,
o]qdc sn sgnrd vhsg mnql]k ALH u]ktdr dudm ]esdq ]citrshmf
sgd c]s] enq ansg ]rbhsdr ]mc ]katlhm kdudkr- Oqdrdmbd ne
ch]adsdr ]s sgd shld ne KS ats mns nadrhsx v]r entmc sn ad ]m hm,
cdodmcdms oqdchbshud e]bsnq enq vnqrd onrssq]mrok]ms rtquhu]k
%GQ 0-18: BH 0-10,0-25(- Hm ]cchshnm+ onrssq]mrok]ms rtquhu]k
]lnmf bk]rr H ]mc HH nadrd o]shdmsr vhsg bnmbtqqdms ch]adsdr
v]r knvdq bnlo]qdc sn o]shdmsr vhsg sgd r]ld bk]rr nadrhsx
ats vhsgnts CL %enq ALH −2/ jf.l1+ 58 � ur 64�+
L ; /-//0(- BU b]trd ne cd]sg ]mc qdbtqqdms GBU]mc l]khf,
m]mbx vdqd lnqd bnllnm hm CL o]shdmsr bnlo]qdc sn
mnm,CL o]shdmsr- Hm ]mnsgdq TMNR c]s]a]rd86 rstcx sg]s
hmbktcdc 62 472 ]ctks KS odqenqldc eqnl 0876 sn 1//6+
Chbj ds ]k qdonqsdc sg]s tmcdqvdhfgs rs]str ]mc bk]rr HHH nad,
rhsx vdqd ]rrnbh]sdc vhsg rhfmhehb]mskx knvdq onrssq]mrok]ms
rtquhu]k- Nmd rstcx ]krn qdonqsdc ghfgdrs q]sd ne v]hskhrs
cqnonts hm sgdrd o]shdmsr-87 Ehm]kkx+ hm ] rxrsdl]shb khsdq]stqd
rd]qbg eqnl 088/ tmshk Itkx 1/02 vgdqd sgd l]hm ntsbnld
v]r sn du]kt]sd sgd hlo]bs ne nadrhsx nm rtquhu]k hm ]ctks
KS qdbhohdmsr+ ]mc vgdqd 02 rstchdr vhsg ] sns]k 1164 nadrd
]mc 61 101 mnmnadrd o]shdmsr vdqd hmbktcdc+ ALH chc mns
rodbhehb]kkx hlo]bs o]shdms rtquhu]k-88 Lnqdnudq+ mn cheedq,
dmbdr hm lnqs]khsx vdqd mnsdc hm rtafqnto ]m]kxrhr bnlo]q,
hmf cheedqdms ALH sgqdrgnkcr- Sgdqd vdqd ]krn mn cheedqdmbdr
hm rtquhu]k vgdm ALH v]r ]citrsdc enq ]rbhsdr nq hm rstchdr
vgdqd sgd khudq chrd]rd rdudqhsx v]r rhlhk]q-
Hm lnqd qdbdms qduhdvr0// hmudrshf]shmf sgd hlo]bs ne nadrhsx

nm onrssq]mrok]ms ntsbnld+ sgdqd vdqd bnmekhbshmf c]s] bnmrhc,
dqhmfALH btsnee u]ktdr ]mcntsbnldo]q]ldsdqr-Vghkd 4 rstchdr
qdonqsdc rhfmhehb]ms onrssq]mrok]ms lnqs]khsx+ o]qshbtk]qkx hm
o]shdmsr vhsg ALH −3/ jf.l1+70+86+0/0+0/1 sgd qdl]hmhmf rstc,
hdr qdonqsdc rhlhk]q onrssq]mrok]ms ntsbnld qdf]qckdrr ne
ALH btsnee %ALH= 24 jf.l1 nq ALH− 3/ jf.l(-7+84+85+0/2+0/3
Fhudm sgd bnmekhbshmf qdrtksr ]ants btsnee ne ALH sn cdsdq,
lhmd sgd onrssq]mrok]ms]shnm qhrj hm nadrd o]shdmsr+ A]qnmd
ds ]k rtffdrsdc sg]s ALH hr mns ] r]shre]bsnqx snnk sn rsq]shex
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sgd qhrj ne nadrhsx+ ]mc sg]s uhrbdq]k ]chonrd shrrtd ]mcltrbkd
l]rr rgntkc ad sgd o]q]ldsdqr sg]s rgntkc ad ]ccdc sn bnl,
okdsd ]m ]cdpt]sd oqdsq]mrok]ms]shnm du]kt]shnm-0//

Hmsdqdrshmfkx+ hm sgd qdbdms nardqu]shnm]k+ qdsqnrodbshud
onotk]shnm,a]rdc rstcx trhmf sgd TMNR.NOSM c]s]a]rd
sg]s hmbktcdc 73 143 khudq sq]mrok]ms b]mchc]sdr %1//1,1/02(+87

hm ]cchshnm sn Bk]rr HH %ALH+ 24,28-8 jf.l1( ]mc HHH %ALH
−3/ jf.l1( nadrhsx+ CL v]r ]krn hcdmshehdc ]r ] oqdchbsnq
ne onnq v]hskhrs ntsbnld- Gnvdudq+ M>RG dshnknfx v]r
mns ]rrnbh]sdc vhsg ] fqd]sdq cqnonts qhrj %GQ+ /-85: 84�
BH+ /-73,0-/8(- Sgd ]tsgnqr ]ssqhatsdc sgdrd qdrtksr sn ] rdkdb,
shnm ah]r bnmrhcdqhmf sg]s M>RG o]shdmsr vdqd lnqd eqd,
ptdmskx ‘hcd]k• b]mchc]sdr vgn oqdrtl]akx g]c tmcdqfnmd
b]qdetk v]hskhrs rdkdbshnm dwbktchmf sgnrd vhsg BU chrd]rd-
Hm sgd rstcx axWntmnrrh ds ]k+0/4 sgd ]tsgnqr trdc c]s] eqnl

sgd RQSQc]s]a]rd adsvddm 0883 ]mc 1/02 sg]s hmbktcdc nudq
7//// ]ctks KS qdbhohdmsr- Sgdqd v]r mn ]rrnbh]shnm adsvddm
ALH u]ktdr ]mc onrssq]mrok]ms lnqs]khsx ats sgd CL rs]str ne
ansg o]shdms %oqdsq]mrok]ms YGQ+ 0-10: 84�BH+ 0-01,0-2/[ nq
onrssq]mrok]ms YGQ+ 0-/5: 84� BH+ 0-/1,0-00[( ]mc cnmnq
%GQ+ 0-0/: 84� BH+ 0-/1,0-08([ hlo]bsdc onrssq]mrok]ms nts,
bnldr- Oqdsq]mrok]ms CLv]r entmc sn ad ]rrnbh]sdc vhsg BU
lnqs]khsx- Sghr rstcx g]r khlhs]shnmr ctd sn hsr qdsqnrodbshud
cdrhfm ]mc hmbnlokdsd bkhmhb]k c]s]- >mnsgdq rhmfkd,bdmsdq
qdsqnrodbshud cdrhfm rstcx ax C]qd ds ]k0/5 hmudrshf]sdc sgd
]cdpt]bx ne trhmf ALH sn ]rrdrr nadrhsx hm o]shdmsr vhsg
dmc,rs]fd khudq chrd]rd- Hm ]cchshnm+ sgd ]tsgnqr ]krn du]kt,
]sdc sgd onsdmsh]k hlo]bs ne bnlnqahchshdr+ hmbktchmf nadrhsx
]mc CL+ nm ntsbnld- Ancx e]s odqbdms]fd ]mc ALH vdqd
bnlo]qdc+ ]mc ALH v]r entmc sn ad ]m ]cdpt]sd snnk sn cd,
sdqlhmd nadrhsx,]rrnbh]sdc qhrjr hm KS- Nm sgd nsgdq g]mc+
nadrhsx vhsg bnmbnlhs]ms CL v]r sgd rsqnmfdrs oqdchbsnq ne
onrssq]mrok]ms dudms q]sdr %BQ+ 0-64: L ; /-//0(-
Hm drrdmbd+ lnrs rstchdr hmudrshf]shmf sgd deedbs ne nadrhsx

nm onrssq]mrok]ms rtquhu]k g]ud entmc sg]s ntsbnld hr rhlhk]q
hm ]kk bk]rrdr ne nadrhsx- >kk ats 0 nts ne 4 rstchdr sg]s rgnvdc
rhfmhehb]ms hmbqd]rd ne onrssq]mrok]ms lnqs]khsx tmcdqrbnqdc
sg]s sgd mdf]shud deedbsr vdqd nmkx nardqudc vhsg ALH ne
3/ jf.l1 nq fqd]sdq-Lnrs rstchdr sgntfg+ bnmrhcdqhmf u]qh]akd
btsnee u]ktdr ne ALH+ g]ud qdonqsdc rhlhk]q onrssq]mrok]ms
o]shdms rtquhu]k ]bqnrr ]kk ALH b]sdfnqhdr hm sgd ]ardmbd ne
bnmbtqqdms bnlnqahchshdr- Gnvdudq+ lnrs rstchdr ]qd khlhsdc
ax k]bj ne CL,rodbhehb c]s]+ nq ]rbhsdr rs]str ne sgd o]shdmsr
sn oqnuhcd bnqqdbsdc ALH ]mc sgdqdenqd+ hs hr mns ok]trhakd
sn cq]v cdehmhsd bnmbktrhnmr qdf]qchmf sgdrd ]rrnbh]shnmr- Hm
]cchshnm+ lnrs rstchdr ]qd qdsqnrodbshud ]mc.nq hmbktcd ]m tm,
l]sbgdc o]shdms onotk]shnm- Hs hr rshkk tmbkd]q vgdsgdq cheedq,
dms onrssq]mrok]ms ntsbnldr vhkk ad ]bghdudc ax odqenqlhmf
hlldch]sd sq]mrok]ms]shnm nq+ ]ksdqm]shudkx+ tmcdqfnhmf nosh,
l]k bnmsqnk ne bnlnqahchshdr rtbg ]r nadrhsx ]mc ch]adsdr
adenqd sq]mrok]ms]shnm-

6�NOSHL?KSHLD ENP A?PH?SPHB RTPFDPW8
ADENPD) CTPHMF) NP ?ESDP KHUDP
SP?MROK?MS?SHNM:

PdanlldmcYshnmr
A]qh]sqhb rtqfdqx %AR( rddlr sn ad ed]rhakd ]mc deedbshud hm

lnqahc nadrd o]shdmsr hm sgd rdsshmf ne khudq sq]mrok]ms]shnm+
sgntfg ]rrnbh]sdc sn ghfg onrsnodq]shud bnlokhb]shnm q]sd:
gnvdudq+ bnlo]q]shud c]s] nm knmf,sdql ntsbnldr qdf]qchmf
noshl]k shlhmf ]mc sxod ne a]qh]sqhb oqnbdctqd ]qd k]bjhmf-

Rkddud f]rsqdbsnlx hr btqqdmskx sgd oqdedqqdc ]ooqn]bg-Vd rtf,
fdrs ] s]hknqdc ]ooqn]bg a]rdc nm rsqhmfdms rdkdbshnm bqhsdqh]
%pt]khsx ne duhcdmbd9 knv+ rsqdmfsg ne qdbnlldmc]shnm9 vd]j(-

AYaiepntmc
O]shdmsr vhsglnqahc nadrhsx g]udlnqd hmedbshntr ]mc rtq,

fhb]k bnlokhb]shnmr ]esdq KS0/6+0/7 %rdd ptdrshnm 5(- Gnvdudq+
AR+ vghbg hr odqenqldc sn rnkud sghr oqnakdl+ l]x ]krn bnl,
okhb]sd onrssq]mrok]ms]shnm odqhnc- Hs hr rshkk tmjmnvm ‘vgdm
hr sgd noshl]k shld sn odqenql• AR ]mcvghbg AR oqnbdctqd hr
adrs enq sghr rodbhehb o]shdms onotk]shnm+ ]r ]kk ne sgdl g]ud
rnld oqnr ]mc bnmr sn ad bnmrhcdqdc-
Shlhmf ne sgd AR hmbktcdr 2 noshnmr9=TphTspha chprs ToopnTaf

enq ]ooqnoqh]sd o]shdmsr vhsg knv,LDKC rbnqd vhkk etkehkk+ hm
sgdnqx ]s kd]rs+ sgd oqhl]qx ]hl ne sghr hmsdqudmshnm ]mc on,
sdmsh]kkx hloqnud sgd ntsbnld ne KS- S]j]s] ]mc Khm0/8+00/

qdonqsdc oqnlhrhmf qdrtksr bnmbdqmhmf lds]ankhb bnlnqahch,
shdr ats rhfmhehb]mskx ghfgdq onrsnodq]shud bnlokhb]shnm q]sdr
bnlo]qdc sn sgd fdmdq]k onotk]shnm- Khjdvhrd+ bnlokhb]shnm
q]sdr to sn 24� vdqd qdonqsdc hm o]shdmsr hmbhcdms]kkx ch]f,
mnrdc vhsg bhqqgnrhr ]esdq AR-000 Rdbnmckx+ anmanlhsTms BS�=P
oqnbdctqd rgntkc nmkx ad odqenqldc hm udqx rdkdbsdc o]shdmsr+
o]qshbtk]qkx vhsg ghfgLDKC rbnqdr sg]s ]qd mns ]ooqnoqh]sd
enq oqdsq]mrok]ms]shnm AR- Hm ]cchshnm sn hmbqd]rdc nodq]shud
shld ]mc bnlokdwhsx ne sgd oqnbdctqd %qdpthqhmf ansg a]qh]sqhb
]mc sq]mrok]ms rtqfdnm(+ d]qkx hlltmnrtooqdrrhud sgdq]ox
]mc onnq mtsqhshnm]k rs]str ne sgd o]shdmsr l]x bnlokhb]sd ]mc
khlhs sgd trd ne sghr ]ooqn]bg-001 Sgd sghqc noshnm hr onrs�
spTmroiTmsTshnm =P-002+003 Hs vhkk gnvdudq mns rnkud sgd oqna,
kdl ne lnqahc nadrhsx ctqhmf v]hskhrshmf nq hm sgd hlldch]sd
onrssq]mrok]ms odqhnc- Hsr nmkx ]cu]ms]fd hr sgd oqnodq rdkdb,
shnm ne sgd o]shdms qdpthqhmf AR- Gnvdudq+ chr]cu]ms]fdr hm,
bktcd cheehbtks ]bbdrr sn sgd ]acnldm ]mc ghfg onrsnodq]shud
lnqahchsx ]mc qdnodq]shnm q]sdr qdonqsdc hm sgd khsdq]stqd-
Sdbgmhb]k ed]rhahkhsx ]mc ok]trhakd onrssq]mrok]ms bnlokhb],

shnmr rgntkc ad bnmrhcdqdcvgdm bgnnrhmf sgd sxod ne a]qh]sqhb
oqnbdctqd- Hm l]mx rstchdr+ sgd lnrs bnllnm oqnbdctqd g]r
addm RF004,008”to sn 0//� hm rnld rdqhdr %dwbktchmf b]rd
qdonqsr(- Sgdqd ]qd rdudq]k ]cu]ms]fdr bnlo]qdc sn Qntw,dm,W
f]rsqhb axo]rr %QWFA(9 hs b]m ad odqenqldc vhsg lhmh,
l]k ]cchshnm]k nodq]shud shld ]mc cndr mns qdpthqd hmsdrshm]k
]m]rsnlnrhr+ hs cndr l]hms]hm ]cdpt]sd hlltmnrtooqdrrhnm
kdudkr vhsgnts ]ksdqhmf sgd ]arnqoshnm ne ldchb]shnmr ]mc ]k,
knvr dmcnrbnohb ]bbdrr sn sgd ahkh]qx rxrsdl enq l]m]fdldms
ne onrssq]mrok]ms ahkh]qx bnlokhb]shnmr- >ksgntfg+ knmf,sdql
ntsbnld qdf]qchmf ctq]ahkhsx ne RF hr mns ]u]hk]akd+ qdonqsdc
rdqhdr g]ud cdlnmrsq]sdc rsd]cx ]mc fq]ct]k DVK�- Hm sgd
rstcx ax S]j]s] ds ]k hmbktchmf ansg QWFA ]mc RF+ RF qd,
onqsdc ]bbdos]akd DVK� %14,64�( ats knvdq bnlo]qdc sn
QWFA-0/8 Deehb]bx ne f]rsqhb a]mchmf hr khlhsdc sn b]rd qdonqsr-
Chr]cu]ms]fdr hmbktcd ok]bdldms ne ] enqdhfm ancx hm ]m hllt,
mnrtooqdrrdc o]shdms vhsg ] qhrj ne f]rsqhb v]kk dqnrhnm ]mc
qdk]shud cheehbtksx sn ]bbdrr sgd f]rsqnhmsdrshm]k rxrsdl-004,008

Sgd M>RG o]shdmsr bnmrshstsd ] udqx rodbhehb fqnto ne
hmbqd]rhmf KS b]mchc]bx- Adb]trd sgdrd o]shdmsr g]ud ]k,
qd]cx lds]ankhb rxmcqnld ]mc nsgdq bnlnqahchshdr+ rtbg ]r
BU oqnakdlr+ a]qh]sqhb ehqrs nq KS,RF bnlahmdc ]ooqn]bg
lhfgs ad qd]rnm]akd enq sgdrd o]shdmsr sn l]m]fd sgdrd lnc,
heh]akd qhrj e]bsnqr ]mc hloqnud ansg oqd ]mc onrssq]mrok]ms
ntsbnld %rdd ptdrshnmr 2,5(- Rsqnmf qdbnlldmc]shnmr b]mmns
ad l]cd rhmbd lnrs ne sgd rstchdr ]qd b]rd qdonqsr+ rl]kk,rhydc+
vhsg ] qdsqnrodbshud cdrhfm ]mc rgnqs ld]m enkknv,to+ fdmdq]kkx
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kdrr sg]m 4 xd]qr-004 Hlonqs]mskx+ 0 rl]kk qdbdms oqnrodbshud
rstcx bnlo]qhmf KS ]knmd sn KS,RF cdlnmrsq]sdc sg]s
o]shdmsr vgn tmcdqvdms KS ) RF l]hms]hmdc ] rhfmheh,
b]mskx ghfgdq odqbdms]fd ne sns]k ancx vdhfgs knrr ]esdq
2 xd]qr ne enkknv,to- Sgdx ]krn g]c ] knvdq oqdu]kdmbd
ne gxodqsdmrhnm+ hmrtkhm qdrhrs]mbd+ ]mc gdo]shb rsd]snrhr ]mc
qdpthqdc edvdq ]mshgxodqsdmrhud ldchb]shnmr ]mc khohc ]fdmsr
]s k]rs enkknv,to-01/ Hm sgd khfgs ne sgd khlhsdc ]u]hk]akd c]s]+
oqdsq]mrok]ms]shnm AR lhfgs ad ] qd]rnm]akd ]ooqn]bg enq
nadrd o]shdmsr vhsg knv LDKC rbnqd+ vgdqd]r bnmbnlhs]ms.
onrssq]mrok]ms]shnm ARlhfgs ad bnmrhcdqdc enq ghfgkx rdkdbsdc
o]shdmsr- A]qh]sqhb ehqrs nq bnmbnlhs]ms ]ooqn]bg lhfgs ad
qd]rnm]akd enq M>RG o]shdmsr vgn g]ud oqd,KS bnlnqahc,
hshdr hmbktchmf lds]ankhb ]mc BU oqnakdlr sg]s l]x bnl,
okhb]sd sgd onrs,sq]mrok]ms odqhnc- Sgd noshl]k sxod ne AR
qdl]hmr tmbkd]q+ ats RF rddlr sn ad sgd oqdedqqdc ]ooqn]bg
ax lnrs rtqfdnmr-004,006+01/

7�CNMNP RSD?SNRHR8 GNV PDKDU?MS HR HS ENP
KS HM M?RG O?SHDMSR

PdanlldmcYshnm
Vghkd rsd]snrhr+ o]qshbtk]qkxlncdq]sd sn rdudqdl]bqnrsd]snrhr+

hr bnmrhcdqdc ]m hmcdodmcdms qhrj e]bsnq enq onrs,sq]mrok]ms
vnqrd ntsbnld+ sgdqd hr mns dmntfg duhcdmbd sn rtoonqs ]
cheedqdms ]ooqn]bg sn cnmnq rsd]snrhr hm M>RG ]r noonrdc
sn mnm,M>RG b]mchc]sdr- %Pt]khsx ne duhcdmbd9 knv: Rsqdmfsg
ne qdbnlldmc]shnm9 vd]j HHa(-

AYaiepntmc
Hmbqd]rdc e]ssx khudq chrd]rd hm sgd cnmnq onotk]shnm hr ]m

hmchqdbs deedbs ne sgd hmbqd]rhmf q]sdr ne M>EKC hm sgd vnqkc,
vhcd onotk]shnm vhsg oqdu]kdmbd q]sdr drshl]sdc sn ad ]qntmc
14� vhsg rhfmhehb]ms fdnfq]oghb u]qh]ahkhsx- Gdo]shb rsd]snrhr
v]r rddm nm ahnorx hm 65� ne onsdmsh]k khuhmf khudq cnmnqr
vhsg ] ALH fqd]sdq sg]m 17-010 Hm ] qdbdms rstcx du]kt]shmf
501 khuhmf,qdk]sdc khudq cnmnq b]mchc]sdr adsvddm 1//0 ]mc
1/06+ 085 %21�( khudq ahnorhdr g]c o]sgnknfhb]k ehmchmfr+
ne vghbg e]ssx bg]mfdr v]r sgd bnllnmdrs entmc hm 75 khudqr
%33�(-011 Sgdqd ]qd hmrteehbhdms c]s] nm sgd hlo]bs ne cnmnq
rsd]snrhr hm o]shdmsr vhsgM>RG,qdk]sdc bhqqgnrhr vgn qdbdhud
] KS- >r vhsg nsgdq dshnknfhdr+ hs hr dwodbsdc sg]s cnmnq rsd]snrhr
vhkk chr]ood]q rnnm ]esdq KS]mc sgd l]hm hlo]bs hr odqbdhudc
sn ad hm sgd hlldch]sd onrssq]mrok]ms odqhnc-012 Rsd]snshb cnmnq
khudqr+ o]qshbtk]qkx sgnrd vhsg fqd]sdq sg]m 5/� ne rsd]snrhr+ ]qd
]rrnbh]sdc vhsg onnq fq]es etmbshnm ctd sn hrbgdlh],qdodqetrhnm
hmitqx-013 Sgd ntsbnldr ne sq]mrok]msr vhsg cnmnq khudq
rsd]snrhr 2/� sn 5/� u]qhdr ]mc cdodmcr nm qdbhohdms e]b,
snqr ]r vdkk+ vhsg ]bbdos]akd ntsbnldr nmkx vgdm sgd btlt,
k]shud qhrj ]s sq]mrok]ms hr knv-014 Dwhrshmf duhcdmbd cndr mns
rtoonqs ] cheedqdms rdkdbshnm oqnbdrr nq ]ooqn]bg sn qdbhohdmsr
vhsg M>RG bhqqgnrhr-

PDEDPDMBDR
0- ?sjhmr C) Adrs C) Aqhrr O?) ds Zk- FqZchmf ptZkhsx ne duhcdmbd Zmc rsqdmfsg

ne qdbnlldmcZshnmr- ALI- 1//3:2179038/-
1- VZmf W) Kh I) PhZy CP) ds Zk- Ntsbnldr ne khudq sqZmrokZmsZshnm enq mnm,

Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr9 Z rxrsdlZshb qduhdv Zmc ldsZ,ZmZkxrhr- Bkhm
FYrspndmsdpnk GdoYsnk- 1/03:019283�3/1-d280-

2- BgZqksnm LP) Atqmr IL) Odcdqrdm P?) ds Zk- Eqdptdmbx Zmc ntsbnldr ne
khudq sqZmrokZmsZshnm enq mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr hm sgd Tmhsdc RsZsdr-
FYrspndmsdpnknfx- 1/00:03090138�0142-

3- ?eyZkh ?) Adqqx J) HnZmmnt FM- Dwbdkkdms onrssqZmrokZms rtquhuZk enq oZshdmsr
vhsg mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr hm sgd Tmhsdc RsZsdr- Khudp SpYmrok- 1/01:
07918�26-

4- BgnkZmjdqhk F) Vnmf PI) Gt L) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm enq mnmZkbn,
gnkhb rsdZsngdoZshshr hm sgd TR9 sdlonqZk sqdmcr Zmc ntsbnldr- Chf Chr
Rbh- 1/06:5191804�1811-

5- Vnmf PI) Bgnt B) AnmgZl B?) ds Zk- Hloqnudc rtquhuZk ntsbnldr hm oZ,
shdmsr vhsg mnm,Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr Zmc Zkbngnkhb khudq chrdZrd enk,
knvhmf khudq sqZmrokZmsZshnm9 Zm ZmZkxrhr ne 1//1,1/01 Tmhsdc Mdsvnqj
enq NqfZm RgZqhmf cZsZ- Bkhm SpYmrok- 1/03:179602�610-

6- RhmfZk ?J) GZrZmhm L) JZhe L) ds Zk- MnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr hr sgd
lnrs qZohckx fqnvhmf hmchbZshnm enq rhltksZmdntr khudq jhcmdx sqZmrokZmsZ,
shnm hm sgd Tmhsdc RsZsdr- SpYmrokYmsYshnm- 1/05:0//95/6�501-

7- RZckdq DL) LdgsZ M) AgZs L) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm enq M?RG,
qdkZsdc gdoZsnbdkktkZq bZqbhmnlZ udqrtr mnm,M?RG dshnknfhdr ne gdoZsn,
bdkktkZq bZqbhmnlZ- SpYmrokYmsYshnm- 1/07:0/1953/�536-

8- Jdlldq M) Mdee FV) EqZmbn D) ds Zk- MnmZkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd
dohcdlhb Zmc hsr hlokhbZshnmr enq khudq sqZmrokZmsZshnm- SpYmrokYmsYshnm-
1/02:85975/�751-

0/- ?fnohZm UF) JZkcZr EL) Gnmf IB) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm enq mnmZkbn,
gnkhb rsdZsngdoZshshr9 sgd mdv dohcdlhb- @mm Rtpf- 1/01:1459513�522-

00- AZqqhss ?R 3sg) Cdkknm DR) Jnyknvrjh S) ds Zk- Sgd hmektdmbd ne mnmZkbngnkhb
eZssx khudq chrdZrd Zmc hsr ZrrnbhZsdc bnlnqahchshdr nm khudq sqZmrokZms nts,
bnldr- I Bkhm FYrspndmsdpnk- 1/00:349261�267-

01- GntkhgZm CC) ?qlrsqnmf LI) CZuhcnu X) ds Zk- PdmZk etmbshnm hm oZshdmsr
tmcdqfnhmf sqZmrokZmsZshnm enq mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr bhqqgnrhr9
shld sn qdbnmrhcdq hlltmnrtooqdrrhnm qdfhldmr; Khudp SpYmrok- 1/00:
0690181�0187-

02- OZqj BV) SrZh MS) Vnmf KK- HlokhbZshnmr ne vnqrd qdmZk cxretmbshnm Zmc
ldchbZk bnlnqahchshdr hm oZshdmsr vhsg M?RG tmcdqfnhmf khudq sqZmrokZms duZk,
tZshnm9 hloZbs nm LDKC Zmc lnqd- Bkhm SpYmrokYms- 1/00:149D5/5�D500-

03- UZmvZfmdq KA) AgZud L) Sd GR) ds Zk- OZshdmsr sqZmrokZmsdc enq mnmZkbn,
gnkhb rsdZsngdoZshshr Zqd Zs hmbqdZrdc qhrj enq onrsnodqZshud bZqchnuZrbt,
kZq dudmsr- GdoYsnknfx- 1/01:4590630�064/-

04- AgZfZs U) Lhmchjnfkt ?K) Mtcn BF) ds Zk- Ntsbnldr ne khudq sqZmrokZmsZ,
shnm hm oZshdmsr vhsg bhqqgnrhr ctd sn mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr udqrtr
oZshdmsr vhsg bhqqgnrhr ctd sn Zkbngnkhb khudq chrdZrd- Khudp SpYmrok- 1//8:
0490703�071/-

05- Jdmmdcx B) Pdccdm C) FqZx R) ds Zk- DpthuZkdms rtquhuZk enkknvhmf khudq
sqZmrokZmsZshnm hm oZshdmsr vhsg mnm�Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr bnloZqdc
vhsg oZshdmsr vhsg nsgdq khudq chrdZrdr- GOA �Nwenpc(- 1/01:039514�523-

06- LZkhj RL) cdUdqZ LD) Enmsdr O) ds Zk- Ntsbnld Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm
enq M?RG bhqqgnrhr- @l I SpYmrokYms- 1//8:89671�682-

07- Anrbg I) GZqqhrnm R?) ?acdklZkdj LE) ds Zk- GdoZshb udmntr oqdrrtqd
fqZchdms �GUOF( oqdchbsr bkhmhbZk chrdZrd oqnfqdrrhnm hm oZshdmsr vhsg
bnlodmrZsdc bhqqgnrhr ctd sn M?RG- GdoYsnknfx- 1/06:559133?-

08- Gth IL) Jdmbg IF) Bghsstqh R) ds Zk- Knmf,sdql ntsbnldr ne bhqqgnrhr hm
mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr bnloZqdc vhsg gdoZshshr B- GdoYsnknfx-
1//2:27931/�316-

1/- XZsrtih R) GZrghlnsn D) SnaZqh L) ds Zk- BkhmhbZk edZstqdr Zmc ntsbnldr ne
bhqqgnrhr ctd sn mnm,Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr bnloZqdc vhsg bhqqgnrhr
bZtrdc ax bgqnmhb gdoZshshr B- I FYrspndmsdpnk GdoYsnk- 1//8:139137�143-

10- RZmxZk ?I) AZmZr B) RZqfdZms B) ds Zk- RhlhkZqhshdr Zmc cheedqdmbdr hm nts,
bnldr ne bhqqgnrhr ctd sn mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr Zmc gdoZshshr B-
GdoYsnknfx- 1//5:329571�578-

11- NzKdZqx IF) KZmcZudqcd B) Idmmhmfr K) ds Zk- OZshdmsr vhsg M?RG Zmc
bqxosnfdmhb bhqqgnrhr Zqd kdrr khjdkx sgZm sgnrd vhsg gdoZshshr B sn qdbdhud
khudq sqZmrokZmsr- Bkhm FYrspndmsdpnk GdoYsnk- 1/00:896//�6/3-d0-

12- Xntmf J) ?fthkZq L) Fhrg P) ds Zk- Knvdq qZsdr ne qdbdhuhmf lncdk enq dmc,
rsZfd khudq chrdZrd dwbdoshnm Zmc knmfdq shld sn sqZmrokZms Zlnmf mnm,
Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr gdoZsnbdkktkZq bZqbhmnlZ- Khudp SpYmrok- 1/05:
1190245�0255-

13- KnmZqcn ?) MZrbhladmh E) LZmsnuZmh ?) ds Zk- Gxodqsdmrhnm) chZadsdr)
Zsgdqnrbkdqnrhr Zmc M?RG9 bZtrd nq bnmrdptdmbd; I GdoYsnk- 1/07:
579224�241-

14- SZqfgdq F) Axqmd BC) KnmZqcn ?) ds Zk- Mnm,Zkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd
Zmc qhrj ne hmbhcdms bZqchnuZrbtkZq chrdZrd9 Z ldsZ,ZmZkxrhr- I GdoYsnk-
1/05:549478�5//-

15- LZmntrgZfhZm R) Ldrgjnu ?- DuZktZshnm ne rnkhc nqfZm sqZmrokZms bZmch,
cZsdr enq bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd- @l I SpYmrokYms- 1/03:0391117�1123-

16- SZqfgdq F) Adqsnkhmh K) OZcnuZmh P) ds Zk- HmbqdZrdc oqduZkdmbd ne bZqchn,
uZrbtkZq chrdZrd hm Sxod 1 chZadshb oZshdmsr vhsg mnmZkbngnkhb eZssx khudq
chrdZrd- ChYads Ldc- 1//5:1293/2�3/8-

17- ?qrkZm T) Stqjnfkt R) AZkbhnfkt R) ds Zk- ?rrnbhZshnm adsvddm mnmZkbn,
gnkhb eZssx khudq chrdZrd Zmc bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd- Bnpnm @psdpx Chr-
1//6:079322�325-

43 �pTlroiTlsTsanl � 9VmrVou 1�03 � Nnerlb 0�2 � Jrlabo 0 vvv-sqZmrokZmsintqmZk-bnl
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18- Bgnh RX) Jhl C) Jhl GI) ds Zk- Sgd qdkZshnm adsvddm mnm,Zkbngnkhb eZssx
khudq chrdZrd Zmc sgd qhrj ne bnqnmZqx gdZqs chrdZrd hm JnqdZmr- @l I
FYrspndmsdpnk- 1//8:0/390842�085/-

2/- Kt G) Ydmf K) KhZmf A) ds Zk- Ghfg oqduZkdmbd ne bnqnmZqx gdZqs chrdZrd hm
sxod 1 chZadshb oZshdmsr vhsg mnm,Zkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd- @pbg Ldc
Pdr- 1//8:3/9460�464-

20- Oknsjhm IR) Ingmrnm KA) Ptrsfh U) ds Zk- BnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd Zmc khudq
sqZmrokZmsZshnm9 sgd rsZsd ne sgd Zqs- Khudp SpYmrok- 1///:5�Rtook 0(942�45-

21- Xnssh P) Phonkk B) Adqldin I) ds Zk- BZqchZb etmbshnm) Z jdx bnlonmdms hm
duZktZshnm enq khudq sqZmrokZms- Khudp SpYmrok- 1/07:1396�7-

22- JqnvjZ LI) EZkknm LA) JZvts RL) ds Zk- HmsdqmZshnmZk Khudq SqZmrokZms
Rnbhdsx OqZbshbd Fthcdkhmdr9 chZfmnrhr Zmc lZmZfdldms ne gdoZsnotklnmZqx
rxmcqnld Zmc onqsnotklnmZqx gxodqsdmrhnm- SpYmrokYmsYshnm- 1/05:0//9
033/�0341-

23- JnmdqlZm L?) Eqhsyd C) Vdhmadqf PK) ds Zk- Hmbhcdmbd ne Zmc qhrj Zr,
rdrrldms enq Zcudqrd bZqchnuZrbtkZq ntsbnldr Zesdq khudq sqZmrokZmsZ,
shnm9 Z rxrsdlZshb qduhdv- SpYmrokYmsYshnm- 1/06:0/090534�0546-

24- CZqrsdhm E) Gnood,Knshbghtr L) UnkklZq I) ds Zk- OqdsqZmrokZms bnqnmZqx
Zqsdqx chrdZrd hr Z oqdchbsnq enq lxnbZqchZk hmeZqbshnm Zmc bZqchZb cdZsg Zesdq
khudq sqZmrokZmsZshnm- Dtp I Hmsdpm Ldc- 1/06:R/842,51/492/373�2/372-

25- SnuhjjZh B) BgZqlZm RB) OqZrddcnl PJ) ds Zk- Shld,uZqxhmf hloZbs ne
bnlnqahchshdr nm lnqsZkhsx Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm9 Z mZshnmZk bngnqs
rstcx trhmf khmjdc bkhmhbZk Zmc ZclhmhrsqZshud cZsZ- ALI Nodm- 1/04:49
d//5860-

26- RZeZch ?) Gnlrh L) LZrjntm V) ds Zk- OdqhnodqZshud qhrj oqdchbsnqr ne bZq,
chZb ntsbnldr hm oZshdmsr tmcdqfnhmf khudq sqZmrokZmsZshnm rtqfdqx-
BhpbtkYshnm- 1//8:01/90078�0083-

27- EntZc SP) ?acdk,PZydj VL) AtqZj JV) ds Zk- Oqdchbshnm ne bZqchZb bnl,
okhbZshnmr Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm- SpYmrokYmsYshnm- 1//8:769652�66/-

28- Ehkí C) Uhyyhmh F) Ahnmcn C) ds Zk- BkhmhbZk atqcdm ne rbqddmhmf Zrxlosnl,
Zshb oZshdmsr enq bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd oqhnq sn khudq sqZmrokZmsZshnm- @l
I SpYmrokYms- 1//8:890040�0046-

3/- OZsdk RR) MZah D) FtylZm K) ds Zk- BnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd hm cdbnlodm,
rZsdc oZshdmsr tmcdqfnhmf khudq sqZmrokZmsZshnm duZktZshnm- Khudp SpYmrok-
1/07:139222�231-

30- ?m I) Rghl IG) Jhl RN) ds Zk- OqduZkdmbd Zmc oqdchbshnm ne bnqnmZqx Zq,
sdqx chrdZrd hm oZshdmsr vhsg khudq bhqqgnrhr9 Z qdfhrsqx,aZrdc lZsbgdc
bZrd,bnmsqnk rstcx- BhpbtkYshnm- 1/03:02/90242�0251-

31- Ekdhrgdq K?) EkdhrbglZmm JD) ?tdqaZbg ?C) ds Zk- 1/03 ?BB.?G? fthcd,
khmd nm odqhnodqZshud bZqchnuZrbtkZq duZktZshnm Zmc lZmZfdldms ne oZ,
shdmsr tmcdqfnhmf mnmbZqchZb rtqfdqx9 dwdbtshud rtllZqx Z qdonqs ne
sgd ?ldqhbZm Bnkkdfd ne BZqchnknfx.?ldqhbZm GdZqs ?rrnbhZshnm sZrj
enqbd nm oqZbshbd fthcdkhmdr- BhpbtkYshnm- 1/03:02/91104�1134-

32- Phonkk B) Xnssh P) Adqldin I) ds Zk- Sgd gdZqs hm khudq sqZmrokZmsZshnm- I
GdoYsnk- 1/00:43970/�711-

33- GZqhmrsdhm LD) EkZgdqsx IC) ?mrZqh ?G) ds Zk- Oqdchbshud uZktd ne cnatsZ,
lhmd rsqdrr dbgnbZqchnfqZogx enq bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd cdsdbshnm hm
khudq sqZmrokZms bZmchcZsdr- @l I SpYmrokYms- 1//7:790412�0417-

34- CnmnuZm BK) LZqbnuhsy O?) Otmbg IC) ds Zk- Svn,chldmrhnmZk Zmc cnat,
sZlhmd rsqdrr dbgnbZqchnfqZogx hm sgd oqdnodqZshud Zrrdrrldms ne oZ,
shdmsr vhsg dmc,rsZfd khudq chrdZrd oqhnq sn nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm-
SpYmrokYmsYshnm- 0885:509007/�0077-

35- MhbnkZt,PZctbt P) FhslZm L) FZmhdq C) ds Zk- ?cudqrd bZqchZb dudmsr Ze,
sdq nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm9 Z bqnrr,rdbshnmZk rstcx hm 278 bnm,
rdbtshud oZshdmsr- Khudp SpYmrok- 1/04:10902�10-

36- Mftxdm O) Oknsjhm I) Ehrgadhm SL) ds Zk- CnatsZlhmd rsqdrr dbgnbZqchnf,
qZogx hm oZshdmsr tmcdqfnhmf nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm9 Z onnkdc
ZmZkxrhr ne ZbbtqZbx) odqhnodqZshud Zmc knmf sdql bZqchnuZrbtkZq oqnfmn,
rhr- Hms I BYpchnuYrb HlYfhmf- 1/02:1890630�0637-

37- Rmhodkhrjx C) Kdux L) RgZohqn A- Tshkhsx ne cnatsZlhmd rsqdrr dbgnbZqch,
nfqZogx Zr oZqs ne sgd oqd,khudq sqZmrokZms duZktZshnm9 Zm duZktZshnm ne hsr
deehbZbx- Bkhm BYpchnk- 1/03:269357�361-

38- CZuhcrnm BI) FgdnqfghZcd L) EkZgdqsx IC) ds Zk- Oqdchbshud uZktd ne
rsqdrr lxnbZqchZk odqetrhnm hlZfhmf hm khudq sqZmrokZms bZmchcZsdr- @l
I BYpchnk- 1//1:789248�25/-

4/- AgtsZmh R) Snahr I) FdunqfxZm P) ds Zk- ?bbtqZbx ne rsqdrr lxnbZqchZk
odqetrhnm hlZfhmf sn chZfmnrd bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd hm dmc rsZfd khudq
chrdZrd oZshdmsr- @l I BYpchnk- 1/02:00090/46�0/50-

40- RnkcdqZ I) BZlZyynkZ E) Pncq©ftdy R) ds Zk- CnatsZlhmd rsqdrr dbgnbZq,
chnfqZogx) lxnbZqchZk odqetrhnm rbhmshfqZogx) hmuZrhud bnqnmZqx Zmfhnf,
qZogx) Zmc onrs,khudq sqZmrokZmsZshnm dudmsr9 rxrsdlZshb qduhdv Zmc
ldsZ,ZmZkxrhr- Bkhm SpYmrokYms- 1/07:219d02111-

41- LZcctq G) Antqchkknm OC) KhZmfotmrZjtk R) ds Zk- Pnkd ne bZqchZb bZsgd,
sdqhyZshnm Zmc odqbtsZmdntr bnqnmZqx hmsdqudmshnm hm sgd oqdnodqZshud Zr,
rdrrldms Zmc lZmZfdldms ne oZshdmsr adenqd nqsgnsnohb khudq
sqZmrokZmsZshnm- Khudp SpYmrok- 1/03:1/9553�561-

42- VqZx B) Rbnunssh IB) Snahr I) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm ntsbnld hm oZ,
shdmsr vhsg ZmfhnfqZoghbZkkx oqnudm bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd9 Z ltksh,
hmrshstshnmZk rstcx- @l I SpYmrokYms- 1/02:029073�080-

43- RZsZoZsgx RJ) UZmZssZ IL) Gdklhbj P?) ds Zk- Ntsbnld ne khudq sqZmrokZms
qdbhohdmsr vhsg qduZrbtkZqhydc bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd9 Z bnloZqZshud
ZmZkxrhr vhsg Zmc vhsgnts bZqchnuZrbtkZq qhrj eZbsnqr- SpYmrokYmsYshnm- 1/06:
0/09682�7/2-

44- Rmhodkhrjx CE) LbPdd B) Rddfdq J) ds Zk- BnqnmZqx hmsdqudmshnmr adenqd
khudq sqZmrokZmsZshnm lhfgs mns Zudqs onrsnodqZshud bZqchnuZrbtkZq dudmsr-
Sdw GdYps Hmrs I- 1/04:319327�331-

45- AZhagZu A) LZgZahq B?) Whd E) ds Zk- Oqdchbshud uZktd ne cnatsZlhmd rsqdrr
odqetrhnm dbgnbZqchnfqZogx hm bnmsdlonqZqx dmc,rsZfd khudq chrdZrd-
I @l GdYps @rrnb- 1/06:59d//40/1-

46- Bgnh IL) Jnmf XF) JZmf IV) ds Zk- BnqnmZqx bnlotsdc snlnfqZogx Zm,
fhnfqZogx hm bnlahmZshnm vhsg bnqnmZqx Zqsdqx bZkbhtl rbnqhmf enq sgd
oqdnodqZshud bZqchZb duZktZshnm ne khudq sqZmrokZms qdbhohdmsr- Ahnldc
Pdr Hms- 1/06:1/0693/70414-

47- Lb?unx MB) JnbgZq M) LbJhkkno F) ds Zk- OqduZkdmbd ne bnqnmZqx Zqsdqx
bZkbhehbZshnm hm oZshdmsr tmcdqfnhmf Zrrdrrldms enq nqsgnsnohb khudq sqZmr,
okZmsZshnm- Khudp SpYmrok- 1//7:0390614�0620-

48- Incnbx C) ?aaqdcdqhr R) FqZyhZcdh HV) ds Zk- BnqnmZqx bnlotsdq snln,
fqZoghb ZmfhnfqZogx enq oqdnodqZshud qhrj rsqZshehbZshnm hm oZshdmsr tmcdq,
fnhmf khudq sqZmrokZmsZshnm- Dtp I PYchnk- 1/01:709115/�1153-

5/- Jnmf XF) JZmf IV) Jhl XJ) ds Zk- OqdnodqZshud bnqnmZqx bZkbhtl rbnqd
hr oqdchbshud ne dZqkx onrsnodqZshud bZqchnuZrbtkZq bnlokhbZshnmr hm khudq
sqZmrokZms qdbhohdmsr- Ap I @mYdrsg- 1/04:0039326�332-

50- UZmVZfmdq KA) KZohm A) Kduhsrjx I) ds Zk- Ghfg dZqkx bZqchnuZrbtkZq lnq,
sZkhsx Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm- Khudp SpYmrok- 1/03:1/902/5�0205-

51- Jddeed AF) UZkZmshmd G) Jddeed DA- Cdsdbshnm Zmc sqdZsldms ne bnq,
nmZqx Zqsdqx chrdZrd hm khudq sqZmrokZms bZmchcZsdr- Khudp SpYmrok- 1//0:69
644�650-

52- ?ookdsnm BO) Gtqrs PS- Pdctbhmf bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd dudmsr hm khudq
sqZmrokZms oZshdmsr9 lnuhmf snvZqc hcdmshexhmf sgd utkmdqZakd oZshdms-
Khudp SpYmrok- 1//7:0390580�0582-

53- BZqdx VC) Ctlns I?) Ohldmsdk PP) ds Zk- Sgd oqduZkdmbd ne bnqnmZqx Zq,
sdqx chrdZrd hm khudq sqZmrokZms bZmchcZsdr nudq Zfd 4/- SpYmrokYmsYshnm-
0884:489748�753-

54- BgZkZrZmh M) Xntmnrrh Y) KZuhmd ID) ds Zk- Sgd chZfmnrhr Zmc lZmZfdldms
ne mnmZkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd9 oqZbshbd fthcZmbd eqnl sgd ?ldqhbZm ?r,
rnbhZshnm enq sgd Rstcx ne Khudq ChrdZrdr- GdoYsnknfx- 1/07:569217�246-

55- UZqfZr IH) ?qqdrd L) RgZg UG) ds Zk- Trd ne rsZshmr hm oZshdmsr vhsg bgqnmhb
khudq chrdZrd Zmc bhqqgnrhr9 btqqdms uhdvr Zmc oqnrodbsr- Btpp FYrspndmsdpnk
Pdo- 1/06:08932-

56- CnmfhnuZmmh O) OdssZ R) LZmmhrsn U) ds Zk- RsZshm trd Zmc mnm,Zkbngnkhb
rsdZsngdoZshshr hm Zs qhrj hmchuhctZkr- I GdoYsnk- 1/04:5296/4�601-

57- EdqmZmcdy,LhqZmcZ B) Odqdy,BZqqdqZr L) BnkhmZ E) ds Zk- ? ohkns sqhZk ne
edmnehaqZsd enq sgd sqdZsldms ne mnm,Zkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd- Chf Khudp
Chr- 1//7:3/91//�1/4-

58- Fng FA) OZfZcZkZ LP) CZrZqZsgx I) ds Zk- Pdmhm,Zmfhnsdmrhm rxrsdl Zmc
ehaqnrhr hm mnm,Zkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd- Khudp Hms- 1/04:249868�874-

6/- Ltrrn F) FZlahmn P) SZahahZm IG) ds Zk- ?rrnbhZshnm ne mnm,Zkbngnkhb
eZssx khudq chrdZrd vhsg bgqnmhb jhcmdx chrdZrd9 Z rxrsdlZshb qduhdv Zmc
ldsZ,ZmZkxrhr- OKnR Ldc- 1/03:009d0//057/-

60- Ch LZhqZ S) Ptahm ?) OtbgZcdr K) ds Zk- EqZlhmfgZl rbnqd) qdmZk cxretmb,
shnm) Zmc bZqchnuZrbtkZq qhrj hm khudq sqZmrokZms oZshdmsr- Khudp SpYmrok-
1/04:109701�711-

61- UZmVZfmdq KA) LnmsZf R) YgZn K) ds Zk- BZqchnuZrbtkZq chrdZrd nts,
bnldr qdkZsdc sn dZqkx rsZfd qdmZk hloZhqldms enkknvhmf khudq sqZmrokZmsZ,
shnm- SpYmrokYmsYshnm- Otakhrgdc nmkhmd LZqbg 1/) 1/07- CNH90/-0/86.
SO-////////////1064-

62- UZmVZfmdq KA) Mhmf G) Vghsrdss L) ds Zk- ? onhms,aZrdc oqdchbshnm
lncdk enq bZqchnuZrbtkZq qhrj hm nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm9 Sgd
B?P,NKS rbnqd- GdoYsnknfx- 1/06:5590857�0868-

63- ?kuZqdy,RnsnlZxnq C) RZsnqqdr B) Pncq©ftdy,LdchmZ A) ds Zk- Bnmsqnkkhmf
chZadsdr Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm9 qnnl enq hloqnudldms- SpYmrokYmsY,
shnm- 1/05:0//9d55�d62-

64- LZqs©mdy,RZkchuZq A) Oqhdsn I) Adqdmftdq L) ds Zk- Bnmsqnk ne aknnc oqdr,
rtqd hm khudq sqZmrokZms qdbhohdmsr- SpYmrokYmsYshnm- 1/01:8290/20�0/26-

65- Ctmjdkfqtm L) AndqrlZ D) Rbgntsdm N) ds Zk- Ahrnoqnknk Zmc ektuZrsZshm
enq sgd qdctbshnm ne odqhnodqZshud bZqchZb lnqsZkhsx Zmc lxnbZqchZk hm,
eZqbshnm hm hmsdqldchZsd,qhrj oZshdmsr tmcdqfnhmf mnmbZqchnuZrbtkZq
rtqfdqx9 Z qZmcnlhydc bnmsqnkkdc sqhZk �CDBPD?RD,HU(- @mm Rtpf-
1//8:1389810�815-

66- CdudqdZtw OI) XZmf G) Xtrte R) ds Zk- Deedbsr ne dwsdmcdc,qdkdZrd ldsn,
oqnknk rtbbhmZsd hm oZshdmsr tmcdqfnhmf mnm,bZqchZb rtqfdqx �ONHRD sqhZk(9
Z qZmcnlhrdc bnmsqnkkdc sqhZk- KYmbds- 1//7:26090728�0736-

' 1/08 Vnksdqr Jktvdq SrnbgZsyhr ds Zk 44
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67- Ghmckdq J) RgZv ?C) RZltdkr I) ds Zk- Hloqnudc onrsnodqZshud ntsbnldr
ZrrnbhZsdc vhsg oqdnodqZshud rsZshm sgdqZox- @mdrsgdrhnknfx- 1//5:0/49
015/�0161: pthy 0178�018/-

68- Kdvhr IG) Lnqsdmrdm LD) Yvdhf R) ds Zk- DeehbZbx Zmc rZedsx ne ghfg,cnrd
oqZuZrsZshm hm gxodqbgnkdrsdqnkdlhb oZshdmsr vhsg vdkk,bnlodmrZsdc bgqnmhb
khudq chrdZrd9 qdrtksr ne Z oqnrodbshud) qZmcnlhydc) cntakd,akhmc) okZbdan,
bnmsqnkkdc) ltkshbdmsdq sqhZk- GdoYsnknfx- 1//6:3590342�0352-

7/- OZsdk RR) FtylZm K) Khm EO) ds Zk- TshkhyZshnm ne Zrohqhm Zmc rsZshm hm lZm,
Zfdldms ne bnqnmZqx Zqsdqx chrdZrd hm oZshdmsr vhsg bhqqgnrhr tmcdqfnhmf
khudq sqZmrokZms duZktZshnm- Khudp SpYmrok- Otakhrgdc nmkhmd ?oqhk 5) 1/07-
CNH90/-0//1.ks-14/56-

70- MZhq R) UdqlZ R) SgtktuZsg OI- Nadrhsx Zmc hsr deedbs nm rtquhuZk hm oZ,
shdmsr tmcdqfnhmf nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm hm sgd Tmhsdc RsZsdr-
GdoYsnknfx- 1//1:2490/4�0/8-

71- Xnn GX) SgtktuZsg OI- Sgd deedbs ne hmrtkhm,cdodmcdms chZadsdr ldkkhstr
nm ntsbnld ne khudq sqZmrokZmsZshnm- SpYmrokYmsYshnm- 1//1:6390//6�0/01-

72- GZtjdkZmc IV) Jnmnorjh Y) Dffdran GA) ds Zk- Ldsenqlhm hm oZshdmsr
vhsg mnm,Zkbngnkhb eZssx khudq chrdZrd9 Z qZmcnlhydc) bnmsqnkkdc sqhZk-
RbYmc I FYrspndmsdpnk- 1//8:339742�75/-

73- Rghdkcr VV) Sgnlornm JD) Fqhbd F?) ds Zk- Sgd Deedbs ne ldsenqlhm Zmc
rsZmcZqc sgdqZox udqrtr rsZmcZqc sgdqZox Zknmd hm mnmchZadshb oZshdmsr
vhsg hmrtkhm qdrhrsZmbd Zmc mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr �M?RG(9 Z ohkns
sqhZk- SgdpYo @cu FYrspndmsdpnk- 1//8:19046�052-

74- DtqnodZm ?rrnbhZshnm enq sgd Rstcx ne sgd K) DtqnodZm ?rrnbhZshnm enq
sgd Rstcx ne C) DtqnodZm ?rrnbhZshnm enq sgd Rstcx ne N- D?RK,D?RC,
D?RN BkhmhbZk OqZbshbd Fthcdkhmdr enq sgd lZmZfdldms ne mnm,Zkbngnkhb
eZssx khudq chrdZrd- I GdoYsnk- 1/05:5390277�03/1-

75- RZmxZk ?I) BgZkZrZmh M) Jnvckdx JU) ds Zk- OhnfkhsZynmd) uhsZlhm D) nq okZbdan
enq mnmZkbngnkhb rsdZsngdoZshshr- M Dmfk I Ldc- 1/0/:25190564�0574-

76- ?qlrsqnmf LI) FZtms O) ?hsgZk FO) ds Zk- KhqZfktshcd rZedsx Zmc deehbZbx hm
oZshdmsr vhsg mnm,Zkbngnkhb rsdZsngdoZshshr �KD?M(9 Z ltkshbdmsqd) cntakd,
akhmc) qZmcnlhrdc) okZbdan,bnmsqnkkdc ogZrd 1 rstcx- KYmbds- 1/05:2769
568�58/-

77- LbBtkkntfg ?I) AtfhZmdrh D- Oqnsdhm,bZknqhd lZkmtsqhshnm Zmc sgd dshnknfx
ne bhqqgnrhr- @l I FYrspndmsdpnk- 0886:819623�627-

78- Adqyhfnssh ?) RZqZm T) Ctentq IE- OgxrhbZk Zbshuhsx Zmc khudq chrdZrdr-
GdoYsnknfx- 1/05:5290/15�0/3/-

8/- Adqyhfnssh ?) ?kahkknr ?) UhkkZmtduZ B) ds Zk- Deedbsr ne Zm hmsdmrhud khedrsxkd
hmsdqudmshnm oqnfqZl nm onqsZk gxodqsdmrhnm hm oZshdmsr vhsg bhqqgnrhr
Zmc nadrhsx9 sgd RonqsChds rstcx- GdoYsnknfx- 1/06:5490182�02/4-

80- Kdhanuhsy D) Fhqxdr R) LZjgkhmd P) ds Zk- LZkmtsqhshnm qhrj hm mdvkx gnrohsZk,
hydc nudqvdhfgs Zmc nadrd hmchuhctZkr9 Lq MNH- Dtp I Bkhm Mtsp- 1/02:569
51/�513-

81- Cdadssd,FqZshdm L) SZantqds S) ?msnmhmh LS) ds Zk- OdqrnmZkhydc ZcZosdc
ogxrhbZk Zbshuhsx adenqd khudq sqZmrokZmsZshnm9 ZbbdosZahkhsx Zmc qdrtksr-
SpYmrokYmsYshnm- 1/04:889034�04/-

82- Ydmhsg K) LddmZ M) PZlZch ?) ds Zk- Dhfgs vddjr ne dwdqbhrd sqZhmhmf hm,
bqdZrdr Zdqnahb bZoZbhsx Zmc ltrbkd lZrr Zmc qdctbdr eZshftd hm oZshdmsr
vhsg bhqqgnrhr- Bkhm FYrspndmsdpnk GdoYsnk- 1/03:019081/�0815-d0811-

83- Ktfdq L) Jqtrbghsy P) JhdmaZbgdq B) ds Zk- OqduZkdmbd ne khudq ehaqnrhr Zmc
hsr ZrrnbhZshnm vhsg mnm,hmuZrhud ehaqnrhr Zmc ldsZankhb lZqjdqr hm lnqahckx
nadrd oZshdmsr vhsg uhsZlhm C cdehbhdmbx- Nadr Rtpf- 1/05:1591314�1321-

84- KdnmZqc I) GdhlaZbg IJ) LZkhmbgnb L) ds Zk- Sgd hloZbs ne nadrhsx nm
knmf,sdql ntsbnldr hm khudq sqZmrokZms qdbhohdmsr,qdrtksr ne sgd MHCCJ
khudq sqZmrokZms cZsZaZrd- @l I SpYmrok- 1//7:79556�561-

85- Vnmf PI) Bgdtmf P) OdqtloZhk PA) ds Zk- ChZadsdr ldkkhstr) Zmc mns
nadrhsx) hr ZrrnbhZsdc vhsg knvdq rtquhuZk enkknvhmf khudq sqZmrokZmsZshnm-
Chf Chr Rbh- 1/04:5/90/25�0/33-

86- Chbj ??) Rohsydq ?K) Rdhedqs BE) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm Zs sgd dwsqdldr
ne sgd ancx lZrr hmcdw- Khudp SpYmrok- 1//8:049857�866-

87- Cncfd IK) Pnadqsr I) AqZmclZm C- Vdhfghmf sgd qhrjr9 lnqahc nadrhsx
Zmc chZadsdr Zqd ZrrnbhZsdc vhsg hmbqdZrdc qhrj ne cdZsg nm sgd khudq
sqZmrokZms vZhshmf khrs- Khudp Hms- 1/07:279442�452-

88- RZZa R) KZkdyZqh C) Oqtsgh O) ds Zk- Sgd hloZbs ne nadrhsx nm oZshdms rtquhuZk
hm khudq sqZmrokZms qdbhohdmsr9 Z ldsZ,ZmZkxrhr- Khudp Hms- 1/04:249053�06/-

0//- AZqnmd L) UhffhZmh LS) ?unkhn ?V) ds Zk- Nadrhsx Zr oqdchbsnq ne onrsno,
dqZshud ntsbnldr hm khudq sqZmrokZms bZmchcZsdr9 qduhdv ne sgd khsdqZstqd
Zmc etstqd odqrodbshudr- Chf Khudp Chr- 1/06:389846�855-

0/0- Ptrsfh UJ) LZqhmn F) Ptrsfh R- HloZbs ne ancx lZrr hmcdw nm fqZes eZhktqd
Zmc nudqZkk rtquhuZk enkknvhmf khudq sqZmrokZmsZshnm- Bkhm SpYmrokYms- 1//3:
079523�526-

0/1- Bnmydm JC) UZbggZqZiZmh M) Bnkkhmr JL) ds Zk- Lnqahc nadrhsx hm khudq
sqZmrokZms qdbhohdmsr Zcudqrdkx Zeedbsr knmfsdql fqZes Zmc oZshdms rtquhuZk
hm Z rhmfkd,hmrshstshnm ZmZkxrhr- GOA �Nwenpc(- 1/04:069140�146-

0/2- Odkkdshdq RI) LZqZrbghn L?) RbgZtadk CD) ds Zk- RtquhuZk admdehs ne jhcmdx
Zmc khudq sqZmrokZmsZshnm enq nadrd oZshdmsr nm sgd vZhshmf khrs- Bkhm
SpYmrok- 1//2:06966�77-

0/3- RhmfgZk ?) Vhkrnm FB) VhlZ J) ds Zk- HloZbs ne qdbhohdms lnqahc nadrhsx
nm ntsbnldr Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm- SpYmrok Hms- 1/04:179037�044-

0/4- Xntmnrrh YL) RsdoZmnuZ L) RZZa R) ds Zk- Sgd hloZbs ne sxod 1 chZadsdr
Zmc nadrhsx nm sgd knmf,sdql ntsbnldr ne lnqd sgZm 74/// khudq sqZmr,
okZms qdbhohdmsr hm sgd TR- @khldms OgYplYbnk Sgdp- 1/03:3/9575�583-

0/5- CZqd ?I) OkZmj KC) Oghkkhor ?P) ds Zk- ?cchshud deedbs ne oqd, sqZmrokZmsZ,
shnm nadrhsx) chZadsdr) Zmc bZqchnuZrbtkZq qhrj eZbsnqr nm ntsbnldr Zesdq
khudq sqZmrokZmsZshnm- Khudp SpYmrok- 1/03:1/9170�18/-

0/6- GZjddl ?P) BnbjaZhm ?I) PZyZ RR) ds Zk- HmbqdZrdc lnqahchsx hm
nudqvdhfgs Zmc nadrd khudq sqZmrokZms qdbhohdmsr9 Z rhmfkd,bdmsdq dwodqhdmbd
ne 0214 oZshdmsr eqnl sgd Tmhsdc Jhmfcnl- Khudp SpYmrok- 1/02:089440�451-

0/7- KZLZsshmZ IB) Enkdx CO) EdqmZmcdy K?) ds Zk- BnlokhbZshnmr ZrrnbhZsdc
vhsg khudq sqZmrokZmsZshnm hm sgd nadrd qdbhohdms- Bkhm SpYmrokYms- 1/01:
15980/�807-

0/8- SZjZsZ LB) BZlonr FL) BhnuhbZ P) ds Zk- KZoZqnrbnohb aZqhZsqhb rtqfdqx
hloqnudr bZmchcZbx hm lnqahckx nadrd oZshdmsr ZvZhshmf sqZmrokZmsZshnm-
Rtpf Nadr PdkYs Chr- 1//7:39048�053-

00/- Khm LXB) Ldgch SZuZjnk L) RZqhm ?) ds Zk- KZoZqnrbnohb rkddud fZrsqdb,
snlx hr rZed Zmc deehbZbhntr enq oqdsqZmrokZms bZmchcZsdr- Rtpf Nadr
PdkYs Chr- 1/02:89542�547-

000- AqZtmedkc LX) BgZm R) Oqdfkdq I) ds Zk- Khudq sqZmrokZmsZshnm hm sgd lnq,
ahckx nadrd- I Bkhm @mdrsg- 0885:79474�48/-

001- GdhlaZbg IJ) VZss JC) OnsdqtbgZ II) ds Zk- Bnlahmdc khudq sqZmrokZmsZ,
shnm Zmc fZrsqhb rkddud qdrdbshnm enq oZshdmsr vhsg ldchbZkkx bnlokhbZsdc
nadrhsx Zmc dmc,rsZfd khudq chrdZrd- @l I SpYmrokYms- 1/02:029252�257-

002- Atssd I) CduZtc M) IZqted MO) ds Zk- Rkddud fZrsqdbsnlx Zr sqdZsldms enq
rdudqd nadrhsx Zesdq nqsgnsnohb khudq sqZmrokZmsZshnm- Nadr Rtpf- 1//6:069
0406�0408-

003- Khm LX) SZuZjnk LL) RZqhm ?) ds Zk- RZedsx Zmc edZrhahkhsx ne rkddud fZr,
sqdbsnlx hm lnqahckx nadrd oZshdmsr enkknvhmf khudq sqZmrokZmsZshnm- Rtpf
Dmcnrb- 1/02:16970�74-

004- KZyyZsh ?) HZmmdkkh ?) Rbgmdbj ?R) ds Zk- AZqhZsqhb rtqfdqx Zmc khudq sqZmr,
okZmsZshnm9 Z rxrsdlZshb qduhdv Z mdv eqnmshdq enq aZqhZsqhb rtqfdqx- Nadr
Rtpf- 1/04:149023�031-

005- KZyyZsh ?) Ftx,KZbgtdq P) CdkZtmZx U) ds Zk- AZqhZsqhb rtqfdqx sqdmcr hm
EqZmbd9 1//4�1/00- Rtpf Nadr PdkYs Chr- 1/03:0/9217�223-

006- Rghlhyt G) Ogtnmf U) LZhZ L) ds Zk- AZqhZsqhb rtqfdqx hm oZshdmsr vhsg khudq
bhqqgnrhr- Rtpf Nadr PdkYs Chr- 1/02:890�5-

007- CZkkZk PL) LZssZq RF) Knqc IK) ds Zk- Pdrtksr ne kZoZqnrbnohb fZrsqhb ax,
oZrr hm oZshdmsr vhsg bhqqgnrhr- Nadr Rtpf- 1//3:03936�42-

008- SZqhp M) Lnnqd KV) RgdqlZm U- AZqhZsqhb rtqfdqx Zmc dmc,rsZfd nqfZm
eZhktqd- Rtpf Bkhm Mnpsg @l- 1/02:8590248�0260-

01/- YZlnqZ,UZkcdr C) VZss JC) Jdkknff S?) ds Zk- Knmf,sdql ntsbnldr ne
oZshdmsr tmcdqfnhmf rhltksZmdntr khudq sqZmrokZmsZshnm Zmc rkddud fZr,
sqdbsnlx- GdoYsnknfx- Otakhrgdc nmkhmd EdaqtZqx 08) 1/07- CNH90/-
0//1.gdo-18737-

010- PhmdkkZ LD) ?knmrn D) PZn R) ds Zk- Ancx lZrr hmcdw Zr Z oqdchbsnq ne gd,
oZshb rsdZsnrhr hm khuhmf khudq cnmnqr- Khudp SpYmrok- 1//0:693/8�303-

011- ?xuZynfkt Rnx DG) AnxuZs E) Nycdlhq AG) ds Zk- Khudq ahnorx qdrtksr hm
onsdmshZk cnmnq duZktZshnm hm khuhmf qdkZsdc khudq sqZmrokZms- Dwo Bkhm SpYmr,
okYms- 1/07:05�Rtook 0(924�26-

012- D?RK BkhmhbZk OqZbshbd Fthcdkhmdr9 Khudq sqZmrokZmsZshnm- I GdoYsnk- 1/05:
539322�374-

013- Bgt LI) CZqd ?I) Oghkkhor ?P) ds Zk- Cnmnq gdoZshb rsdZsnrhr Zmc nts,
bnld Zesdq khudq sqZmrokZmsZshnm9 Z rxrsdlZshb qduhdv- I FYrspnhmsdrs Rtpf-
1/04:0890602�0613-

014- Ctsjnvrjh O) Rbgkdfdk ?) RkZmjZldmZb J) ds Zk- Sgd trd ne eZssx khudq
fqZesr hm lncdqm ZkknbZshnm rxrsdlr9 qhrj Zrrdrrldms ax sgd aZkZmbd ne
qhrj �A?P( rbnqd- @mm Rtpf- 1/01:1459750�757: chrbtrrhnm 757�758-
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Résumé	

Titre	 :	 Marqueurs	 diagnostiques	 et	 pronostiques	 de	 la	 stéatose	 et	 stéatohépatite	
métabolique.	
Mots	clés	:	lipides,	carcinome	hépatocellulaire,	stéatohépatite	
L’obésité	 est	 un	 problème	 majeur	 de	 santé	 publique	 en	 France	 puisque	 50%	 de	 la	 population	 est	 en	
surpoids	 ou	 obèse.	 Plusieurs	 complications	 hépatiques	 de	 l’obésité	 existent	 dont	 la	 NASH,	 pathologie	
caractérisée	par	l’association	de	lésions	histologiques	de	stéatose	hépatique	et	d’hépatite,	d’anomalies	des	
tests	hépatiques	et	par	 l’absence	de	maladie	hépatique	connue,	en	particulier	 toxique	(alcool)	ou	virale.	
Chez	un	tiers	des	patients,	 la	NASH	conduit	à	l’apparition	d’une	fibrose	puis	d’une	cirrhose.	Elle	favorise	
également	 l’apparition	 du	 carcinome	 hépatocellulaire.	 La	 physiopathologie	 de	 la	 NASH	 est	 caractérisée	
par	 une	 dérégulation	 du	 métabolisme	 lipidique	 qui	 conduit	 à	 l’accumulation	 de	 lipides	 au	 niveau	 des	
hépatocytes.	 Cette	 accumulation	 de	 lipides	 est	 toxique	 et	 une	 des	 raisons	 de	 l’insulinorésistance	 et	 du	
développement	d’un	diabète	de	type	II.	Toutes	les	étapes	du	métabolisme	lipidique	sont	affectées	par	une	
accumulation	de	 triglycérides,	 une	 augmentation	de	 la	 lipogenèse	hépatique	 et	une	diminution	de	 la	ß-
oxydation.	 La	 composition	 et	 le	 rôle	 des	 lipides	 comme	 promoteur	 de	 la	 NASH	 sont	 de	 plus	 en	 plus	
étudiés.	 Le	 premier	 volet	 de	 la	 thèse	 concerne	 la	 mise	 en	 évidence	 de	marqueurs	 diagnostiques	 de	 la	
NASH.	 Dans	 cette	 étude,	 nous	 avons	 établi	 pour	 la	 première	 fois	 une	 signature	 lipidique	 de	 la	
stéatohépatite	non	alcoolique	sur	la	base	de	la	quantification	de	32	lipides.Aucun	des	lipides	identifiés	ne	
permettait	par	 lui-même	de	discriminer	 la	stéatose	de	 la	NASH,	mais	en	revanche,	 la	signature	 lipidique	
globale	permettait	de	distinguer	les	témoins	patients	des	NAFL	et	des	NASH.	Nous	avons	également	mis	en	
évidence	 une	 dérégulation	 de	 la	 voie	 métabolique	 impliquée	 dans	 la	 synthèse	 des	 acides	 gras	 dans	 la	
NASH.	Cette	dérégulation	a	été	observée,	dans	notre	étude,	aussi	bien	chez	l'homme	que	dans	les	modèles	
animaux.	 Le	 deuxième	 volet	 avait	 pour	 objectif	 l’identification	 de	 nouveaux	 marqueurs	 pronostiques	
hépatiques	de	la	NASH.	L'analyse	par	microarray	d'expression	de	gènes	a	montré	1549	gènes	discriminant	
les	patients	ayant	une	stéatopathie,	NAFL	ou	NASH,	des	obèses	sains	ou	des	contrôles.	Parmi	eux,	58	gènes	
discriminaient	 la	 NASH	 de	 la	 stéatose	 simple.	 Ces	 gènes	 étaient	 impliqués	 dans	 le	 remodelage	 de	 la	
matrice	extracellulaire	et	l'inflammation.	Le	gène	le	plus	discriminant	était	FABP4	(protéine	de	liaison	aux	
acides	 gras	 4).	 Parmi	 les	 gènes	 fortement	 associés	 à	 une	 expression	 élevée	 de	 FABP4,	 la	
métalloprotéinase-9	 de	 matrice	 (MMP9)	 était	 surexprimée	 chez	 55%	 des	 patients	 NASH.	 Nous	 avons	
identifié	un	total	de	330	gènes	régulés	de	manière	différentielle,	dont	229	gènes	étaient	surexprimés	chez	
des	 patients	 NASH	 présentant	 un	 niveau	 d'expression	 élevé	 de	 MMP9.	 En	 utilisant	 les	 niveaux	
d'expression	génique	des	gènes	FABP4	et	MMP9	hépatiques	 comme	 indicateurs	de	 la	progression	de	 la	
maladie	dans	une	cohorte	indépendante	de	patients	atteints	de	NAFLD,	nous	avons	identifié	 les	patients	
atteints	de	NAFL	et	NASH	susceptibles	d'avoir	un	mauvais	pronostic.	
Enfin,	dans	le	troisième	volet,	nous	nous	sommes	intéressés	à	la	valeur	diagnostique	et	pronostique	de	la	
stéatose	 des	 greffons	 hépatiques,	mesurée	 par	 FTIR	 (Microspectroscopie	 à	 Transformée	 de	 Fourier	 en	
Infrarouge).	 En	 effet,	 la	 stéatose	 en	 particulier	 lorsqu’elle	 dépasse	 60%	et	macrovacuolaire,	 est	 connue	
pour	impacter	significativement	la	fonction	et	la	survie	des	greffons	hépatiques.	Dans	notre	étude,	parmi	
58	 prélèvements	 de	 greffons,	 le	 pourcentage	 moyen	 de	 stéatose	 macrovacuolaire	 et	 de	 stéatose	
microvésiculaire,	 évalué	 par	 le	 pathologiste,	 était	 de	 2%	 à	 30%,	 respectivement.	 La	 concentration	
moyenne	 en	 triglycérides	 hépatiques	 mesurée	 par	 chromatographie	 couplée	 en	 phase	 gazeuse	 à	 la	
spectrométrie	 était	 de	 214	 [10-1045]	 nmol/mg	 de	 tissu	 hépatique.	 L'estimation	 de	 la	 teneur	 en	
triglycérides	 obtenue	 par	 FTIR	 était	 significativement	 corrélée	 (r2	 =	 0,812)	 avec	 les	 résultats	 de	 la	
concentration	 moyenne	 en	 triglycérides	 hépatiques	 mesurée	 par	 chromatographie	 couplée	 en	 phase	
gazeuse	à	la	spectrométrie.	Trente-quatre	(58%)	patients	ont	présenté	des	complications	définies	par	un	
stade	Dindo-Clavien	≥2,	dont	2	non-fonction	primaire	du	greffon	et	5	décès.	Le	seuil	le	plus	discriminant	
entre	 le	niveau	de	 triglycérides	 et	 l’échec	de	 la	TH	était	 de	59,29	 et	 54,02	nmol/mg	de	 tissu	hépatique	
obtenu	 par	 spectrométrie	 et	 FTIR,	 respectivement.	 La	 quantification	 du	 contenu	 hépatique	 en	
triglycérides	par	GC	/	MS	était	significativement	associée	à	la	survie	du	patient	à	la	fin	du	suivi	(p<0,0001)	
et	à	un	échec	de	la	transplantation	(p	<0,0001).	L'estimation	du	contenu	hépatique	en	triglycérides	à	l'aide	
de	FTIR	était	significativement	associée	à	la	survie	après	greffe	d'un	an	(p<0,0001).	
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Summary	

Title	:	Diagnostic	and	prognostic	markers	of	NASH	
Keywords	:	lipids,	hepatocellular	carcinoma,	steatohepatitis	
Obesity	is	a	major	public	health	problem	in	France	since	50%	of	the	population	has	overweight.	Several	
hepatic	 complications	 of	 obesity	 exist	 including	 NASH,	 pathology	 characterized	 by	 the	 combination	 of	
histological	 lesions	of	hepatic	steatosis	and	hepatitis,	 liver	 test	abnormalities	and	the	absence	of	known	
liver	disease,	particularly	toxic	(alcohol)	or	virus.	In	one	third	of	patients,	NASH	leads	to	fibrosis	and	then	
cirrhosis.	It	also	promotes	the	development	of	hepatocellular	carcinoma.	
The	 pathophysiology	 of	 NASH	 is	 characterized	 by	 a	 deregulation	 of	 lipid	metabolism	 that	 leads	 to	 the	
accumulation	 of	 lipids	 in	 the	 hepatocytes.	 This	 accumulation	 of	 lipids	 is	 toxic	 and	 one	 of	 the	 causes	 of	
insulin	resistance	and	the	development	of	diabetes	mellitus.	All	stages	of	lipid	metabolism	are	affected	by	
an	 accumulation	 of	 triglycerides,	 an	 increase	 in	 hepatic	 lipogenesis	 and	 a	 decrease	 in	 ß-oxidation.	 The	
composition	and	the	role	of	lipids	as	a	promoter	of	NASH	is	being	increasingly	studied.	
The	 first	 part	 of	 the	 thesis	 concerns	 the	 detection	 of	 diagnostic	 markers	 of	 NASH.	 In	 this	 study,	 we	
established	for	the	first	time	a	lipid	signature	of	nonalcoholic	steatohepatitis	by	quantification	of	32	lipids.	
The	 overall	 lipid	 signature	 allowed	 distinguishing	 controls	 from	 NAFL	 and	 NASH.	 We	 have	 also	
demonstrated	a	deregulation	of	 the	metabolic	pathway	 involved	 in	 the	synthesis	of	 fatty	acids	 in	NASH.	
This	deregulation	has	been	observed	in	both	humans	and	animal	models	in	our	study.	
The	second	part	aimed	to	identify	new	hepatic	prognostic	markers	of	NASH.	Microarray	analysis	of	gene	
expression	 showed	 1549	 genes	 discriminating	 patients	with	NAFL	 or	NASH,	 healthy	 obese	 or	 controls.	
Among	 them,	 58	 genes	 discriminated	 NASH	 from	 simple	 steatosis.	 These	 genes	 were	 involved	 in	
extracellular	matrix	 remodeling	and	 inflammation.	The	most	discriminating	gene	was	FABP4	(fatty	acid	
binding	 protein	 4).	 Among	 genes	 strongly	 associated	 with	 high	 expression	 of	 FABP4,	 matrix	
metalloproteinase-9	 (MMP9)	was	 overexpressed	 in	 55%	of	NASH	patients.	We	 identified	 a	 total	 of	 330	
differentially	regulated	genes,	of	which	229	genes	were	overexpressed	in	NASH	patients	with	high	levels	
of	MMP9	expression.	Using	the	gene	expression	levels	of	the	liver	FABP4	and	MMP9	genes	as	indicators	of	
disease	progression	 in	an	 independent	 cohort	of	NAFLD	patients,	we	 identified	patients	with	NAFL	and	
NASH	who	may	have	a	poor	prognosis.	
Finally,	 in	 the	 third	 part,	 we	 looked	 at	 the	 diagnostic	 and	 prognostic	 value	 of	 steatosis	 of	 liver	 grafts,	
measured	 by	 FTIR	 (Infrared	 Fourier	 Transform	Microspectroscopy).	 Indeed,	 steatosis,	when	 it	 exceeds	
60%	and	is	macrovacuolar,	is	known	to	significantly	impact	the	function	and	survival	of	liver	grafts.	In	our	
study,	 among	 58	 graft	 samples,	 the	 average	 percentage	 of	macrovacuolar	 steatosis	 and	microvesicular	
steatosis	 assessed	 by	 the	 pathologist	 was	 2%	 to	 30%,	 respectively.	 The	 average	 concentration	 of	 liver	
triglycerides	measured	 by	 gas	 chromatography-spectrometry	was	 214	 [10-1045]	 nmol/mg	 liver	 tissue.	
The	 FTIR	 triglyceride	 content	 estimate	 was	 significantly	 correlated	 (r2=0.812)	 with	 the	 results	 of	 the	
average	 hepatic	 triglyceride	 concentration	measured	 by	 gas	 chromatography-spectrometry.	 Thirty-four	
(58%)	 patients	 had	 complications	 defined	 by	 a	 Dindo-Clavien	 stage	 ≥2,	 including	 2	 non-primary	 graft	
function	and	5	deaths.	The	most	discriminating	threshold	between	triglyceride	 level	and	TH	failure	was	
59.29	and	54.02	nmol/mg	hepatic	tissue	obtained	by	spectrometry	and	FTIR,	respectively.	Quantification	
of	hepatic	triglyceride	content	by	GC/MS	was	significantly	associated	with	patient	survival	at	 the	end	of	
follow-up	(p	<0.0001)	and	 failure	of	 transplantation	(p<0.0001).	Estimating	hepatic	 triglyceride	content	
using	FTIR	was	significantly	associated	with	one-year	post-transplant	survival	(p<0.0001).	
	

	

	
	


