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UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 —-2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI
ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAQOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufiq DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :
Mai et Octobre 1981
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982
Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Novembre 1983
Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale

Pr. EL ALAOQOUI Faris Moulay E1 Mostafa Neurologie



Janvier. Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHY AOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZ7ZOUZI Abderrahim

Pr. BAY AHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Meédecine Interne —Doyen de la FMPR
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Me¢édecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
N¢éphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Génc¢rale

Pharmacie galénique

Ophtalmologic

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologic

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologic — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique




Décembre 1992

Pr
Pr
Pr

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AHALLAT Mohamed
. BENSOUDA Adil
. BOUJIDA Mohamed Najib

. CHRAIBI Chafiq

. DAOUDI Rajae

. DEHAYNI Mohamed*

. EL OUAHABI Abdessamad
. FELLAT Rokaya

. GHAFIR Driss*

. JIDDANE Mohamed

. TAGHY Ahmed

. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha
CAOQOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdeclkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ABBAR Mohamed*

. ABDELHAK M barek

. BELAIDI Halima

. BRAHMI Rida Slimane

. BENTAHILA Abdelali

. BENYAHIA Mohammed Ali
. BERRADA Mohamed Saleh
. CHAMI Ilham

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédic
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS

Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie

Traumatologie- Orthopédic Inspecteur du SS

Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie



Pr. CHERKAQUI Lalla Quafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdclouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Med Nordine*
Pr. EL MESNAQUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALQUSSI Ahmed
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia
Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali
Décembre 1996

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barck*

Pr. MOHAMMADI Mohamed
Pr. OUADGHIRI Mohamed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN SLIMANE Lounis

Pr. BIROUK Nazha

Pr. CHAOUIR Souad*

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine

Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. OUAHABI Hamid*

Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie

Chirurgic Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Interne

Anesthésie Réanimation — Dir. HMIM
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur ERSM
Urologie

Ophtalmologie

Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgic Pédiatric
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Radiologic

Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgiec Générale
Pédiatrie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA

. BENOMAR ALI

. BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. EZZAITOUNI Fatima

. LAZRAK Khalid *

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr,

Pr
Pr

ABID Ahmed*
AIT OUMAR Hassan

BOURKADI Jamal-Eddine

ECHARRABRB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
ISMAILI Hassane*
MAHMOUDI Abdelkrim*

. TACHINANTE Raja¢

. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

Gastro-Entérologie

Neurologie — Doyen Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopédie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologic
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie

Urologic

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologic Et Chirurgic Maxillo-Faciale
Neurologie



Décembre 2000

Pr

. ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr,
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

. ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOQUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

Décembre 2002

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AL BOUZIDI Abderrahmane*
. AMEUR Ahmed *

. AMRI Rachida

. AOURARH Aziz*

. BAMOU Youssef *

. BELMEJDOUB Ghizlene*

. BENZEKRI Laila

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologic
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologic

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie

Chirurgic Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Dermatologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya™
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAIJII Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdecloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAQOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
QUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EI Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed

Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomic Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pcdiatrie

Cardiologie

Chirurgie Geéncrale
Pcdiatrie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie



Pr. LEZREK Mohammed*
Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah
Pr. AZIZ Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOQOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROQUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIAMANE Radouanc*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia
Décembre 2005

Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*

Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. ESSAMRI Wafaa

Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgic Générale

Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologic
Cardiologic
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologic

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologic Obstétrique

(mise en disponibilité)

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologic

Hématologie

OR.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

FELLAT Ibtissam
FAROUDY Mamoun

GHADOUANE Mohammed*

HARMOUCHE Hicham
HANAFI Sidi Mohamed*
IDRISS LAHLOU Amine*
JROUNDI Laila
KARMOUNI Tariq

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAQOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid
ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad®*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIT Larbi*
AMMAR Haddou*
AQOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader®
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAQUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgic générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologic
Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologic
Radiothérapie

Anesthésie réanimation



Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*
Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia
Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. AZENDOUR Hicham*

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *

Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique
Parasitologie

Médecine préventive santé publique et hygiene

Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne

Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie

Neuro-chirurgie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Rhumatologie
Neuro-chirurgic

Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar

EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid

HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
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Introduction




Le facteur V Leiden (FVL) est une mutatiomque sur le géne codant pour le facteur
V de la coagulation ou la proaccélérine qui conduitremplacement en position 506 d'une
arginine par une glutamine (Arg 506 GIn ou R508Q@) mutation peut étre hétérozygote ou

homozygote.

Les fonctions pro-coagulantes du facteur V sontseorées. Cependant, la mutation
modifie I'un des sites de clivage du facteur Valparotéine C activée (PCa), ce qui induit

une résistance a son inactivation par la protéiaet@ée (RPCa) et une hypercoagulabilité.

bY

Le FVL est associé a un risque accru de thrombes@#seuses récidivantes ou

thrombophilie.

Le terme de «thrombophilie» désigne d’une partsitesitions cliniques caractérisées par
la survenue de thromboses veineuses précoces wmlivadtes ou de siege inhabituel, et
d’autre part des situations biologiques caractésigar une hypercoagulabilité.

Le caractére constitutionnel d’'une thrombophili@igue peut étre suspecté sur la notion
d’antécédents familiaux de pathologie thrombotigameuse. La biologie a permis dans un
certain nombre de cas de démontrer le mécanisme cetée hypercoagulabilité
constitutionnelle, en identifiant le déficit ou wamalie moléculaire de facteurs ou
d’inhibiteurs de la coagulation responsable demaance thrombotique.

Parmi les anomalies constitutionnelles les plugUedtes : le facteur V Leiden ou leyden
(FVL) et la transition G20210A dans le gene du dactll. Des mutations rares ont été
identifiees tels les déficits en inhibiteurs ploysgiques de la coagulation : I'antithrombine,
protéine C, protéine S.

La pathologie thrombotique est essentiellement Idealisation veineuse et
multifactorielle. Elle est favorisée par des sitma$ clinigues ou pharmacologiques (age
avancé, chirurgie, immobilisation, obésité, insdfice veineuse, cancer, prise
d’estrogénes...).

Actuellement, la recherche d’anomalies de I'hénsestdans un contexte de phlébites
précoces ou recidivantes ou a caractére familiatmpt d’identifier une ou plusieurs

anomalies dans environ la moitié des cas.



Le but de notre travail est :
- de présenter la structure du facteur V normal améulation et du FVL
- de décrire les techniques de recherche de cett&tiomut
- de rapporter les pathologies liées a la mutatioh FV
- de terminer par une conduite a tenir en présenta mh@tation FVL.



Chapitre | :
le Facteur V de la
_coagulation




La découverte initiale du facteur V esteda Paul Owren en 1947, utlisant une
technologie relativement primitive, il a pu déduitexistence d'un cinquieme composant
exigé pour la formation de fibrine qu'il a nommée«facteur V » [1]. Mais son existence
avait déja été soupconnée des 1943 par Quickugavait donné le nom de « facteur labile »

[2].

|. Structure du facteur V :

Le FV est composé de plusieurs domaines (trois dweaA, un domaine B et deux

domaines C) [3, 4] (figure 1). La structure des doras peut étre représentée par :
Al-A2-(a2)-B-(a3)-A3-C1-C2 (Figure 4) [5].
Les domaines A du facteur V sont :
Al (1-303), A2 (317-656), A3 (1546-1877) [6].

Le domaine B a une structure complexe et uniquergsirement codé par I'exon 13.

Il est composé de 835 acides aminés (aa) : B (B#&)1 Il contient deux répétitions de
17 aa, et 31 répétitions de 9 aa. Il est abondammignosylé, et renferme les sites de
glycosylation (25 sites de glycosylation) et ldeside clivage par la thrombine [7, 8].

Les études biochimiques récentes ont démontrdajdiéérence des domaines A et C, le
domaine B n’était pas nécessaire pour I'activitéguoante.

Les domaines C sont homologues a plusieurs pratéliseoidines , comme la galactose
oxydase, suggeérant un role de ces domaines datesdition avec les phospholipides [9-10].

Les domaines C sont constitués par la répétitiotetx séquences :

C1 (1878-2036), C2 (2037-2196) [6].

Figure 1 : Protéine FV avec ses trois domaines A, B et C [11].



[I. Gene du facteur V:

Le FV est un polypeptide monocaténaire de 330 kbDd¢ par un géne de plus de 80 Kb
localisé sur le bras long dinromosome 1dans la région 1q 21-25. Il comprend 25 exons [6,
12] (Figure 2).

Ce gene est transcrit en ARNm de 6,8 Kb traduiirepro-peptide contenant 2224 acides

aminés (aa). La protéine mature est formée de 2EO@®rganisés en plusieurs types de

domaines [11].
o1 | | ||||||||| #} NI .
| | ! HEER L EEEL
1 3 5 7 9 11 13 1517 1921 23 25

. 10kb

Figure 2 : Gene du facteur V avec ces 25 exons [11].

Il. Lieu de synthese, maturation et sécrétion du FV

Le FV est synthétisé par le systeme réticulo-er@@hhépatique et également d'origine
plaquettaire (20 % du pool circulant) [13].

1. Lieu de synthese

Le FV plasmatique est synthétisé dans I'hépatoeytdans la cellule endothéliale. Le FV
plaquettaire dans le mégacaryocyte [6, 8]. C'edaateur non vitamine K dépendant.

2. Maturation du FV :

Les protéines de coagulation nouvellement syntgdispassent a travers une série
d’organites intracellulaires ou elles subissent awslifications post traductionnelles avant
leur sécrétion y compris le réticulum endoplasmi@RE&), I'appareil de Golgi (AG), et les

granules de sécrétion, avant de gagner l'espaebulaire [14] (figure 3).
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> Au niveau du Réticulum Endoplasmique

Le clivage du peptide signal du FV (28 aa) sedainiveau du RE [8, 15]. Le FV subit
aussi une initiation a la N-glycosylation (liaispar unel N acetylglucoseamine a des résidus
asparagines de la protéine) essentiellement aauniges domaines B du FV (25 résidus Asp
sites potentiels de fixation des chaines oligosadioaes) [16, 17, 18].

Une protéine, la calnexine fonctionne comme chapergour assurer la sélection des
protéines correctement pliés qui vont ensuitetéaresportés vers I'AG [16, 18, 19]

Les deux protéines LMAN1 (Lectin Mannose binding &) MCFD2 (Multiple
Coagulation Factor Deficiency 2) forment un complexannose et calcium dépendant,
équimolaire. Ce complexe prend en charge les pregécorrectement glycosylées et ayant
une bonne conformation spatiale [20- 24].

Le motif tétrapeptidique Lys-Lys-Phe-Phe (KKFF) $¢enfonctionner comme un signal
de circulation du complexe LMAN1/MCFD2 entre le REERGIC (Endoplasmic Reticulum
Golgi Intremediate Compartment) [25- 27].

Le motif diphényle (EE) interagit avec des protéinecouvrant des vésicules de transport
de type COP Il (Coat Protein complex-1l) qui asslerdransport antérograde (du RE vers
I’'AG) du complexe LMAN1-MCFD2 / FV vers le compamient intermédiaire [25- 27].

» Au niveau du compartiment intermédiaire:

Les vésicules COP Il se lient les unes aux autrés de constituer le compartiment
intermédiaire ERGIC [20, 23].

LMAN1 se détache du FV, et le mécanisme de sadilwér au niveau de 'ERGIC reste
peu clair mais il serait lié a I'action de MCFD2lgadissociation de COP-II et a la diminution
du pH et du calcium dans 'ERGIC [27].

Le complexe LMAN1-MCFD2 va se fixer sur d’autregtgines de surface des vésicules
COP-I (Coat Protein Complex-1) de transport rétanlgr (de I'’AG vers RE) a I'aide d'un motif
C- terminal de type lyslys (KK) et le FV va pouns@ son chemin dans les microtubules de
Golgi [28].



» Au niveau de I'Appareil de Golgi :

Les modifications post traductionnelles au niveal’G sont représentées par une O-
glycosylation (liaison par une N aceétylglucosamine a une serine ou a une thrépnin

poursuite des N-glycosylations, sulfatation, amse la phosphorylation [1,11, 17].

FVIFVIlIl L

RE ERGIC GOLGI

Figure 3 : Modéle de transport du FV entre le réticulum endsplique (RE) et I'appareil de
Golgi, selon Zhang et Ginsburg [29].

Le FV se fixe au complexe LMAN1-MCFD2 (transporjepar l'intermédiaire de leurs
résidus mannose. Ce complexe LMAN1-MCFD2 +FV estnté vers les vésicules de
transport par les protéines COP-II. Ces vésiculageat au niveau de I'appareil de Golgi et
relache le FV dans l'appareil de Golgi, a partigukl son métabolisme intracellulaire se
poursuivra jusqu'au phénomeéne de sécrétion. Le leompMAN1-MCFD2 est lui recyclé
grace a la prise en charge par les protéines CquPdirigent le complexe transporteur dans

des vésicules de transport antérogrades, d'otesour vers le RE.



3. La sécrétion dans la circulation:

Le FV est secrété hors des cellules sous formeedsenle chaine d’acides aminés riches
en groupements hydrophobes. 20 a 25% de cetteiguast stocké dans les granules alpha

des mégacaryocytes ou le FV est complexé a lammadine [8, 25].

IV. RO6le du FV dans la coaqgulation plasmatique

Le FV joue un rOle crucial dans la cascade de &guelation plasmatique. Il intervient
comme un cofacteur, qui accéléere considérablementdactions enzymatiques des sérines
protéases. Il accélere la transformation de lahpootbine en thrombine par le FXa en
présence de phospholipides et d'ions calcium. fbgee ainsi un complexe FXa-FV appelé
complexe « prothrombinase » adsorbé sur une migHlespholipidique en présence de
calcium. Le FV agit comme cofacteur du facteur FXale FV, ni les phospholipides seuls
ne sont en effet capables d'activer la prothromihfees leur présence augmente la vitesse de

la réaction (Figure 4 et 5).

FT-FWVIiLA
Fxl — - FXla - AT
Flx 1 FIXa - - AT
"-.
PL FI }(a
Wit Wiz
WL 5
= - a—_'f_:j;/ |——r- 1A
- -
= o % WL ey ceessiises AT
[ Car
P S 3
=l o E— e
- I./"::F PL Fj_{é
et
¥ S S © V2 =TI =
"
FIl 4'._ Thrombimne | — AT
Thrrombine-Thrombomoduline
Al plasmlne
—— Fibrinogans
Plasminogans —= F'IE|SFT‘|IF‘IE
| =
T'_ A Produiis de degradation
" de la fibrine
: P

Figure 4: Role du facteur V dans la cascade de la coagnl{2i@).



AT : Antithrombine ; PC : Protéine C ; PCa : Pro&iC activée ; PS : Protéine !
PL : Phospholipides ; FT : Facteur Tissulaire ; PAIPlasmingen Activator Inhibitor 1

T-PA : Tissue Plasminogen Activator ; Ca++ : Calci

Systeme contact :
HHPML KP,

X1 —-fﬂla F//"—\VH
X _*xk Peude FT EFT- Y

P
A\ B ExcésduFT

Facteur Tissulaire (FT)

VIII VIIIa IXa |~ X
@ | Fibrinoformation
{} /" Fibrinogéne ™,
n vl  —pr ‘llll'

Thrombinoformation

Figure 5: Concept actel de 'hémostase (in vivo) [31

KHPM : Kininogene haut poids molécule ; PK : PréKallikréine.

1. Activation du facteur V :

Le FV est indispensable au bon déroulement deseacke de lcoagulation. Il est activ

par de nombreusegrotéases, notamment la thrombine, le FXa et de&ie transitoire par le

plasmine [6].
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Le clivage se fait & trois niveaux : Arg709, Arg80dt Arg1545, éliminant le domaine B
qui ensuite subit un clivage entre Arg 1018 et Tht9 donnant naissance a deux peptides de
71 kDa et 150 kDa [6].

Le FV activé (FVa) ou l'accélérine a une chainedeude 105 kD constituée de deux
domaines A, et une chaine légére de 71 ou 74 kDapasée d'un domaine A et deux
domaines C.
Ces deux chaines sont associées de maniere nderteva I'ion de calcium [6] (Figure 6).

Cette différence de poids moléculaire de la ch&gere est due a la présence de deux
isomeres nommés FV1 et FV2 a une ration molaird3le 67 (V1 :V2), résultant de la
difféerence de glycosylation au niveau du domaine C&@s deux isoformes présentent des
propriétés différentes : le FV2 a une grande d#imux phospholipides anioniques que le

FV1 alors que ce dernier produit plus de thromigne FV2 [11, 8].

Activation

% ‘©

TR AT AT AT SRR SIRIRPITSTIARISRT IO

Figure 6 : La structure du FV avant et apres activation [32].

2. Inactivation du facteur V :

La protéine C (PC) est une protéine delmsd hépatique, vitamine K dépendante et
zymogene d’'une sérine protéase. Elle est dotée g¢oientiel anticoagulant et anti-
inflammatoire, circule sous forme inactive, soniwation par la thrombine en protéine C
activée (PCa) nécessite la fixation de la thrombisier un récepteur appelé la

thrombomoduline (protéine intégrante des celluretoéhéliales vasculaire).
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La PCa est un inhibiteur trés puissant du facteae¥/son action est augmentée par
cofacteur, la protéine S (PS).

La PC clive le FVa aprés les Arg 306,506 et 679. larper clivage au niveau de Al
506 réduit I'activité du cofactr et son affinité au FXa de 254® %. Le deuxiéme clivag
apres 306 donne une inhibition totale du cofactalors que le dernier clive apres I'Arg
679 est le plus lent et n'apparait pas importantr penactivation du FV. Une alternativ
d’inactivation du F\faisant appel a la thrombine a décrite, la thrombine clive apres I'A

643, réduisant ainsi I'affinité entre chaine lourdet la chaine Iégere [6, 32] (figure 7).

R306 R506 @
ﬂ U 709 | 306

WD WD) O
o Caz*:'. :(\&P_C:E_S—/‘]:} Cﬂz*i:“

-i';'.DDH ':"' : 2196
i3 FVa,

Figure 7 : Représentation schématique de la forme-coagulate (FVa)

et la forme inhibée FVai) du facteur V [8].

L’activité anti-coagulante du FV ou forme inhik, cofacteur d la PCa pour la
dégradation du FVllla est liée a la partie C temterdu domaine B. Elle nécessite la coug
de l'arginine 506 par la PCa. Les états du FV ndinsigent donc par aux formes basal
activée et inactiveée, mais comprennent aussi @autats intermédiaires de la molécule.
course de vitesse entre I'action de la PCa et eiéses protéases activatrices (lla et Xa) |

suivre une autre séquence que le schéma activiatiotivation, et induire I'apparition ¢
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molécules partiellement inactivées qui acquiererd fonction anti-coagulante en tant que
cofacteur de la PCa dans sa dégradation du Vllla.

Ce FV anti-coagulant peut alors soit subir I'actide la PCa et devenir totalement
inactive par clivage de I'arginine 306, soit iefire un état partiellement pro-coagulant par
clivage des arginines 709, 1018 et surtout 154%6tffea V active intermédiaire,Vaint). De
méme, le FVa (activé par la thrombine ou le FXalssrarginines 709, 1018 et 1545), peut
soit subir une dégradation partielle par la PCaigeau de l'arginine 506 qui donnera un FV
partiellement pro-coagulant comme précédemment,&m@ totalement dégradé des que la
PCA s’attaque a l'arginine 306. C’est donc des eatrations relatives en lla, Xa et PCa que
résulte le devenir de chaque molécule de FV [38li(€ 8).

Figure 8 : Les voies intriquées de I'activation par la thronget de 'inactivation

par la PCa du facteur V [32].
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V. Les propriétés physico-chimiques du FV

1. Stabilité :

L'activité du FV est extrémement labile particudient apres purification lorsque la
concentration protéique est faible, elle peut &tabilisée par I'addition d'albumine. Cette
inactivation du FV est ralentie en présence demsitdivalents, de ce fait, le FV est plus
stable dans le plasma en présence de citrate dersogi'en présence d'EDTA ou d'oxalate.
Le FV est thermolabile, I'activité étant rapidemeétruite en I'absence de calcium, lorsque la
température augmente de + 4°C a 37°C. Il est dgtanichauffage a 50°C pendant une heure.

Comme le FVII, son activité reste stable pendantlgues semaines a -60°C.
Le maximum de stabilité est obtenu pour un pH casrgmtre 6,2 et 7,3 [2].

2. Poids moléculaire;

Le FV non activé a un poids moléculaire de 330 k&m activation entraine une
diminution du poids moléculaire qui n'est plus qie 110 kDa en méme temps que

l'augmentation de l'activité spécifique [6].

3. Concentration et demi vie du facteur V:

Le FV est présent dans le plasma a un taux de ® and/ml, et sa demi-vie
plasmatique est de 12 a 36 heures.
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[.  Historique :

En février 1993, DAHLBACK et coll, rapponteplusieurs cas de maladie thrombo-
embolique familiale associée a un phénoméne dstaése a la protéine C activee (RPCa ou
RPCA). La mise en évidence de cette anomalie répsagd'allongement insuffisant du temps
de céphaline avec activateur (TCA) en présenca geokéine C activée (PCa) exogéene.

Cette découverte a stimulé les études fondamenttiebio-cliniques pour tenter d'en
comprendre le mécanisme moléculaire et ses conséegsiphysiopathologiques.

Le mécanisme a été élucidé dés I'année suivaetphdnotype de RPCa est lié au facteur V
muté de la coagulation. La mutation FV Leiden ([F¥Lété décrite par I'équipe de Bertina en
1994.

[I. LeFVLeiden:

1. Structure :
Il s’agit d’'une mutation faux-sens situédans I'exon 10 du géne codant le FV. La

mutation
«Leiden » appelée aussi la mutation G1691A du gdmefacteur V, touche le
nucléotide 1691, le codon sauvage CGA étant reragac le codon CAA.

En conséquence, sur la protéine, I'Arginine (Arg)p®sition 506 est remplacée par une
Glutamine (GIn), d’ou I'appellation de mutation AQ@SGIn (ou R506Q). La protéine C
activée (PCa) ne reconnait plus son premier sitdidage du FV activé par la thrombine. Et
de ce fait, le FV «résiste» a I'inactivation parH&a. En effet I'inactivation par clivage au
niveau des arginines 306 et 679 est dix fois phmel sur le FVL que sur le FV a I'état
sauvage. En pratique, le FVL perd sa fonction daateur du systeme de la protéine C, c’est-
a-dire du systéme inhibiteur de la coagulationeete fait expose au risque de thrombose. En
revanche, il conserve ses propriétés pro-coagdahteFV muté est désigné sous le nom de

FVL, du nom de la ville ou 'anomalie a été déc(i#ea Hollande) (figure 9) [33-34].
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Site de protéolyse par la PCa
Arg 306 506 679

HN

Facteur Va normal Ser Arg Ser Len Asp Arg Arg Gly ile Gln
R306
Facteur Va Leiden Q) 506 Gln

Facteur Va i normal

2+
. ca-

Facteur Va i Leiden

o @I

L ]

C1 2 COOH
Cl1 C2 CooH
C1 C2 COOH

Figure 9 : Inactivation du FVa normal et du FV Leiden par @aH35]

2. Comparaison FVL/ FV normal :

Le tableau Icompare le FVL avec FV normal.
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Le Tablead | : tableau comparatif FVL/FV normal

FV FVL

Structure

~85 A

Membrane

Activité FV cofacteur de la protéine C actr FVL résistant a la protéine C acti

3. Mode d’action du FVL dans la cascade de coagulation

Le FV est activéen présence de Fet de la thrombine. & FVa est physiologiqueme
inactivé par la PCgqui le coupe en 3 sites précis : Arg 306, Arg 586967¢ [36, 37].

L'inactivation compléte du Fa dépend surtout du clivage €0¢€. L'inactivation
physiologique du clivage en 679 est rconnue Le clivage en position 50¢st nécessaire a
I'exposition des autrestes de clivac, notamment du site en 306.

La mutation FVL entraine une hypercoagulabilité par deux mécanismes. Le
remplacement d'une arginine (Arg) par une glutan{@i) entraine la perte du site
clivage par la PCa, la fois sur le FV et sur le FVal en résulte un défaut d'inactivation
FVa par la PCa et une perte de ivité cofacteur de la PCa du FV.

Le site de clivage en position 506 du FVa estdggssible a I'aion de la PCa sur le F\
normal, mais ilest protégé par le FXa au sein du complexe prothirmase. De ce fait, |
mutation Arg506Glnentraine surtout un défautinactivation du FVa libre (et a deg
moindre celle du FVa de [@othrombinas) [36, 37].

18




En outre, le FVL ne peut plus agir comme cofactdarla PCa (en présence de
phospholipides, de calcium et de protéine S) poactiver le FVllla, majorant I'amplification

de la coagulation ce qui augmente le risque derthose (Figure 10).

Activation de la coagulation <
PCa
PS
FV
Phospholipides
Caz
FVa normal FVa Leiden
Inhibition du FvVa Persistance du F\fe-

Figure 10 : Facteur Va normal et facteur V Leiden ac{i®é].

4. Mode de transmission de la mutation FVL:

Le FV Leiden est un maladie héréditaireetint aussi bien les hommes que les femmes
avec un mode de transmission autosomique dominangé par une mutation retrouvée au

niveau de la paire de chromosomes 1.

La personne porteuse du FV Leiden a I'état hét@uairyposséde une copie du gene qui
fonctionne normalement, et une copie du gene qubnetionne pas normalement (copie «
Leiden »). A chaque grossesse, lindividu hétérorggposséde 50 % de chance de
transmettre a I'enfant le gene du FV fonctionnantnralement et 50 % de risque de
transmettre le géne du FV défectueux (figure[38).

Si les deux parents sont porteurs (figure 12)yféiet a :
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- un risque sur quatre (25) de recevoir des deuparents le géne dwv défectueux;

dans ce cas-lagnfant est homozygg;
- 50 % de risque d’'étrieétérozygot;
- 25 % de chancd’étrenormal [39].

Maladie dominante
personne

saine

o na on

enfant porteur

enfant
non porteur

an

enfani porteur

personne
porteuse

an

enfant

non porteur

Figure 11: Croisement entre une personne saine eautre porteuse hétérozygote].
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Pére Mére
hétérozygote hétérozygote

9

ASA AJa Afa

I

Bl Homozygote sain [ Homozygote malade
[ Hétérozygote porteur sain

Figure 12: Schéma de transmission autosomique dominante [38].

5. Distribution géographique et ethnique de la mutatio FVL :
La distribution de cette mutation estriable. Dans la population générale

caucasienne, la fréequence du FVL varie de 2% a 4% [Les porteurs de 'anomalie sont
hétérozygotes, dans la grande majorité des cagrédvalence de 'lhomozygotie est de 0.05%
a 0.25% [40].

Depuis la publication de Bertina, différentes étuamt été effectuées dans diverses
populations et groupes ethniques afin de déterniinerévalence de cette mutation dans la
population générale.

Les prévalences rapportées par les différentesegtadnt résumées dans le tableau I.
L’ensemble des données publiées fait apparaitre gnapde diversité dans la répartition
géographique. En effet, la mutation est trés fratpiehez les Européens, avec un gradient
nord-sud: la fréequence allélique au Royaume-Unde<,9 % versus 1,4 % en ltalie [41].

La mutation est absente chez les Africains subrsais dans les populations de I'Est de
I'Asie, les populations aborigenes d’Australie 8Ardérique ainsi que chez les Esquimaux,

les Inuits du Groenland et les Basques [42-43].
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Alors que les publications initiales suggéraiené da mutation FVL était strictement
limitée a la population européenne, des publicati@tentes ont montré qu’elle existe dans
les populations arabes du bassin méditerranégrgrigtis méme a des taux plus élevée que
celle retrouvée en Europe : 10.5% en Jordanie [¥3% en Syrie [44], 14.4% au Liban
[45].

La prévalence diminue lorsque I'on s’éloigne dudiasnéditerranéen, ce qui suggere
que la mutation est limitée aux Caucasiens, EurtgpétArabes.

L’origine de cette mutation se situerait donc dEnbassin Est de la méditerranée, hors
pays européens, avec extension de la mutationle®utres pays par le biais des vagues de
migration [44].

Un effet fondateur est probablement a l'originecdte anomalie, qui serait survenue il y
a 21000 a 34000 ans, apres la séparation des iBjades non Africains et des Caucasiens,
des populations mongoles [46].

Concernant la population marocaine et d’aprésédssltats des rares publications dans ce
sujet, cette mutation est inexistante [55]. Cor¢raent par exemple a la Tunisie qui a été
peuplée par une population Berbére avant de siusrgurs colonisations successives par les
Phéniciens, les Romains, les Vandales, les Byzastienfin les Arabes [47].

Sur lafigure 13t le Tableau I, est représentée la prévalenda ohitation FVL.

; ey
215 3 5:9 . 4
1836,
3.4
:2,0 14 )
-' 7,0 y
o  N\0%8

Figure 13: carte des fréquences (en %) de l'alléle FVL, eroge et en Moyen-Orient [48].
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Tableau Il: Prévalence de la mutation FVL dans le monde.

Hétérozygote

Prévalence de

Pays/ population Effectif (N) EV Leiden I’hétéz;z)ygotie Références
0

Liban 174 25 14,4 Almawi et al. [44]
Syrie 500 68 13,6 Irani-Hakime et al [44]
Grece 187 25 13,4 Irani-Hakime et al [44]
Suéde 288 32 11,1 [41]
Jordanie 400 42 10,5 Awidi et al. [49]
Royaume-Unis 237 21 8,9 [41]
Allemagne 814 58 7,12 Irani-Hakime et al [44]
Israél 2111 109 5,2 Seligsohn et al [50]
Tunisie 204 10 5 Frere et al. [51]
Turquie 151 7 4,6 Ozbek et al. [52]
Australie 126 5 3,96 [41]

France (Paris) 51 2 3,92 [41]

USA 4047 150 3,71 Irani-Hakime et al [44]
Espagne 150 5 3,3 Ozbek et al. [52]
Islande 96 3 3,12 [41]

Hollande 474 14 2,95 B.Zoller et al. [53]
Italie 1207 33 14 [41]
Algérie 75 1 1,3 Chafa et al [47]
Arabie Saoudite 55 0 0 Rees et al. [54]
Maroc 159 0 0 Mathonnet et al. [55]
Sénégal 96 0 0 Rees et al. [54]
Zambie 95 0 0 Rees et al. [54]
Kenya 60 0 0 Rees et al. [54]
Indonésiens 100 0 0 Pepe et al [56]
Koréen 93 0 0 [41]

Chine 254 0 0 [41]

Mongolie 36 0 0 [41]
Jamaicains 91 0 0 [41]

Indiens 184 0 0 Bennett et al. [57]
d’Australie
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.  Thrombophilie et FVL :

Le terme de « thrombophilie » désighmme part des situations cliniques caractérisées

par la survenue de thromboses veineuses précocedcmlivantes ou de siege inhabituel,

d’autre part des situations biologiques caractésiggar une hypercoagulabilité.

Le FVL est un facteur de risque constitutionnetldembophilie qui a fait I'objet de plusieurs

études.

Tableau Ill: Principaux facteurs de risque de la maladie thiernbolique veineuse [31].

Facteurs de risque acquis

Facteurs de risque

génétique

Facteurs de risque mixtes

Age

Antécédents de MTEV
Immobilisation

Chirurgie

Cancer

Traitement hormonal

Synd. des antiphospholipide
Synd. myéloprolifiratif

S

Facteur V Leiden

Déficit en protéine C

Déficit en protéine S

Déficit en antithrombine
Facteur Il G20210A (leiden)

Dysfibrinogénémie

Hyper-homocystéinémie
Taux élevés de fibrinogéne
Taux élevés de facteur VIII
Taux élevés de facteur XI

Taux élevés de facteur IX

Chez les sujets présentant la mutation FVL a I'B&érozygote, le risque de thrombose
veineuse est multiplié par environ 3 a 8 [58, 5Bhns de nombreux cas, les sujets
hétérozygotes sont asymptomatiques. Les thrombasiesuses peuvent survenir dans des
situations a risque, qui agissent comme facteutedébant, telles qu’'une intervention

chirurgicale, une grossesse, la prise de contrifiaaal (contenant des cestrogénes) ou une

immobilisation.
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1. L’évaluation du risgue thrombo-embolique veineux asocié a la
présence du FVL:

Ce risque est variable :

» Si la mutation est isolée :

Les sujets homozygotes développent unemtbose au moins une fois dans leur vie,
notamment lorsqu’ils sont exposés a des facteurisgee transitoires.
L’age moyen de survenue de la premiere thrombds#ee31 ans chez les homozygotes alors
gu’il est de 44 ans chez les hétérozygotes [60].
La localisation et la sévérité des thromboses dbgzporteurs de cette mutation sont tres
diverses.

Les TVP des membres inférieurs sont les plus fnéapent rencontrées, cependant des
thromboses veineuses portales ou cérébrales onégatiement rapportées. Le FVL est
rarement associé a I'embolie pulmonaire ou auxntdases veineuses rétiniennes [60,61].

Le réle du FVL en tant que facteur de risque deliée de MTEV est controversé [62,63].
Sur le plan clinique le FVL expose surtout au resgie thrombose veineuse, plus rarement

d'embolie pulmonaire [64].

> Si la mutation est associée a la prise de contrgtmsn orale :

Compte tenu de sa grande fréquence, tatrono FVL crée une opportunité plus forte
d’interaction avec d'autres facteurs de risque tigunes, acquis ou environnementaux. Ainsi,
la contraception orale (CO) par les cestroprogéstatiotamment les cestroprogestatifs de
troisieme génération, majore le risque de thromkwiaa facteur 4 chez les femmes non
porteuses de la mutation par rapport a des femimes gilule. Ce risque peut augmenter
jusqu’a 30 voire 50 chez les utilisatrices de C@qeses de la mutation [65].

Le tableau llirésume l'incidence des thromboses veineuses chgeures femmes en age de
procréer en fonction de la prise de contracepéf et de I'existence ou non de la mutation du
FVL.
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Tableau IV : incidence de la MTEV en présence du FVL et caefption orale

chez les femmes jeunes [66].

Contraception orale FVL Risque relatif Nombre cas/an/10 000
- - 1 4-5
+ - 3-4 12 - 20
- + 6-8 24 - 40
+ + 30 120 - 150

» Chez I'enfant :

Selon I'étude réalisée par Nowak sur ura@tlon de 196 enfants caucasiens agés de 1
a 16 ans, la prévalence de la mutation FVL est .d&568]. Chez les enfants malades
souffrant de TVP, la prévalence de la mutation Fdtie de 13.2% a 52967, 68].

Chez les enfants, comme chez les adultes, la rontagiden constitue un facteur de
risque de TVP. En effet, une étude réalisée paolsss portant sur 119 enfants présentant
une TVP spontanée et 100 enfants témoins, agéade@ns, a montré que la mutation FVL
était significativement plus élevée chez les esfanalades que chez les témoins (odd ratio
4.55).

Selon trois études de cohorte et une étude castigia prévalence de cette mutation
chez les enfants souffrant de thrombose veineusbede varie de 0 & 18.8%. Dans I'étude
cas-témoins réalisée chez 23 enfants, I'odd ratiae 2.3 [69].

Cette mutation est un facteur de risque de récicivz les enfants. L'étude réalisée par

Nowak portant sur 301 enfants agés de 0 a 18 arg agnsulté pour un premier épisode
de TVP et suivis ensuite de facon prospective duuvse période moyenne de sept ans,
montre que la mutation confére un risque relaifrécidive de 4.0, ce risque relatif étant de
6.0 chez les porteurs homozygotes. Le risque felatrécidive passe a 10.6 chez les enfants
présentant des anomalies combinés [70].

La mutation FVL est également retenue comme factirrisque de thromboses
artérielles chez l'enfant. La majorité des études-ttmoin montre une majoration de
I'incidence de la mutation chez les enfants ayantaocident ischémique artériel [71]. La

méta-analyse réalisée par Barnes en 2000 portard €tudes cas-témoin, montre que la
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mutation FVL est un facteur de risque de thrombarsérielle, I'odd ratio global dans cette
étude étant de 4,3 [71].

> Risque obstétrical associé a la mutation FVL :

La mutation Leiden représente également aatefir de risque obstétrical. Deux
méta-analyses regroupant respectivement 9 [72]letttBdes [73], montrent que cette
mutation est impliquée aussi bien dans les peasalés précoces que tardives. Par ailleurs,
sa présence a I'état hétérozygote a été identfiée 4.5% a 26% des patientes ayant une pré-
éclampsie sévere. Dans sa revue de la littéralliiesvic suggere une association entre FVL
et pré-éclampsie/éclampsie [74].

Des données récentes montrent que le FVL estatauiade risque de pertes foetales
récurrentes chez les femmes tunisienneseftat, la premiére étude concernait 54 femmes
ageées de 19 a 43 ans a la maternité de Sousseapatements a répétition (plus de deux
fausses-couches consécutives et inexpliquées) Débjs cette étude six patientes parmi les
54 (11.11%) étaient porteuses de la mutation atll&térozygote. Une seconde étude a inclus
une cohorte de patientes plus élevée (146 femmes plus de trois fausses couches
consécutives et inexpliquées). Cette etude momeesassociation positive entre la mutation
Leiden et les pertes foetales récurrentes chez desnés tunisiennes [76]. L'étude de
Zammiti, montre que, la mutation FVL n’est pasfaoteur de risque de perte fcetale trés
précoce (avant 8 semaines de grossesse) chez maefeénmisienne. Par contre, elle majore

graduellement le risque apres la huitieme semagrgedtation [77].

2. Concernant I’évaluation du risque thrombotigue art&iel associé a la
présence du FVL:

De nombreuses équipes ont étudié le rolé=du dans la survenue d'infarctus du
myocarde. Dans I'étude prospective de meédecinsieame (Physician Health Study, PHS)
[78]. La présence de la mutation n'est pas assacia@esurvenue d'un infarctus du myocarde
ou d'un accident vasculaire cérébral ischémiquasDa cadre de I'étude ECTIM (étude cas
témoin de linfarctus du myocarde) regroupant 648iepts et 726 témoins, aucune
association significative n'est relevée [78].
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Quelques études rapportent, cependant, des a$sosigtositives, particulierement
lorsque l'effet conjoint de la mutation et d'untéar de risque environnemental a été étudié.
Ainsi, dans une étude cas témoin de l'infarctusngocarde survenant chez la femme jeune
(88 patientes, 388 témoins), I'usage du tabac pheltpar 32 le risque relatif d'infarctus du
myocarde associé a la présence du FVL qui, présauit est associé a un risque relatif
beaucoup plus faible (2,4) [79].

Dans la méta-analyse de Casas et al. (4 598 malHgI#98 témoins), la survenue d’accidents

vasculaires cérébraux ischémiques ne semble pasiient liée a la présence du FVL [80].

3. EVL et Cancers:
La survenue de thromboses chez des patiatieints de cancers est souvent

multifactorielle, faisant intervenir 'immobilisatn, la chirurgie, la chimiothérapie et I'activité
pro-coagulante des cellules cancéreuses. Si gloeale le risque de thrombose chez les
patients présentant un cancer ou ayant un FVL edfipi® par 7, 'association cancers et

FVL multiplierait ce risque par 12 [81].

4. EVL et thrombose des cathéters centraux
Elle peut étre favorisée par la rupturelaearoi vasculaire, la nature du dispositif

utilisé, et une activation de la coagulation et gémquettes. Le rbéle des thrombophilies

biologiques, en particulier le FVL a été tres éfudia méta-analyse de Dentali et al. [82]

portant sur dix études incluant des patients ptasemn cancer et pour lesquels un cathéter
veineux central a été mis en place montre un risgiagif (RR) de thrombose de 4,6 avec un

intervalle de confiance (IC) compris entre 2,6-8nlcas de présence du FVL (211 cas) par
rapport aux patients non porteurs de la mutatiéo (&s).
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Chapitre 1V :
Techniques de @termination

- de la mutation FVL
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La recherche de la mutation FVL repose sur deuestyfe tests :
- des tests de dépistage phénotypique: ce sontdissdieronométriques représentés par
la recherche de la résistance a la protéine @éscRPCa.

- des tests de confirmation : ce sont des testsalegi¢ moléculaire.

l. Les indications de la recherche de la mutation FVL
Dans le rapport de la HAS (Haute Autorité de Saptd)lié en 2011, sont présentées les

indications de la recherche de la mutation G169lAgéne du facteur V ou FVL, facteur
impliqué dans la maladie thrombo-embolique veinelsmur cette recherche, il existe des

indications consensuelles qui sof3]

» en cas de premier épisode de MTEV ;
* non provoquée survenue avant 50/60 ans,
* chez les femmes en age de procréer, que I'épisotprevoqué ou non ;
» en cas de récidive de MTEV ;
» toute récidive de TVP proximale et/ou EP, dont flenmer épisode est survenu
avant 50/60 ans,
» toute récidive de TVP distale non provoquée ;
» en présence d’antécédents personnels de MTEV au dga antécédents familiaux de
MTEV chez la femme enceinte.

La recherche des mutations des FV peut égalemenpiéiposée, aprés discussion au cas par

cas dans les indications suivantes :

» en présence d'une histoire familiale de thrombapHiéréditaire chez les femmes
enceintes ;

» en cas d’antécédents de fausses couches multipleke anort feetale intra-utérine
foetale inexpliquée, de pré-éclampsie, de syndroiEEelLR, de retard de croissance

foetal chez la femme enceinte.
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Le tableau Vreprésente la synthése des indications recommapdéesa recherche du FVL

Tableau V: Les indications de la recherche de la mutatior_EMen [83].

Recommandations Indications

Les indications de la recherche FVL sont:

« dans le cas général (hors grossesse) lors titz@ngique, en particulier chez le sujet de
moins de 50 ans, d'une thrombose veineuse profmed@liquée ou récidivante ou d’'une
HAS de 2006 embolie pulmonaire inexpliquée ou récidivante ;

« chez la femme enceinte : devant la survenue diumenbose veineuse ou ayant des
antécédents familiaux de thrombose veineuse proovédes antécédents personnels de
thrombose veineuse.

Les indications de la recherche de Facteurs biglas de risque de MTEV dont FVL sont :
« en cas de premier épisode de TVP proximale &uen cas de premier épisode MTEV
non provoquée survenu avant 60 ans, dans le bdapter éventuellement la durée de
traitement et de définir les conduites a tenir degrapparentés (grade C) ou chez les
GEHT de 2009 |femmes en age de procréer, que I'épisode soit greyou non, compte tenu de I'impact sur
la prise en charge des grossesses (grade C) ;

« en cas de récidive pour toute récidive de TVRipnale et/ou EP provoquée ou non, dont
le premier épisode est survenu avant 60 ans (agrofdssionnel), ou toute récidive de TVP
distale non provoquée (accord professionnel).

Les indications de la recherche de Facteurs biglas de risque de MTEV, dont FVL sont |
« chez les femmes enceintes asymptomatiques, aechistoire familiale de MTEV (grade
D) ;

« chez les femmes enceintes asymptomatiques, anvchistoire familiale de thrombophilie
héréditaire (grade C). Il est suggéré de rechelehaééficience familiale et au moins deux
des mutations les plus communes : le facteur Valddn et la mutation G20210A du géne
SISET de 2009 | de la prothrombine ;

« chez les femmes enceintes ayant un antécédeénT B& (grade C) ;

« chez les femmes enceintes ayant un antécéddatisiees couches multiples ou de mort
intra-utérine faetale inexpliquée (grade C) ;

« chez les femmes enceintes ayant un antécédemédizclampsie, de syndrome HELLP
(Hemolysis Elevated Liver enzymes and Low Platglefsibruptio placentae, de retard de
croissance fcetal (grade D).

. Les recommandations pré-analytigues
Comme pour tout prélevement d’hémostasphése pré-analytiqgue doit étre respectée.

On va se limiter aux particularités de la rechem@&VL.
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1. Le prélevement:

» Pour le teg de dépistage : comme pour les tests d’hémostaseplisma doit étre
prélevé
su anticoagulant typeitrate de sodium & concentratia de 3,2 % (0,10 M) au 1/10 (0,5 ml
pour 4,5 ml de sang). Les tubes citratés a 3,8 Z290M) sont acceptés. Le sang peut
également étre recueilli sur tube CTAD (citratééaphylline, adénine, dipyridamol€jout
autre anticoagulant doit étre proscrit. Les condgdide prélevement sont celles générales des
tests d’hémostase [36].
» Pour la biologie moléculaire : le prélevement doit étre réalisé sur tube comteda
citrate de sodium ou d’EDTA

2. Transport, mode de centrifugation et conservation

» Pour le test de dépistage :

D'apres les recommandations de la GEHT (@¥od'Etude sur I'Hémostase et la
Thrombose) et la CLSI (Clinical and Laboratory $taml Institute) [36, 37] :
- Le transport doit se faire a température ambiaaée un délai de moins de 4 heures.
- Le nombre de plaquettes résiduel est un élémmestimnportant et ne doit pas excéder 10
Giga/L. Pour cela, il est recommandé de pratiquer double centrifugatiode 2 x 15 min a
2500 g, en prenant soin de décanter le plasma sausl@le la couche leuco-cytoplaquettaire
entre les deux opérations. Il est recommandé idettilune centrifugeuse thermostatée
permettant de maintenir une température comprige &8° et 22° C.
- En cas de dosage différé, congeler dans les & asuivant le prélevement. La congélation
doit étre rapide a -70°C, en petit volume, tuben moouillable, capacité adaptée a
I'échantillon. La décongélation doit étre rapide3(2ninutes) a 37°C et les plasmas sont
homogénéisés et le test doit étre réalisé sans déla
- La conservation du plasma est possible 2 semaire20 °C et 6 mois a — 80 °C.

» Pour la biologie moléculaire :

— Conservation du prélevement 48 heures a températobiante (15 -20 °C).

— L’ADN extrait et purifié se conserve plusieursisa - 70 °C.
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— Transport a température ambiante ou a + 4 °€ 2di h).
NB : Eviter toute contamination du prélévement par germes, des cellules exogénes ou de
I'ADN exogene. Pour cela, il est recommandé deise@rale prélévement au moyen d'un

systeme d'aspiration sous vide, et a ne pas dewube avant son analyse au laboratoire.

3. Les Renseignements indispensables
¢ Pour le ted de dépistageRPCa:

La protéine C étant un facteur vitamine K dépendintraitemen par antivitamines K
interféreavec le test De méme la prise de dabigatran ou rivaroxabah [3 méthoa de
Dahlba& modifiee actuellemen utilisée n'est pas influencée pa les traitemens

antivitamine K.

¢ Pour la biologie moléculaire:
L’examen des caractéristiques génétiques a desrf@aicales est réglementé par le Code de
la santé publique de chaque pays.

- Les dispositions générales :
La recherche de la mutation FVL obéit aux mémeteseque tout autre test génétique. Ces

regles définies que I'examen des caractéristiguastgques d’'une personne a des fins
médicales a pour objet « soit de confirmer ou @inér le diagnostic de maladie génétique
chez une personne qui en présente les symptomiésjesoechercher, chez une personne
asymptomatique, les caractéristiques d’'un ou plusigénes susceptibles d’entrainer a terme,
le développement d’'une maladie chez la personeeng®me ou sa descendansg32].

- Les conditions de prescription :
La prescription suppose un entretien préalable kvpatient afin de lui expliquer la nature de
I'examen, la signification du résultat, et les camsences éventuelles de ce résultat. L’accord
écrit du sujet est requis pour réaliser le testil geut refuser d’en connaitre le résultat.
L’information préalable a la réalisation du tesirédte, puis consignépar écrit) comme la
remise du résultat doivent étre faites par un médée secret médical doit étre respecté vis-
a-vis des tiers, y compris les autres membres damdle qui ne peuvent étre contactés que
par le sujet lui-méme. Les mineurs ne sont tegtésn cas de bénéfice individuel direct
attendu [84].
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- Conditions de communications des résultats :
Le compte rendu d’analyse commenté et signé panakicien responsable agréé doit étre
adressé exclusivement au praticien prescripteuexi@siens génétiques, puis remis au patient

dans le cadre d’'une consultation médicale individ8g2,84].

- Conditions de conservation des documents :

Le consentement écrit, le double des prescriptieinges comptes rendus d’analyse
doivent étre conservés par le médecin prescripdans le dossier médical du patient. Les
comptes rendus d’analyse et leur commentaire extglisont également conservées par le

laboratoire de biologie médicale [84,85].

[1l. Les technigues de détermination

1. Les tests de recherche d’'une résistance a la pratéi C activée RPCa
TEST DE DEPISTAGE — TEST PHENOTYPIQUE

La mutation Arg506GIn ou FVL est mise endénce chez 90 a 95 % des patients
présentant une RPCa. Les autres cas de RPCa ferbft) sont acquis (au cours de la
grossesse, lors de la prise de contraception gasigestative ou chez certains patients
présentant un syndrome des anti-phospholipidesgrotapport avec une autre mutation du
FV (FV Cambridge, FV Hong Kong) [33-37].

Il existe actuellement de nombreuses méthodes et de la RPCa avec en général
une bonne sensibilité pour la mutation du FVL etrpertaines une spécificité proche de 98 a
100 %. Ce sont des techniques totalement autoreatisfalisées dans des laboratoires de
biologie médicales.

En cas de positivité du test, la recherche parobiel moléculaire du FVL est
indispensable pour établir le caractere homozygotenétérozygote de la mutation. Dans
certains laboratoires la recherche de la mutatish réalisée d'emblée sans test RPCa

préalable.
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a. Test historigue = test de premiére génération :
Le test initialement mis au point par Dahlbackle{&8,86] en 1993 repose sur la mesure

du temps de céphaline avec activateur (TCA) eftseur du plasma non dilué en présence et
en l'absence de protéine C activée exogéne en itpastindardisée. Le résultat est
habituellement exprimé sous forme du ratio (TCAGaFTCA natif. La résistance se mesure
par I'absence d’allongement du (TCA + PCa). Ce tlistde «premiere génération », détecte
la présence du FVL, mais il est influencé par delm@ux facteurs et sujette a de nombreuses
interférences. Ainsi, le test n'est pas interpiétainez les patients sous traitements anti-
coagulants : héparine ou antivitaminesDé méme, une insuffisance hépatique, la présence
d'un anticoagulant circulant [94], un déficit erotg@ine S ou un excés du facteur VIII et de
fibrinogéne au cours des syndromes inflammatoB&s38].

Des RPCa acquises chez les femmes enceintes ouceatraception orale ont été
également rapportées [88,89].

La spécificité d'une RPCa détectée par ce tesabbsti d'environ 80 %.

Néanmoins, les études ont montré que le test ari@re génération permet également de
détecter une RPCa héréditaire, non liee a la pcéseém FVL, qui est un facteur de risque de
thrombose veineuse, indépendamment des taux dé, B€II'age et du sexe [34]. Ce test est
utilisé dans les laboratoires de recherche suhdantbophilie qui cherchent a dépister de

nouvelles causes de RPCa et qui réalisent desséfpitémiologiques [83].

b. Les tests de seconde génératienméthodes avec pré-dilution dans du

plasma déficient en FV :
- La pré-dilution du plasma a étudier dans un pladéfecient en FV permet de réduire

les

interférences, et d'améliorer la sensibilité espacificité du test vis-a-vis du FVL [90],
On parle de technigue « modifiée » ou de test dersie génération.

Dans ces conditions, seule l'influence du tempsdégradation du FV du patient
(dépendant de la présence ou non de la mutatiodehgiintervient sur le ratio, et la
discrimination entre patients porteurs ou non daddation est excellente [32].

Cette technique autorise le dépistage de l'anontdlez les patients sous traitement

anticoagulant par anti-vitamine K [91]. En cas daitément héparinique, le traitement
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préalable du plasma par un inhibiteur de I'hépaestenécessaire s'il n'‘est pas présent dans le
réactif.

L’interprétation des résultats reste parfois diien cas de déficit en FV ou en présence d’un
anticoagulant circulant [92].

C’est la technique la plus couramment utilisée [8le est recommandée par le BCSH
(British Committee for Standards in Haematology}][8omme test phénotypique du FVL.
Pour Tripodi, les deux tests devraient étre réslisést historique et modifi€) et en cas de
résultat positif, la recherche moléculaire de latatian du FV Leiden devrait étre réalisée
[91].

D’autres tests de « deuxieme génération » de penont été développés, et cherchent a
améliorer la spécificité de la méthode vis-a-vidadeecherche du FV Leiden (tableau V) [32].

Les moyens mis en ceuvre pour assurer cette spigcgmnt soit la pré-dilution dans du
plasma déficient en FV, soit le déclenchement dmyulation par des venins activateurs du
FV, du FX ou du FIl. L'optimisation des concentoats de venin influence également la
spécificité. Ainsi la pré-dilution du plasma a @stlans un pool de plasmas normaux est
également préconisée dans certaines méthodesstiemtraensibles a la présence de 25 % de
taux de FVL [32].

La mesure de deux temps (avec ou sans PCa) owsdiuriemps, la réalisation du temps
de coagulation en l'absence de PCa permet d’identif’éventuelles autres causes
d’allongement du temps de coagulation. Les ratmg & plus souvent valables malgré les
allongements des temps de base, mais le contrOtiagmostic par une autre méthode est
recommandé en cas d’allongement important des te@g$aines méthodes recommandent
I'expression des résultats en ratio qui est le oapgntre le résultat du patient et le résultat du
pool normal ou du plasma lyophilisé (ratios norsegi) [32].

Le recrutement de la PC endogene activee par lén v@gkistrodon contortrix pour
dégrader le FV peut entrainer une sensibilité duaex déficits en PC [32].
D’autres techniques ont été proposées et interei@sur la voie de la coagulation :

- des techniques utilisant le venin de aleotjui active directement le FX et
déclenche la coagulation en milieu calcique. Apidgtion en plasma déficient en FV, on

mesure le temps de coagulation en présence de i{fiée Les résultats sont interprétés en
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fonction d’'un seuil, 120 secondes, au-dessus dulgusbnt considérés comme normaux. La
seule limite de ce test est le taux de FV du patan doit impérativement étre supérieur a 50
% [34,37].

- des techniques qui reposent sur I'inhdibitidu FVIII, sur I'addition de FXa ou
explorant

la cascade anticoagulante de la protéine C. D'&weasle et Bertina [95], il est préférable
que les résultats soient exprimés en Ratios nosgsali

Cependant, dans une étude de Tripodi et al. [9Blg@elle ont participé sept laboratoires
experts, la normalisation (pool normal ou plasmaphjlis€) n'améliore pas la
reproductibilité. On peut donc exprimer le résuttane méthode en deux temps (+ PCa) soit
a l'aide du rapport des deux temps, soit a I'aideapport normalisé.

Chaque laboratoire doit déterminer localement eir mhaque lot de réactif la zone de
normalité et les zones de résistance qui permetstispecter la présence d’'un FVL a I'état
hétérozygote ou homozygote. Il peut exister uneezibm doute dont les limites doivent étre
précisées. Un résultat dans cette zone impliqu&msggiquement la recherche de la mutation
par biologie moléculaire [84].

Il importe donc d'étre trés vigilant quant a lirgeétation des résultats (mode
d'expression des résultats et seuils différentsdeltest utilisé).
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Tableau Il : Principaux tests de recherche d’une résistanc@itéine C activée [32].

Fournisseur Sensible a ... Principe Spécificité
Coatest APC Chromogenix, Facteur V-L .
; Instrumentation TCA silice colloidale + PCA
Resistance laborator * VLV, PS colyophilisée avec la
y + AVK et HNF YOPhIISes -
+ toutes causes de céphaline.
S Haemochrom . 2 temps.
Test historique Di . TCA allongé
iagnostica
Prédilution en plasma
déficient V puis TCA silice
APC Instrumentation | Facteur V-L 100 % colloidale +
resistance V laboratory Facteur V R306T | £+ PCA colyophilisée avec |
céphaline.
2 temps.
Prédilution en
Facteur V-L [Fg+I+VIlic+PS] puis X +
Hemoclot . +V . +
HYPHEN BioMed Qs PCA, puis
Factor V-L Insensible a AC
. IXa+PL+Cat++.
lupique, AVK, HNF
2 temps.
Prédilution en
[Fg+lI+VIlic+PS+PCA] puis
Hemoclot : Xa+PL puis +
Quanti-v-L HYPHEN BioMed Facteur V-L Catt.
1 temps et gamme
d’étalonnage.
Eacteur V-L Preédilution en plasma
. ... _.| déficient V avec activation
+ V (faux négatifs si du X
Staclot APCR | Diagnostica Stago d|m_|nue) par le venin (4) puis *
Insensible a AC .
. déclenchement par Ca++
lupique, AVK, HNF,
e +PCA.
déficit en PS
1 temps.
Facteur V-L100 % L
+ PC (90 %), PS (60 * gctl\{atlon de la P%
90 %) endogene par venin de
| +AVK, Fg, Vet VIl serpent (1),
ProC global Dade-Behring o En présence de céphaling _

(peu spécifique
des anomalies de Iq
voie de la
protéine C

puis activation de
coagulation par Ca++. 2
temps
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Fournisseur Sensible a ... Principe Spécificité
Facteur V-L * Activation de la PC
+ Facteur V R306T €  endogéne par venin de
i . R306C serpent (1), +
ProC AcR Dade-Behring + PC puis activation du X par
Insensible a AC RVV-X(2)+PL+Ca+t+. 2
lupique, AVK, HNF temps.
Facteur v (1003 LACIOn 00 e PC
. + PC (95 %), PS (65 gene p
Gradithromb e . . serpent (1),
Life diagnostics %), mutation : L _
PCP Test du Il OP. arossesse puis activation du X par
D7, 9r0s 1 RVV(2)+PL+Ca++.
Insensible a HNF
2 temps.
Facteur V-L * Activation de la PC
Gradileiden V L . + PC, AVK endogene par venin de
Life diagnostics RN
Peu sensible a AC serpent +
lupique, (1), puis activation du X pa -
Cryocheck Clot PrecisionBioloaic Insensible a VIII, RVV-X+PL+Ca++(2) a
APCR 9 facteurs contact, concentration optimisée.
PC, PS, HNF 2 temps.
Prédilution en « plasma dg¢
Facteur V-L dilution » puis activation du
APC Resistance Technoclone Insensible a AC |V par RVV-V(2)x PCA, puis +
kit lupique, VIII, AVK, activation du Il venin (3)
HNF dépendant du V résiduel.
2 temps.
Facteur V-L (100% | 5 jiution en plasma
ssb, 100 % SP) | yepici s o plasr g
_ Insensible & AC éficient V puis ac'g:vatlor)
- -V +
Pefakit APC-R Pentapharm Ltd lupique (ni Ca++, V par RVV-V = PCA puis +

Factor V Leiden

ni PL), au VIII (en
amont), AVK, HNF,
déficit en PS et PC

activation du Il par venin (3
dépendant du V résiduel.
2 temps.

(1) Protac, activateur de la PC (Agkistrodon camitocontortrix)

(2) RVV,venin de vipére Russell, activateur du ERYV-X) ou du FV (=RVV-V)

(3) Noscarine, activateur du FIl en présence déNMechis scutatus scutatus)
(4) activateur du FX (Crotalus Viridis helleri)
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Figure 14: photo du coffret Staclot APC-R utilisé au nivedu service
d’Hématologie de I'Hopital Militaire de Rabat.
(1) FV déficient plasma, (2) Venin, (3) PCa, (4) Cohip(5) Control P.
2)

2. Larecherche du FV Leiden par biologie moléculaire
TEST DE CONFIRMATION :

La recherche du polymorphisme Arg506GInl'deon 10 du gene du FV est simple.
Toutes les meéthodes de recherche des mutatiorduedies peuvent étre employées [84].

L’éventail des techniques est trés large et d’&mbuconstante [84,97].
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Il existe des techniques classiques qui compodeunx étapes : une étape d’amplification
de 'ADN par PCR(polymerase chain reactioa) une étape de détection de la mutation sur le
produit amplifié.

Deux grandes familles dominent actuellement le hrarc
- les méthodes nécessitant une étape de séparatigelstlectrophorése (les premiéres
a avoir été utilisées en 1994 lors de la découvkrta mutation FVL)
- etles techniques en temps réel.

De nombreuses autres techniques nécessitent salesappareillages spécifiques.

a. Technigues sur get
¢ Polymorphisme de longueur de fragments de restriadn (Restriction

Fragment Length Polymorphism ou RFLP) :

La digestion par une enzyme de restriction du r@tamplifié abouti a I'obtention de
différents fragments de tailles variables en farctde la séquence de I'amplifidigre
15)L’analysede la longueur de ces fragments permet de reokredds substitutions, des
insertions ou des délétions qui modifient le nomieesites de restriction et donc la longueur
des fragments de restriction [32].

La RFLP a constitué la premiére technique molémilde détection de la mutation V
Leiden. En effet, celle-ci est a l'origine de lartped’un site de restriction (Mnll) d’ou la
possibilité de distinguer selon cette approchehl@sozygotes et les hétérozygotéigure
16).

Une technique dérivée consiste a introduire undgteestriction artificiel par I'utilisation
d’'une amorce spécifique de la mutation.

De tres nombreuses enzymes qui sont d'origine fi@mte ont été décrites pour la
recherche de la mutatigkrg506GIn Il est préférable de choisir des enzymes permetta
visualiser un site de restriction contréle, toufoprésent et localisé a un autre emplacement
gue la mutation recherchée [32,98].

L'ADN est extrait, amplifié par PCR, digéré pandenucléase Mnll puis les produits

sont analysés sur gel d'électrophorese.
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Site de coupure dépendant
de la mutation: coupure si
Site de coupure allele « normal » G
obligatoire
GIA 267 pb
67 pb 163 pb 37pb
67 pb 200 pb

Figure 15 : Principe de détection du FV Leiden par RFLP (Mnl1)

R - <67 bp
- emm | - -U0p
—— — — 163 bp
| —— S— — - 67 bp
| |
A B C D

Figure 16 : Schéma de la mise en évidence de la mutation A@B0du FVL [37].
Le produit normal d'amplification est de 267 paidesbases (bp) (A) et se divise en deux
fragments de 163 et 67 bp aprés digestion pardandéase (B). L'allele muté apparait sous
la forme d'une bande de 200 bp a I'état hétéroryatc persistance des bandes a 67 et 163
bp (C) ou homozygote, avec disparition de la ban@63 bp (D).
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Figure 17: Electrophorese sur gel d'agarose pour la détedtidacteur V Leiden

par RFLP [98].

¢ PCR spécifigue dallele (Allele-specific PCR ou anification

refractory mutation system ou ARMS) :

Cette méthode est fondée sur le fait que la préséiim mésappariement a I'extrémité 3’
d’'une amorce ne permet pas I'amplificatiffigure 18). Deuxamplifications sont réalisées
dans deux tubes contenant tous les deux une ancoroenune mais différenciés par la
présence d'une amorce spécifigue de l'allele samivdans le premier et d’'une amorce
spécifiqgue de l'allele muté dans le second. La sage de 'amorce spécifique de l'alléle
muté est concue de facon a ce que le nucléotidé partesponde a son extrémité 3'. Les
homozygotes sauvages et mutés ne donneront d’&afith que dans un des deux tubes, les
hétérozygotes conduiront a une amplification dasgdeux tubes. Dans ce cas, le produit final

est un amplicon double brin. Plusieurs variantesalte technique ont été décrites impliquant
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notamment l'utilisation d’amorces spécifiques ma&egipar un fluorophore et I'utilisation de
I'électrophorese capillaire comme technique sépar§32,99].

D’aprés’AHRQ (Agency for Healthcare Research and Qualify)6], les méthode PCR-
RFLP et PCR spécifique d’allele sont utilisées @tsidérées par IRDA (Food and Drug

Administration)comme méthodes de référence acceptables.

Normal Muté
Tube 1 amorce sauvage + commune
C

L I§ N § | | i

1§ B |
.

I I
7 Tube 1 amorce mutee + commune

ﬁ L 0 J |

I I I - I
I |

Amplification Tube 1 Amplification Tube 2

Figure 18 : Principe de la technique amplification spécifiqtedidle [32].
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Standard de
d 4 fallles (pb)

Contréle amplification ——57
(gne dela fo-microglobuling) Fﬁﬂﬂiﬁfﬁ
Contrble amplification .,
du géné du facteur V ﬁ
Produt PCRspéclique = i A
d'allele normal du facteur V
| —124123
Produt PCR spectique
d'alléle muté du facteur V

(Facteur V) Lalden

Figure 19: Gel d'agarose de trois produits de PCR [99].

1. Sujet homozygote pour l'allele muté 1691A S@jet homozygote pour l'alléle normal

1691G ; 3. Sujet hétérozygote 1691A et 1691G pmain négatif. Dans les cas des produits
de PCR 1, 2 et 3, les bandes contr6les du gena glenicroglobuline (444 pb) et du géne du

facteur V (287 pb) sont clairement visibles.

b. Technigues en temps réel fondées sur le transfert
d’énergie entre molécules fluorescentg$luorescence
resonance energy transfer, FRET) :

Deux techniques associent amplification et fluotneéen exploitant le phénoméne de
FRET : soit grace a des sondes alléles spécifigees/pe Light-Cycler, soit grace a des
sondes d’hydrolyse de type Tagman. Dans les desjxucacouple d’amorces amplifie la zone

du polymorphisme recherché [32].

¢+ La méthode Light-cycler :

La méthode Light-cycler met en ceuvre, deux sondastes marquées par deux
fluorophores différents, I'une d’entre d’elle peitybrider sur la zone du polymorphisme et
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I'autre a proximité Figure 20).Le rapprochement physique de ces sondes sur Igkfiata

permet le transfert d’énergie et I'augmentationsitynal fluorescent est mesurée en temps
réel.

La présence d’'une mutation modifie les propriegsugdion des complexes sonde/produit
d’amplification et la réalisation d’une courbe desibn permet donc d’identifier les différents
génotypes [32,100].

Excitation Emission

\_’ transfert /""'
Amorce 5'FAM # ¢/ , R \ 3'LC Red
[}
5' %---};
3' - 4 A —

5|

Figure 20 : Principe des sondes Light-cycler [32].
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- — — — hétérozygote

type sauvage (homozygote)
------- — mutant (homozygote)
............... F\",'L DIL

-(d/dT) Fluorescence (640)

iy s AT T e
........................................................................

Température [°C]
Figure 21: Resultat de la technique Light-cycler [100].

Cette analyse séquentielle montre que les oligéntides de synthese sélectionnés
utilisés comme amorces amplifient spécifiguemenfragment de 222 bp du géne du facteur
V contenant la séquence Factor V Leiden.

¢ La méthode TagMan :

La méthode TagMan repose sur une sonde uniquenpattux fluorophores (en 5’
Reporteur

FAM, TET, JOE, HEX ou VICTM, en 3’ Quencher, halelement TAMRA). La petite
taille de la sonde (25 a 30 nucléotides, soit males55 angstroms), fait que I'énergie
absorbée par le reporteur excité est transférée&RRT au Quencher (figure 22). Le spectre
d’excitation du TAMRA ne chevauchant pas le spedténission du reporteur, le Quencher
absorbe I'énergie sans émettre aucune fluorescércgystéeme TaqgMan utilise I'activité 5'-
3’ exonucléase de 'ADN polymérase qui hydrolyseséande hybridée a sa cible spécifique

lors de I'étape d’élongation des amorces [32,101].
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Ainsi au cours des cycles d’amplification le fluphmre reporteur est libéré et I'émission
de fluorescence augmente. L'utilisation de sondegMan allele-specifique permet la
détermination des génotypes.

On notera également I'existence d’'une autre métHoddée sur le transfert d’énergie
entre molécules fluorescentes, la technologie lesRdcommercialisée par la société Third
Wave Technology. Elle peut s’employer avec ou $4DR préalable du fait de 'amplification
considérable du signal fluorescent (6 a 7 log) na@port au nombre de séquences cibles
[32,101].

R : Reporteur

Amorce e e Q : Quencher
5' ey
31
o

_

|
/—b ® Amorce
s u |

B —

Amorce

5I
3!
5!

Figure 22: Principe des sondes TagMan [32].
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Figure 23: Résultats de la technique TagMan [101].

La plupart des programmes d'évaluation PCR en tempsl représentent
automatiquement les données sous forme d’'un nuageonhts. Les points de données se
situant le long des axiales X- a savoir Y corresigon au génotype normal, a savoir
homozygote muté, tandis que les points de donniégsssau milieu du nuage de points
correspondent au génotype hétérozygote.

c. Autres Techniques:

¢ Ligature des oligonucléotides (Oligonucléotide ligion assays,
OLA) :

Son principe est fondé sur une propriété de laséiga cette enzyme ne lie deux
oligonucléotides adjacents que s'ils sont parfaieimrappariés a leur séquence cible (figure
24). La technique utilise donc, d’'une part, un oligdéaotide complémentaire de la séquence
d’ADN jouxtant le site du polymorphisme et, d’aupart, une sonde congue de facon a ce
que son extrémité 5’ ou 3’ soit terminée par unlénitde spécifique de I'allele sauvage ou
muté [32].
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Le résultat de la réaction de ligation, le fait ques deux oligonucléotides soient
effectivement liés ou pas, permet de déterminegéleotype des fragments d’amplification

étudiés.

C
I e

. b
I - I D . B

complémentarité mismatch l
e J'-.
I el

I I N .

Ligation Pas de Ligation

Figure 24: Principe de la technique ligature des oligonuctiEsti(OLA) [32].

¢ Hybridation spécifique d’allele (allele-specific hyridization, ASO) :

Fondée sur la spécificité de la réaction d’hybratat cette technique se préte a de
multiples variantes selon les techniques de magiagde détection employééigire 25).

L’approche «reverse dot-blot » consiste a fixer sne membrane les sondes oligo-
nucléotidiques.

La réaction d’hybridation est réalisée dans degslitimms de haute stringence assurant
gue ’ADN génomique préalablement amplifié et marae s’hybride qu’avec la sonde dont
la séquence lui est parfaitement complémentairg [32
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I - D N '

complémentarité mismatch /

Hybridation Pas d'hybridation

Figure 25 : Principe de la technique hybridation spécifiqudldia [32].

¢ Extension d’amorces spécifiques d’allele (allele-gpific primer

extension) :
Une amorce est congue pour s’hybrider a une basenemt du site du polymorphisme
(figure 26). Mise en présence de I'ADN cible amplifdes didésoxynucléotides (ddNTPs,
terminators) et d’'une enzyme permettant I'incorgorades ddNTPs, I'amorce est étendue

d’'une seule base (on parle de miniséquencage) [32].
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Extension Pas d'extension
Figure 26: Principe de la technique extension d'amorces araanators [32].

Il existe de multiples déclinaisons de cette teghai différenciées par leur support
(réalisation en phase liquide, sur support solidegt.le type de détection mis en ceuvre
(fluorescence, chimioluminescence, spectrométrimasse,...).

Une autre variante consiste a utiliser des amapésifiques d’allele qui seront étendues
si leur appariement avec la séquence cible estipéiiure 27). Ce phénomene est toutefois
moins rapide que I'extension d’'une sonde parfaitegrappariée.

La technique dite AMASE (apyrase-mediated alleleedz extension) exploite cette
différence de cinétique et résout ce probleme diesibn de mésappariements [32].

M
L

E—

. jey @ Wy

complémentarité mismatch l

£y
Lo

= d
I - I .

I - I | D .
Extension d'amorce Pas d'extension

Figure 27: Principe de la technique extension d'amorces speaeifi‘alléle [32].
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¢ Technologie Xmap :

On doit cette technologie a la société Luminex, mé@gospheres de polystyrene de 5,6
um de diamétre sont marquées par des concentrataiables de 2 fluorophores (rouge et
infrarouge) permettant de distinguer 100 sous-tyfeebilles. Des oligo-nucléotides greffés a
la surface des billes permettent la capture deestmps complémentaires dans I'échantillon a
tester (chaque type de bille est couplé a un aligddéotide unique). Une amorce est associée
a chaque oligo-nuléotide spécifiqgue d’'un des polphsmes a étudier. Une premiére phase
d’amplification est suivie d’une deuxieme avec tension d’une amorce allele spécifique et
en présence de dNTP-biotinyles [32].

L’identification des billes par cytométrie en fliest réalisée grace a leur marquage
fluorescent, et la streptavidine couplée a de lgcpérythrine permet de quantifier les
séquences qui ont été reconnues et amplifiées.

Le génotype est défini par la comparaison du sigidénu sur les billes portant les
alleles sauvage et muté.

Les avantages de la méthode sont les tres faiblastites de réactifs et d’échantillons
(de I'ordre du microlitre), le fait que 100 ciblpaissent étre analysées simultanément dans le
méme échantillon et 'automatisation potentielldalkecture [32].

¢ Microarrays et nanotechnologies :

Plusieurs types de microarrays commercialiséesésultant d'un développemenides
techniques maison» (ce sont les techniques aatuefleutilisées par les laboratoires dont les
réactifs n'ont pas les garanties apportées paA&iks (Analyte Specific reagents) qui sont
des réactifs obéissant aux bonnes pratiques deanatégm (GMP, good manufacturing
practice)) également été mis en ceuvre [32].

A titre d’exemple, on peut citer le systeme Nan@IM proposé par la société Nanogen,
pour lequel les tests de détection de la mutaai@»06GInsont disponibles. Cette plateforme
automatisée présente I'avantage de permettre liaat@n de nombreux tests en paralléle.

La société Nanosphere présente pour sa part wereative originale [32].

A la différence des autres techniques moléculgrésédemment décrites, cette méthode
ne requiert ni amplification du matériel génétiqueutilisation d’enzymes. Elle s’appuie sur
deux hybridations séquentielles avec, d’'une parkd®ndes spécifiques de chaque alléle (ou

54



sondes de capture) et, d’autre part, une sondalsgpécifique d’'une portion de séquence
proche du polymorphisme.

Les sondes de capture sont fixées sur une puce sbride signal est portée par des
nanoparticules d’or d’'une quinzaine de nanometeediametre (figure 28) [32].

L’ADN génomique (0,5 a pg) est fragmenté par des ultrasons (taille desrfeangs 500
paires de bases) et I'échantillon est mis en comaec les sondes greffées par la puce puis,
apres une étape de lavage, avec la sonde signéépmar les nano-particules.

Apres élimination des particules non hybridéeggkction est révélée a I'argent et une
lecture optique est réalisée. Grace a I'extrémsibgité de la détection des billes d’or et a la
spécificité apportée par les sondes (capture eaBigqui prennent la cible en sandwich. Cette
méthode au principe relativement simple s’affranates besoins d’amplification et de
réduction de la complexité de ’TADN génomique [32].

Différentes applications ont été développées paursgsteme et notamment un test
multiplexe pour la détection des mutations V eLeiden associées a la mutation 677C>T
MTHFR. Les conditions d’hybridations sont homogeeéda stringence a été définie pour
permettre une bonne discrimination simultanée dasly3norphismes [32].

La technique se caractérise par sa sensibilité gteant d’obtenir un signal suffisant pour

une discrimination efficace.
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Figure 28: Principe de la technologie nanosphére [32].

3. Performances des techniques de diagnhostic

¢ Les tests de recherche d’une résistance a la pratéi C activée
(RPCa) :
La sensibilité et la spécificité du test de RPCarpe dépistage d’'une mutatiéivL ont
été analysées dans 5 études [102-103] (TableauC€p études étaient réalisées sur un ou
plusieurs laboratoires, de fagon prospective owospective, et portaient sur différentes
techniques de recherche de RPCa.
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La sensibilité et la spécificité des tests étagmatiuées soit a partir d’'un seuil pré-défini,
soit a partir d’'un seuil fixé au vu des résultats.

Dans toutes les études, la sensibilité des teataéy était de 100 %, sachant que seules 2
études sur 5 ont analysé les résultats en utilisarsteuil pre-défini et la spécificité variait de
68 % (avec le test historique de Dahlback et landi&fn d’'un seuil de positivité permettant
d’obtenir une sensibilité de 100 %) a 100 % setmndtudes. Si le test était réalisé avec une
dilution préalable du plasma du patient dans usmpé déficient en FV (test de seconde
génération), la spécificité du test variait de 9883 100 % sauf en cas de présence d'un

anticoagulant lupique ou de pathologie hépatique.
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TableauVIl : Sensibilité (Se) et spécificité (Sp) du test déstéace a la protéine C activée (RPCa) dans leadalta recherche

d’'une mutation du facteur V de Leiden [97].

Type d'étude Test Echantillon analysé Seuil Se et Sp
Etude monocentrique  Variante du test de RPCa fondé surla  Analyse du plasma de 686 patients Seuil predéfini : 2.5 Se =100 %
prospective prothrombine avec dilution du plasma  (pas de précision sur I'exhaustivite de Sp=100 %
en facteur V' : un réactif contenant de la  I'échantillon) ayant un dépistage de La définition d'un seuil de 1,2 au
protéine C activée et un activateur thrombophilie (212 patients porteurs de  vu des données permettait de Pas de modification des

Etude maonocentrique
rétrospective

Etude monocentrique
prospective

specifique du facteur V est ajoute.
Aprés une periode d'incubation, la
coagulation est initialisée par addition
de Noscarine, un activateur de la
prothrombine dépendant du facteur Y

Test : ProC Global modifié (c'est-a-dire
réalisé sur du plasma dilué en facteur
W

CL test, dans sa version originale,
évalue la cascade anticoagulante de la
protéine C. Ce test est base sur un
allongement du TCA provoqueé par
I'activation de la protéine C par un
extrait de venin

Test de RPCa, technigue fondeée sur
l'inhibition du facteur VI {test
immunochrome)

la mutation FV Leiden dont 192
hetérozygotes) et de 17 patients ayant
une mutation FV Leiden homozygote
connue

Sélection d'un échantillon de plasmas
congelés issus de 353 patients ayant
des antécédents de thrombose
veineuse (critéres de sélection non
précisés), dont 68 porteurs de la
mutation FV Leiden d'aprés |'analyse
de I'ADN (64 hétérozygotes, 5
homozygotes)

87 patients étaient sous fraiterment
anticoagulant (dont 12 porteurs de la
mutation

Analyse du plasma de 486 patients
consecutifs présentant une thrombose
veineuse profonde, une atteinte
arterielle ou une pathologie autre que
vasculaire : 148 patients avaient une
RPCa positive dont 58 porteurs de la
mutation FV Leiden d'aprés 'analyse
de 'ADN
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différencier les mutations
hetérozygotes et homozygotes

Seuil défini au vu des résultats :
08

Seuil predéfini par le laboratoire :

1.8

résultats en presence
d'anticoagulant lupigue ou
selon la concentration en
facteur VilI

Se=100%
Sp=100%
En cas de pathologie

hépatique : Sp=955%

Se =100 %
Sp=787 %



Type d'étude Test Echantillon analysé Seuil SeetSp
Etude monocentrique  Test de RPCa basé sur 'activationdu  Sélection d'un échantillon de plasmas :  Seuil du temps de coagulation Se =100 %
rétrospective facteur X par du venin de serpent - 38 témoins sains défini au vu des résultats : Sp =100 %

Crotalus viridis helleri sur du plasma
dilué en facteur V (test STA-Staclot
RPCa)

Etude monocentrique
prospective

Test : recherche d'une RPCa avec (test
modifie) et sans (test original) dilution
du plasma en facteur V

- 27 patients porteurs de la mutation FV
Leiden (23 hétérozygote et 4
hemozygotes)

- 7 patients porteurs d'un déficit en
protéine S

- 1 patient porteur d'un déficit en
protéine C et de la mutation FV Leiden
- 6 patients porteurs d'un déficit en
protéine S et de |a mutation FV Leiden

De plus, analyse d'un échantillon de
plasmas issus de 36 patients porteurs
d'un anticoagulant lupigue dont un
porteur d'une mutation hetérozygote du
facteur \ Leiden

220 patients consecutifs externes avec
suspicion de thrombose veineuse
profonde des membres inférieurs en
phase aigué (adressés aux urgences
pour une phlébographie de contraste)
et 278 témoins volontaires pour I'étude
(sans antécédents de thrombose)

Le diagnostic de thrombose était posé
par phlébographie de contraste (99
patients avec thrombose confirmée)

Le test de référence pour diagnostiquer
la mutation était 'analyse de 'ADN

Parmi les patients avec thrombose
confirmes :

22 mutations hetérozygote et 6
homozygotes

Parmi les patients sans thrombose
confirmeée : 26 hétérozygotes et 1
homozygote

Parmi les témoins : 27 hétérozygotes et
2 homozygotes

- porteur de la mutation FV
Leiden:< 106 s

- déficit en proteine C ou S :
>136s

Pas de définition d'un seuil
propre aux patients ayant un
anticoagulant lupigue

Test original : seuil 4 3,2.
Test modifie : seuil a 2,1
Ces seuils ont &té définis au vu

des données afin d'obtenir une
sensibilité de 100 %

Ce test permettait de
distinguer le type de
mutation selon le temps de
coagulation :
- hétérozygotes :
76—1063 s
- homozygotes :
<BBs

En présence d'un
anticoagulant lupigue
Se=100%

Sp =686 %

Tests original : Se = 100 %
Sp global = 68,0 %

Sp temoins = 84,7 %

Sp suspicion =427 %
(avec

Sp patients sans thrombose
=538%

Sp patients avec thrombose
=282 %)

Test modifie :

Se = 100 % avec une
distinction des
hétérozygotes et des
homozygotes

Sp global = 98,8 %
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¢ La recherche du facteur V Leiden par biologie moléglaire :

D'aprés le contrdle de qualité des caractéristiqg@sétiques a des fins médicales
organisé en 2005 sous I'égide de I'Afssaps (AgeR@ncaise de Seécurité Sanitaire des
Produits de Santé) [104], quarante-neuf labomdoiont participé a la recherche du
polymorphisme FVL. Quarante-huit ont rendu deslté®iexacts. La moitié des laboratoires
employait des techniques classiques en deux étapé&autre moitié la PCR en temps réel.
Un autre contréle a été réalisé en 2010 avec paation de cent-deux laboratoires, dans
'ensemble, les résultats (génotypes et commens)ade cette opération sont satisfaisants a
100% [105].

Lorsque des techniques « maison » sont utiliséesedponsabilité de la validité du
résultat revient totalement au laboratoire, quit dout mettre en place pour assurer les
performances de sa technique et garantir la qualit€entourant des contrdles qui permettent
d’évaluer l'efficacité des différentes étapes anqles (amplification, digestion, etc.). Les
changements de lot de réactifs nécessitent ungtiatieparticuliére.

Quelle que soit la technique employée, dans chadtie de tests seront incorporés un
blanc réactif et trois controles (normal, muté ratggote et homozygote). D’ailleuis
NIBSC (National Institute for Biological Standards and @ob) a produit des lignées
cellulaires immortalisées issues de patients porides trois génotypes. Ces lignées
constituent une source stable d’ADN et le premargb de référence pour le FVL [106].

Afin de rendre un résultat a 100 % fiable du faet lidmportance du diagnostic, il est
préférable de réaliser soit deux déterminationgpeddantes par la méme technique soit deux
déterminations par des techniques différentes pexaminer l'absence d'erreur de
prélevement et de manipulation. Cette attitudetndependant pas généralisée en pratique
[32].
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CHAPITRE V
Conduite a tenir en présenc

d une mutation FV Leiden
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La mutation FVL ne s'exprime, le plusigent, que dans des situations a risque de

thrombose ou chez des patients porteurs d'autre=ufa génétiques de risque.

.  Chez un sujet qui a déja thrombosé

L’existence d'un FVL hétérozygote chez les indiwdqui ont déja présenté une
thrombose, s’accompagne d’une majoration du rigtpieécidive de thrombose veineuse, ce
qui suggere de prolonger le traitement par antivit@ K au-dela des 3 a 6 mois
habituellement préconisés. Cette décision doit me@et étre discutée au cas par cas, en
tenant compte des antécédents thrombotiques, daesls, des facteurs associés de récidive
et du mode de vie du patient [85].

Le FVL homozygote entraine une forte augmentatiomisjue de récidive et indique, en
principe, la prescription d’un traitement par aiémine K au long cours, sauf cas particulier.

Chez les femmes victimes d'une thrombose et qui envidayeir un enfant, un traitement
par héparine de bas poids moléculaire est ins@d@séue la grossesse est confirmée, a raison
d’'une administration par jour. L’héparine doit éttentinuée pendant six semaines au

maximum aprées l'accouchement [38].

[I. Chez un sujet asymptomatigue

Le plus souvent, une telle situation se renconireaurs d’'une étude familiale, donc par
deéfinition dans un contexte d’antécédents familiaex thrombose. Dans ce contexte, la
découverte de la mutation FVL dans sa forme héygaie rend souhaitables deux
recommandations essentielles [85] :

v Prescrire, dans toutes les circonstances qui aetraiin risque thrombotique veineux,
un traitement par héparine (en principe de basspwidléculaire) selon un protocole
de type «risque élevé». Parmi ces circonstancemsciun acte chirurgical ou une
immobilisation. En cas de signe d’appel clinique bilan angiologique est nécessaire,

de fagcon a apprécier [l'utilité d'une contention naise. Si les antécédents
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thrombotiques familiaux sont démontrés (ce qui,d#dinition, est souvent le cas chez
les sujets explorés), il faut aussi recommandgroie de bas de contention lors de
voyages prolongés (avion long-courrier, voituregpaar), associé éventuellement, s'il

existe plusieurs facteurs de risque, a une hépghérapie pendant 24 a 48 heures.
L’attitude a adopter en cas de grossesse est atelisau cas par cas. La parité, les
facteurs de risque associés et les antécédentsigiaxnsont & prendre en compte.

L’attitude peut varier de I'abstention simple aséecaux recommandations hygiéno-
diététigues habituelles, a I'hnéparinothérapie pahtiagrossesse et/ou en post-partum,
en passant par la prescription d’'une contentionerese.

v' Chez les femmes, la contraception orale par ogstrgestatifs majore le risque relatif
de thrombose, qui pourrait atteindre 50. Si unetrageption hormonale est
nécessaire, il vaut mieux recourir a un contrateptogestatif pur, micro ou
normodosé selon le contexte gynécologique.

Ces recommandations concernent les femmes qui esmtadtécédents familiaux de
thrombose, et le dépistage de la RPCa devrait 8&er proposé dans le cadre d’un bilan
d’hémostase avant prescription de contraceptiote.o@n ne dispose pas d’étude a grande
échelle dans la population générale pour appréiesque réel de thrombose veineuse induit
par les estro-progestatifs chez les femmes quieptést un FVL hétérozygote sans
antécédents familiaux de thrombose, raison powrelde)il n’est pas justifié de prescrire une
recherche de RPCa avant toute prescription deaweption orale, s’il n'y a pas d’antécédent
familial.

Chez les femmes homozygotes pour le FVL, la pneson d’héparinothérapie a dose «
risque éleve » et le port de bas de contention @@nsrconstances a risque sont nécessaires.

Chez les femmes présentant la mutation et n’ayast gdantécédents de thrombose,
seules une surveillance au cours de la grosse$adreinistration d’héparine a titre préventif
lors de l'accouchement sont nécessaires [59], igustib existe des antécédents familiaux. La

contraception hormonale contenant des cestrogenesrgge-indiquée [85].
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Il. L’hygiene de vie et mutation FVL:

Malheureusement, il n'existe pas de recommandatig#tétiques qui puissent améliorer
la coagulation en présence de la mutation FVL.

Afin de minimiser les risques de thrombose, les@anes en surpoids ou obéses doivent
subir un régime pour lutter contre I'excés de poids

La pratique réguliere d’une activité physique etrdsport est fortement recommandée, y
compris chez les personnes ayant été victimes dhmenbose. Si la thrombose est récente, il
est évident qu’un délai de trois mois est a regpestant d’entreprendre cette activite.

Il est impératif de suivre le schéma thérapeutigrescrit en cas de thrombose et ce de
facon a prévenir toute récidive. Le port de basa®ention veineuse est recommandé car il
peut réduire au minimum le risque de survenue daoraplication désagréable courante : le
syndrome post-thrombotique (cedéme, troubles cutaleses). Idéalement, les bas devraient
étre portés régulierement pendant une périodetgliagu'a 2 ans apres la thrombose. Il est
également utile de sur-élever ses jambes le sbifaut éviter la chaleur et s’abstenir
notamment de les exposer au soleil pendant desdaesdrprolongées.
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Le facteur V Leiden est une mutation unique sugéee codant pour le facteur V de la
coagulation qui conduit au remplacement en posifi0é d'une arginine par une glutamine
(Arg 506 GIn ou R506Q). Les fonctions procoagulartte facteur V sont conservées tant dit
ce que la mutation modifie I'un des sites de ckvdg facteur Va par la protéine C activée

(PCa), ce qui induit une résistance a son inadtivatt une hypercoagulabilitd.a

transmission de cette anomalie génétique est aniqgae dominante.

Le FV Leiden représente actuellement, par sa frézpida premiére cause de thrombophilie
constitutionnelle. Le risque relatif de thrombos#neuse est multiplié par 5 a 10 chez les
hétérozygotes et par 50 a 100 chez les homozydaedistribution et la prévalence de cette
anomalie varie largement selon les zones géograehigt les populationge taux le plus
haut est dans la population générale caucasienre & % de cette population serait
hétérozygote pour cette mutation avec des varstiomsidérables selon les pays (10 a 12 %
d’hétérozygotes en Suéde, 12 a 13 % en Grecelalgnce des homozygotes est de 1/5000.
La mutation est trés rare dans les populationsespasiatiques et les aborigénes australiens.

Sur la seule étude publiée au Maroc il n'a pasété de cas de FVL.

La recherche de cette anomalie génétique faiiepdu bilan de thrombophilie et vise a
mieux cerner le risque de thrombose, en vue degooger une thérapeutique préventive des

récidives et a dépister les sujets a risque.

Le diagnostic phénotypique de la mutation du FVLreprésenté par un test de coagulation
qui est RPCa. Le test est basé sur le TCA, réalsprésence ou en I'absence de PCa, et le
résultat est exprimé en rapport TCA en présencesnedbsence de PCA. Ce test a une
sensibilité et une spécificité comparable a celielal biologie moléculaire. Il est réalisable
chez les patients sous antivitamines K et sousrim&pavec certaines trousses de réactifs. Il
peut étre faussement perturbé en cas d’anticoagulaique et son interprétation est difficile
en cas d'allongement du TCA et d'un déficit en éaictV inférieur a 50%. De plus, ce test ne

permet pas de différencier de fagon fiable lestsujétérozygotes des sujets homozygotes.
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La recherche directe de la mutation est possibl¢aaalyse de I'ADN par polymerase chain
reaction (PCR), digestion enzymatique qui permediagnostic de certitude du facteur V
Leiden et permet de distinguer les sujets hétémeggdes homozygotes. |l est obligatoire
d’'informer le patient de la réalisation de ce st TADN génomique, et de se conformer
dans ces circonstances a la Iégislation en vig@ette recherche par biologie moléculaire est

le plus souvent réalisée apres un test phénotypigsiéf.
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Résumeé

Titre : Le Facteur V Leiden ou phénotype de Résistace a la Protéine C
activée (RPCa)
Mots clés :Facteur V- Résistance a la protéine C activéetebad/ Leiden -

Thrombophilie - Thromboses veineuses.

Auteur : Sana FARHANE

Le facteur V (FV) est une protéine de I'hérasst son réle est crucial dans la voie pro-
coagulante et anti-coagulante notamment celle gedi@ine C. La résistance a la protéine C
activée (RPCA) est une anomalie de la coagulaténlé plus souvent a la mutation facteur
V Leiden, substitution nucléotidigue G1691A se trigdnt par une mutation arginine (506) en
glutamine en position 506 du facteur V. C’est uatdar constitutionnel de thrombophilie.
Chez les patients ayant des antécédents de thresieseuses, sa fréquence est de 20 a 30

% alors qu'elle est de 4 a 10 % chez les sujetmpgymatiques.

La recherche du FV Leiden fait partie du bitenthrombophilie du sujet &gé de moins de
50 ans. L'implication du FV Leiden au cours desothboses artérielles est faible, voire
absente. Une association avec les fausses couchiépétition et certaines pathologies

vasculoplacentaires est également rapportée.

Sa détermination au laboratoire comporte un teéhptypique représentée par la recherche
de RPCA par méthodes de coagulation est souvdiséeten premiere intention avec une trés
bonne spécificité. Toutefois, I'étude moléculairgt encontournable pour établir la nature

hétérozygote ou homozygote du FV Leiden.
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Abstract

Autor: Factor V Leiden or phenotype ofactivated protein C resistance
(APCR)

Key words: Factor V Resistance to activated protein C - Fa¢tbeiden - thrombophilia -
Venous thrombosis.
Author: Sana FARHANE

Factor V (FV) is a protein in hemostasis,rdke is crucial in the way pro-coagulant and
anticoagulant including that of protein C. Actiedtprotein C resistance (APCR) is a
coagulation abnormality often linked to FV Leiderutation, a single nucleotide G1691A
substitution resulting in arginine 506 to glutamiméssense factor V mutation. FVL is a
factor of thrombophilia. FV Leiden has a frequemfy20 to 30% in groups of patients with
venous thrombosis while it is of 4 to 10% in asyompatic subjects.
APCR and FV Leiden are included in laboratory itigzgions of thrombophilic markers in
patients less than 50 years with venous thrombdsisarterial thrombosis, FV Leiden
implication is weak or absent. FV Leiden increathesrisk of thrombosis in other situations
as in patients with cancer. An association with ureant miscarriages and other
vasculoplacental complications is also reported.
Detection of APCR by coagulation methods is oftesed in first intention with a high
specificity if plasmas tested are diluted in factordeficient plasma. Genotyping study is

essential to establish the heterozygote or homdeygfdactor V.
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mon art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant
fidele a leur renseignement.
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la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité et
mes devoirs envers le malade et sa dignité humain.

D’étre fidele dans [exercice de la pharmacie a législation
en vigueur aux régles de [honneur, de la probité et du
désintéressement.

De ne pas dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été
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