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RESUME

La fibrogenése hépatique reléve d'un processus dynamique responsable de modifications
quantitatives et qualitatives de la matrice extracellulaire, dont la principale est I'accumu-
lation de collagéne de type 1. Ces modifications altérent progressivement ['architecture
hépatique et aboutissent a la cirrhose. Au cours de la fibrogenése hépatique, comme celle des
autres tissus, la matrice extracellulaire est synthétisée par les myofibroblastes, cellules
caractérisées par I'expression de novo d’actine-alpha de type musculaire lisse (a-SMA ).
Absents du foie normal, les myofibroblastes ont deux origines principales dans un foie
pathologique ; les cellules étoilées du foie ( CEF), cellules péricytaires stockant la vitamine
A, et dans une proportion moindre, les cellules mésenchymateuses portales, population
hétérogene incluant des cellules périvasculaires dépourvues de vitamine A. Les cellules
mésenchymateuses portales sont a 'origine des myofibroblastes portaux, qui se distinguent
des CEF myofibroblastiques par des différences phénotypiques claires mais des marqueurs
insuffisants, dont un des plus discriminants semble étre le collagéne de type-XV-alpha. Les
myofibroblastes portaux jouent un réle clé dans I'angiogenése pathologique, phénomeéne
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constant au cours des maladies du foie favorisant la progression de la fibrose des espaces
porte vers le lobule pour aboutir a la cirrhose. Il a maintenant été bien démontré que la
fibrose hépatique et la cirrhose pouvaient régresser. La régression de la fibrose s’accompa-
gne d'une désactivation des CEF myofibroblastiques, qui pour autant ne redeviennent pas
totalement quiescentes. La preuve du caractére réversible de la fibrose hépatique constitue
une excellente base rationnelle pour la recherche de traitements anti-fibrosants dont encore
aucun n'a fait la preuve de son efficacité dans les maladies du foie. La reprogrammation des
myofibroblastes hépatiques en hépatocytes in Vivo chez la souris représente une stratégie
particuliérement innovante pour le futur.

SUMMARY

Liver fibrogenesis is a dynamic process including quantitative and qualitative changes of the
extracellular matrix, of which the most prominent is the deposition of type I collagen. These
changes progressively disrupt normal liver architecture and result in cirrhosis formation. In
the fibrotic liver, as in all other fibrotic tissues, the extracellular matrix is produced by
myofibroblasts, which are characterized by the de novo expression of alpha-smooth muscle
actin (a-SMA ). Absent from the normal liver, myofibroblasts in the injured liver derive from
two major sources: predominantly hepatic stellate cells (HSC), i.e. vitamin-A containing
pericytes, and to a lesser extent portal mesenchymal cells, a heterogeneous population
including vitamin-A free pericytes. Those derived from portal mesenchymal cells, known as
portal myofibroblasts, distinguish themselves from HSC-derived myofibroblasts by clear
phenotypic features but few, debated, markers the most discriminating so far being collagen-
type-XV-alpha. Portal myofibroblasts appear to be critical in pathological angiogenesis,
which constantly occurs in liver diseases, driving the progression of fibrosis from portal
tracts towards the lobule to form cirrhosis. It has been clearly established that liver fibrosis
and cirrhosis can regress, and this process involves a deactivation of CEF-derived myofibro-
blasts, although probably not to a fully quiescent phenotype. The proof of fibrosis reversi-
bility in the liver provides a strong rationale for anti-fibrotic treatments none of which,
nevertheless, has yet fully proven an effectiveness in liver diseases. The in vivo reprogram-
ming of myofibroblasts in mouse liver into induced hepatocytes provides an innovative
strategy for the future.

INTRODUCTION

Dans le foie a I’état normal, la matrice extracellulaire est trés peu abondante a
I’exception du tissu conjonctif des espaces portes. Seuls les vaisseaux (veinules
portes, artérioles hépatiques) et canaux biliaires des espaces portes ainsi que les
veines centro-lobulaires posseédent une membrane basale. L’espace de Disse situé
entre les travées hépatocytaires et 'endothélium fenétré des sinusoides hépatiques
dans lesquels s’écoule le flux sanguin entre les espaces portes et les veines centro-
lobulaires, contient une matrice extra-cellulaire trés lache, ne formant pas de mem-
brane basale. Au cours des maladies chroniques du foie, les constituants de la
matrice extracellulaire, notamment le collagéne de type 1, s’accumulent de fagon
anormale dans le foie, pour former un tissu cicatriciel qui définit la fibrose hépati-
que. Les principales causes de maladies chroniques du foie sont les hépatites virales
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chroniques B ou C, la consommation excessive d’alcool, la stéatose métabolique, les
maladies de surcharge comme I’hémochromatose et les maladies auto-immunes
notamment de type biliaire. On estime qu’environ 350 millions d’individus dans le
monde, 2,8 % de la population générale en France [1], ont une fibrose hépatique
évolutive résultant de ces maladies. La cirrhose est responsable de plus d’un million
de déces par an dans le monde. La sévérité de toutes les maladies chroniques du foie
est liée a la progression de la fibrose hépatique. Le rouge Sirius est la coloration
spéciale la plus utilisée pour détecter la fibrose sur coupe tissulaire hépatique. Utilisé
par toute la communauté internationale, le score METAVIR mis au point dans
I’hépatite chronique C par un consortium frangais [2], permet d’évaluer la fibrose
hépatique, selon les stades F0, absence de fibrose ; F1, fibrose portale sans septa ;
F2, fibrose portale avec quelques septa ; F3, fibrose septale avec de nombreux septa
sans cirrhose ; F4, cirrhose (Figure 1). La cirrhose est définie par une perte de
I’architecture normale du foie, qui est remplacée par des nodules de régénération
entourés de septa fibreux. Considérée jusque encore récemment comme irréversible,
la cirrhose est le stade des complications létales en ’absence de transplantation
hépatique, I’hypertension portale, I'insuffisance hépatocellulaire et le carcinome
hépatocellulaire.

LES MYOFIBROBLASTES HEPATIQUES

Dans le foie comme dans les autres organes, les cellules effectrices de la fibrose sont
les myofibroblastes. Absents des tissus normaux apres la naissance, les myofibro-
blastes apparaissent et s’accumulent dans les tissus dans les états pathologiques,
notamment les cancers. Ils sont caractérisés par 1’acquisition de novo de fibres de
stress et de propriétés contractiles in vivo. En général, on les reconnait par leur
expression de novo d’actine-alpha de type musculaire lisse (x-SMA) [3]. Outre la
fonction de synthése de matrice extracellulaire, les myofibroblastes interviennent
dans différents aspects de la réparation tissulaire comme le remaniement de la
matrice extracellulaire, la contraction du tissu cicatriciel, 'angiogen¢se, la régéné-
ration ou la cancérogenése des cellules épithéliales, le chimiotactisme et I’activation
des cellules immunitaires. Les myofibroblastes forment des populations cellulaires
hétérogenes. D’origine diverse et encore largement débattue, les myofibroblastes
dérivent avant tout des cellules mésenchymateuses qui résident dans les tissus [4].
Les cellules mésenchymateuses du foie dérivent du septum transversum au cours du
développement. Elles comprennent notamment les cellules étoilées du foie (CEF),
les cellules musculaires lisses vasculaires, les fibroblastes portaux et péri-
centrolobulaires ainsi que les cellules mésothéliales [5].

Myofibroblastes issus des CEF

Décrites pour la premiére fois par Von Kupffer en 1876, les cellules étoilées du foie
stockent la vitamine A sous forme de goutelettes lipidiques qui leur conférent une

743



Bull. Acad. Natle Méd., 2017, 201, n®* 4-5-6, 741-753, séance du 6 juin 2017

F1G. 1. — Stades de progression de la fibrose.

Coloration par le rouge Sirius de la fibrose sur coupes de biopsies hépatiques illustrant les stades de
la fibrose hépatique selon le score METAVIR (2). F0, absence de fibrose ; F1, fibrose portale sans
septa ; F2, fibrose portale avec quelques septa ; F3, fibrose septale avec de nombreux septa sans
cirrhose ; F4, cirrhose.

auto-fluorescence caractéristique sous UV [6]. Elles sont localisées comme des
péricytes, dans I’espace périsinusoidal de Disse situé entre les hépatocytes et les
cellules endothéliales sinusoidales, et posseédent de longs prolongements cytoplas-
miques par I'intermédiaire desquels elles réguleraient le débit sanguin sinusoidal [7,
8]. Iy a plus de 35 ans, Hans Popper et al. décrivaient pour la premiére fois dans un
modéle de fibrose hépatique induite par le tétrachlorure de carbone chez le rat, des
cellules productrices de collagéne, de phénotype intermédiaire entre celui de CEF
contenant de la vitamine A et de fibroblastes [9]. Les techniques d’isolement des
CEF ont ensuite permis de démontrer la capacité de ces cellules a se transformer en
myofibroblastes in vitro [6, 10], et in vivo, dans les modeles de fibrose hépatique,
induite par le tétrachlorure de carbone ou par ligature de la voie biliaire principale
chezle rat [11]. Le modé¢le de culture a trés largement contribué a la compréhension
des mécanismes régulant la transformation myofibroblastique des CEF [12], ainsi
que les fonctions notamment de contraction et migration des CEF myofibroblasti-
ques [7, 8, 13]. La contribution majeure des CEF a la fibrose hépatique a été
récemment confirmée par une €tude de lignage cellulaire par marquage génétique
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chez la souris [14]. Cette étude repose sur un modeéle de souris transgéniques chez
lesquelles la recombinase Cre est sous contrdle du promoteur de la 1écithine-rétinol
acétyltransférase (Lrat), enzyme clé dans la formation de rétinyl ester. Leur croise-
ment avec des souris exprimant un géne rapporteur Cre fluorescent (ZsGreen), a
permis d’obtenir des souris chez lesquelles 99 % des CEF étaient marquées, et de
montrer ainsi que la majorité des myofibroblates (82-96 %) dérivent des CEF dans
différents modeles de fibrose hépatique, qu’ils soient d’origine toxique (tétrachlo-
rure de carbone, thioacétamide), biliaire (ligature de la voie biliaire, 3,5-
diéthoxycarbonyl-1,4-dihydrocollindine (DDC), Abch4™) ou stéatosique (régime
déficient en méthionine et choline, MCD).

Myofibroblastes distincts des CEF

Une contribution significative des cellules épithéliales ou des cellules de la moelle
osseuse (cellules mésenchymateuses ou fibrocytes) aux myofibroblastes hépatiques a
été écartée par la majorité des études [14-16]. Plusieurs études ont montré qu’il était
possible d’obtenir en culture des myofibroblastes a partir de cellules hépatiques
distinctes des CEF car dépourvues de vitamine A fluorescente [17-19]. Les études in
vivo ont également permis de mettre en évidence la contribution de cellules vitamine
A-négatives en plus des CEF, a I'’ensemble des myofibroblastes hépatiques [20, 21].
Les études de microscopie €lectronique ont suggéré que les fibroblastes portaux
étaient a l'origine des myofibroblastes périductulaires au cours de la réaction
ductulaire induite par ligature de la voie biliaire principale [22]. L’étude de mar-
queurs des CEF comme la glial fibrillary acidic protein (GFAP) sur coupe tissulaire
de foie fibrotique de rat ou d’homme, a révélé un profil d’expression différent des
myofibroblastes situés dans les espaces porte ou septa fibreux (GPAP-négatifs) et
des myofibroblastes situés dans les sinusoides ou a I'interface des septa fibreux et du
parenchyme (GPAP-positifs) [23]. Ces résultats ont suggéré I’existence d’au moins
deux populations de myofibroblastes hépatiques, 'une dérivant des CEF (GPAP-
positives), et 'autre de cellules mésenchymateuses portales (GPAP-négatives).

Myofibroblastes portaux

Bien que les principales cellules fibrogéniques du foie, les CEF, soient localisées dans
les sinusoides, dans toutes les maladies du foie, la fibrose progresse a partir des
espaces porte et son intensité est corrélée a celle de la réaction ductulaire [24, 25]. La
réaction ductulaire caractérisée par une prolifération des canaux biliaires, s’accom-
pagne d’interactions majeures entre cellules ductulaires et cellules mésenchymateu-
ses périductulaires. Les deux types cellulaires produisent des ligands de hedghog et
stimulent ainsi mutuellement leur viabilité et prolifération, ce qui amplifie la réac-
tion ductulaire et la fibrogenése, comme cela a été¢ démontré aprés ligature de la voie
biliaire principale [26]. Dans ce modé¢le également, il a été mis en évidence une
induction d’expression de I'intégrine «v36 a la surface des cellules ductulaires, avec
pour conséquence une activation de la voie du transforming growth factor (TGF)-$
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et ’accumulation de myofibroblastes périductulaires [27]. Les cellules ductulaires
elles-méme expriment des facteurs profibrogéniques comme le TGF-8 ou le platelet-
derived growth factor (PDGF)-BB, qui stimulent ’accumulation de myofibroblas-
tes [18]. Nous avons développé un modéle de myofibroblates portaux (PMF) obte-
nus par une méthode d’explants, a partir de segments de canaux biliaires isolés du
foie de rat [18, 28, 29]. Ces cellules ont des caractéristiques communes avec des
myofibroblastes obtenus par d’autres procédés, et que les différents auteurs ont
appelés myofibroblastes hépatiques de rat [17], fibroblastes portaux (activés) [30] ou
myofibroblastes dépourvus de vitamine A [19]. Outre I’absence de vitamine A, ces
myofibroblastes se distinguent des CEF myofibroblastiques par une morphologie
fusiforme et une prolifération intense, alors que les CEF myofibroblastiques proli-
férent peu ou pas et deviennent apoptotiques aprés trois ou quatre passages en
culture. Leur différenciation myofibroblastique, comme celle des CEF, est stimulée
par le TGF-g et la rigidité du substrat [30]. La contribution relative des CEF
myofibroblastiques et des PMF a I’ensemble des myofibroblastes hépatiques et leurs
fonctions respectives sont encore trés mal connues, en raison de I’absence de
marqueurs permettant de les distinguer I'un de I’autre. Dans la plupart des études,
I'«-SMA a été utilisée comme marqueur des CEF de sorte que parmi les propriétés
attribuées aux CEF (myofibroblastiques) dans la littérature, plusieurs pourraient
leur avoir été attribuées a tort et reléveraient en fait des PMF. Par 1’étude compara-
tive du transcriptome des PMF et des CEF myofibroblastiques, nous avons identifié
un marqueur des PMF, le collagéne de type-XV-alpha dont la spécificité pour ces
myofibroblastes dans le foie est supérieure a celle de tous les autres marqueurs
proposés jusqu’a ce jour, comme fibulin 2, gremlin 1 ou thy-1 [28]. Dans le foie
normal, les cellules exprimant le collagéne de type-XV-alpha (COL15A1), précur-
seurs probables des PMF, sont présentes en trés faible nombre, et localisées dans la
région portale avec une distribution périductale et pericytaire, semblable a celle des
cellules exprimant un facteur de transcription de la voie hedgehog, Glil, récemment
identifiées par une étude de lignage par marquage génétique chez la souris [31]. Les
cellules Glil ainsi identifiées dans différents tissus, sont susceptibles de proliférer, et
de se transformer en myofibroblastes, participant ainsi a la fibrogenése du rein, du
poumon, du foie et du cceur. Présentes en faible nombre dans les tissus normaux
(0,01 % dans le rein a 0,17 % dans le poumon), ces cellules représentent une petite
fraction des cellules exprimant le récepteur-beta du PDGF (PDGFR§p). Ayant les
caractéristiques de cellules souches mésenchymateuses et une localisation péricy-
taire, ces cellules semblent constituer le progéniteur commun des cellules fibrogéni-
ques dans différents organes [31].

FONCTION PRO-ANGIOGENIQUE DES MYOFIBROBLASTES HEPATI-
QUES

Les maladies chroniques du foie s’accompagnent d’altérations structurales et fonc-
tionnelles de la microcirculation intra-hépatique, comme la capillarisation des
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sinusoides et une diminution de la perfusion hépatique, responsable d’une hypoxie
tissulaire locale [32]. L hypoxie tissulaire hépatique induit a son tour la production
de vascular endothelial growth factor (VEGF) a ’origine d’une angiogenése intense
[33-35]. L’inflammation est un autre facteur stimulant I’angiogenése au cours des
maladies du foie [36]. Au stade de cirrhose chez ’homme, les nodules de régénéra-
tion sont entourés par un plexus vasculaire dense enchassé dans les septa fibreux
[37]. Principal facteur angiogénique, le VEGF intervient a toutes les étapes de
I’angiogenése, la derniére étant le recrutement de cellules murales péricytaires
requises pour la maturation et la stabilisation des néo-vaisseaux. Des propriétés
pro-angiogéniques des CEF ont été rapportées sans que I’on puisse formellement
faire la part dans ces études de ce qui revenait aux CEF et a d’autres populations de
myofibroblastes [38]. Il est évident que les CEF myofibroblastiques participent a la
capillarisation des sinusoides et a la réduction de la microcirculation sinusoidale. Il
est aussi possible que les CEF myofibroblastiques participent a I’angiogenése a
I'interface entre le parenchyme et les septa fibreux naissants [39]. Cependant, il est
probable que les PMF jouent un réle majeur dans le développement du plexus
vasculaire associ¢ aux larges septae fibreux. En effet, a la fois dans les mode¢les de
fibrose hépatique induite par tétrachlorure de carbone ou ligature de la voie biliaire
principale chez le rat, et dans le foie de patients ayant une stéatohépatite non
alcoolique ou une cholangite biliaire primitive, nous avons mis en évidence une
augmentation d’expression de COL15A1 qui devenait majeure aux stades de fibrose
avancée, et corrélée aux marqueurs d’angiogenése [28]. Par immunomarquage, nous
avons montré que dans le foie cirrhotique humain, les PMF exprimant COL15A1
étaient localisés comme des péricytes autour des capillaires des larges septae fibreux
(Figure 2). Par les études in vitro, nous avons confirmé que les PMF stimulaient
I’angiogenése par des interactions de type péricytaire avec les cellules endothéliales
et par la sécrétion de microparticules contenant du VEGF-A [28]. Collagéne de la
famille des multiplexines, le collagéne XV est un constituant de la membrane basale
des capillaires continus, et sert d’ancrage au collagéne interstitiel. Il confére au
muscle squelettique et aux micro-vaisseaux, leur stabilité et une résistance a I’égard
des contraintes mécaniques [40]. Ces données nous ont conduits au modele selon
lequel au cours de la fibrogenése hépatique, les PMF générent la formation de
néo-vaisseaux qui servent de guide a la progression de la fibrose notamment par
I'interaction du collagéne XV avec le collagéne interstitiel synthétisé en abondance
par les CEF myofibroblastiques (Figure 3). De nombreuses études ont montré que
I'inhibition de ’angiogenése entrainait une diminution de la fibrose hépatique dans
des mode¢les expérimentaux chez le rat ou la souris [41, 42]. Cependant, d’autres
études ont montré que 'inhibition de certaines voies de I’angiogenése, comme celle
de la vibronectine, récepteur de l'intégrine «vp3, aggravait la fibrose hépatique [43].
De plus, il a été montré que tout en diminuant la fibrogenése, I'inhibition de
I’angiogenése empéchait aussi la résolution de la fibrose hépatique [44].
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Normal Cirrhotique

foie cirrhotique.

Haut : Immunomarquage du collagéne de type-XV-alpha (COL15A1) sur coupes de foie humain
montrant dans le foie normal un trés faible nombre de cellules marquées (précurseurs des
myofibroblastes portaux) localisées dans la région portale ; dans le foie cirrhotique un trés grand
nombre de cellules marquées (myofibroblastes portaux) de localisation périvasculaire autour
des nodules cirrhotiques.

Bas : Images de microscopie électronique, montrant un réseau continu de sinusoides dans le foie
normal et des vaisseaux de taille variable formant un plexus périnodulaire dans le foie cirrho-
tique (de rat).

DEVENIR DES MYOFIBROBLASTES HEPATIQUES

La fibrose hépatique peut régresser, auquel cas les myofibroblastes hépatiques
deviennent apoptotiques [45] ou sénescents [46]. En culture, il est possible d’induire
une réversion du phénotype myofibroblastique des CEF, avec une perte d’expression
des génes impliqués dans la fibrogenése et une augmentation d’expression des génes
impliqués dans I’adipogenése [47]. Les études de marquages cellulaires par transgé-
nése chez la souris ont permis de montrer que lors de la régression de 1ésions induites
par le tétrachlorure de carbone ou par I’alcool, les CEF myofibroblastiques étaient
désactivées sans toutefois retrouver un phénotype entiérement quiescent mais
plutot de pré-activation, avec la capacité de se redifférencier trés rapidement en
myofibroblaste [48, 49]. Selon une analyse quantitative dans le modéle de fibrose
induite par le tétrachlorure de carbone, la totalité des CEF deviendraient myofibro-
blastiques et la moitié d’entre elles seraient désactivées apreés arrét de I'intoxication
et régression des 1ésions [49]. Méme au stade de cirrhose, longtemps considérée
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Fi1G. 3. — Contribution des myofibroblastes portaux a la cirrhose

A) Dans le foie normal, les cellules étoilées du foie (CEF) forment un continuum avec les cellules
mésenchymateuses portales, qui comprennent les cellules musculaires lisses (CML), les fibroblas-
tes portaux et des cellules mésenchymateuses progénitrices. La matrice extracellulaire est peu
abondante et contient trés peu de collagéne de type-XV-alpha (COL15A1) bordant les cellules
mésenchymateuses progénitrices.

B) Dans la cirrhose, les myofibroblastes portaux (PMF) proliférent et promeuvent I’angiogenése. Le
COLI15A1 synthétisé par les PMF sert d’ancrage au collagéne interstitiel produit en exces
principalement par les myofibroblastes dérivés des cellules étoilées du foie (CEF-MF).
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comme irréversible, la fibrose hépatique peut régresser. Chez des patients ayant une
hépatite chronique C au stade de cirrhose et une réponse virologique compléte, une
régression de la cirrhose et une diminution des quantités de collagene dans le foie,
ont été observées chez la majorité des patients [50]. La régression de la fibrose
s’accompagne d’une régression de la réaction ductulaire alors que la capillarisation
des sinusoides, associée a la cirrhose persiste, comme semblent 'indiquer 1’expres-
sion persistante de CD34, marqueur d’endothélium vasculaire, dans les cellules
endothéliales sinusoidales, et celle d’«-SMA dans les CEF, argument supplémen-
taire a ’encontre d’une réversibilité totale de leur transformation myofibroblastique
[50]. Deux équipes ont réussi a reprogrammer les myofibroblastes hépatiques in vivo
en utilisant un vecteur adénoviral exprimant quatre facteurs de transcription
humain (AdV-4TF) pour 'une d’entre elles ou un virus adéno-associé exprimant six
facteurs de transcription de la souris (AAV6-6ATF) pour I’autre. Dans les deux cas,
une reprogrammation en hépatocytes d’un faible nombre (< 1 %) de myofibroblas-
tes a été obtenue, ce qui a permis de réduire la fibrose dans des modeles de maladies
hépatiques d’origine hépatocytaire (tétrachlorure de carbone) ou biliaire (DDC,
régime déficient en choline supplémenté en méthionine, CDE) [51].

CONCLUSION

La fibrogenese hépatique est indissociable des autres aspects de la réparation
tissulaire hépatique comme I’angiogenése ou la réaction ductulaire. Les myofibro-
blastes hépatiques dérivent principalement des CEF mais également de cellules
portales ayant les caracteres de cellules souches mésenchymateuses péricytaires, et
qui pour certaines d’entre elles, expriment le collagéne XV. Les myofibroblastes
portaux exprimant le collagéne XYV, issus des cellules mésenchymateuses portales,
générent I'angiogenése qui intervient dans la progression de la fibrose a un stade
avancé et la formation des nodules cirrhotiques. Méme au stade de cirrhose long-
temps considérée comme irréversible, la fibrose hépatique peut régresser, et les CEF
perdre leur caractére myofibroblastique, en tout cas partiellement. La preuve du
caractere réversible de la fibrose hépatique constitue une excellente base rationnelle
pour la recherche de traitements anti-fibrosants dont aucun cependant n’a encore
fait la preuve de son efficacité¢ dans les maladies du foie. La place des anti-
angiogéniques reste en particulier a définir, et la reprogrammation des myofibro-
blastes en hépatocytes une stratégie particulierement innovante pour le futur.
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