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         Le facteur V Leiden (FVL) est une mutation unique sur le gène codant pour le facteur 

V de la coagulation ou la proaccélérine qui conduit au remplacement en position 506 d'une 

arginine par une glutamine (Arg 506 Gln ou R506Q). La mutation peut être hétérozygote ou 

homozygote. 

Les fonctions pro-coagulantes du facteur V sont conservées. Cependant, la mutation 

modifie l'un des sites de clivage du facteur Va par la protéine C activée (PCa), ce qui induit 

une résistance à son inactivation par la protéine C activée (RPCa)  et une hypercoagulabilité. 

Le FVL est associé à un risque accru de thromboses veineuses récidivantes ou 

thrombophilie. 

Le terme de «thrombophilie» désigne d’une part des situations cliniques caractérisées par 

la survenue de thromboses veineuses précoces ou récidivantes ou de siège inhabituel, et 

d’autre part des situations biologiques caractérisées par une hypercoagulabilité.  

Le caractère constitutionnel d’une thrombophilie clinique peut être suspecté sur la notion 

d’antécédents familiaux de pathologie thrombotique veineuse. La biologie a permis dans un 

certain nombre de cas de démontrer le mécanisme de cette hypercoagulabilité 

constitutionnelle, en identifiant le déficit ou l’anomalie moléculaire de facteurs ou 

d’inhibiteurs de la coagulation responsable de la tendance thrombotique. 

Parmi les anomalies constitutionnelles les plus fréquentes : le facteur V Leiden ou leyden 

(FVL) et la transition G20210A dans le gène du facteur II. Des mutations rares ont été 

identifiées  tels les déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation : l’antithrombine, 

protéine C, protéine S. 

La pathologie thrombotique est  essentiellement de localisation veineuse et  

multifactorielle. Elle est favorisée par des situations cliniques ou pharmacologiques (âge 

avancé, chirurgie, immobilisation, obésité, insuffisance veineuse, cancer, prise 

d’estrogènes…).  

Actuellement, la recherche d’anomalies de l’hémostase dans un contexte de phlébites 

précoces ou récidivantes ou à caractère familial, permet d’identifier une ou  plusieurs 

anomalies dans environ la moitié des cas. 
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   Le but de notre travail est : 

- de présenter la structure du facteur V normal de la coagulation et du FVL 

- de décrire les techniques de recherche de cette mutation 

- de rapporter les pathologies liées à la mutation FVL 

- de terminer par une conduite à tenir en présence de la mutation FVL. 
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         La découverte initiale du facteur V est due à Paul Owren en 1947, utilisant une 

technologie  relativement primitive, il a pu déduire l'existence d'un cinquième composant 

exigé pour la  formation de fibrine qu'il a nommé « le facteur V » [1]. Mais son existence 

avait déjà été soupçonnée dès 1943 par Quick, qui lui avait donné le nom de « facteur labile » 

[2]. 

I. Structure du facteur V :  

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

domaines C) [3, 4] (figure 1). La structure des domaines peut être représentée par : 

A1-A2-(a2)-B-(a3)-A3-C1-C2 (Figure 4) [5]. 

Les domaines A du facteur V sont : 

A1 (1-303), A2 (317-656), A3 (1546-1877) [6]. 

Le domaine B a une structure complexe et unique est entièrement codé par l’exon 13. 

Il est composé de 835 acides aminés (aa) : B (710-1545). Il contient deux répétitions de 

17 aa, et 31 répétitions de 9 aa. Il est abondamment glycosylé, et renferme les sites de 

glycosylation (25 sites de glycosylation) et les sites de clivage par la thrombine [7, 8]. 

Les études biochimiques récentes ont démontré qu'à la différence des domaines A et C, le 

domaine B n’était pas nécessaire pour l’activité coagulante. 

Les domaines C sont homologues à plusieurs protéines discoïdines , comme la galactose 

oxydase, suggérant un rôle de ces domaines dans l'interaction avec les phospholipides [9-10].  

Les domaines C sont constitués par la répétition de deux séquences : 

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

 

 

 

 

 

Figure 1 : Protéine FV avec ses trois domaines A, B et C [11]. 
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II.  Gène du facteur V : 
 

Le FV est un polypeptide monocaténaire de 330 kDa, codé par un gène de plus de 80 Kb 

localisé sur le bras long du chromosome 1 dans la région 1q 21-25. Il comprend 25 exons [6, 

12] (Figure 2). 

Ce gène est transcrit en ARNm de 6,8 Kb traduit en un pro-peptide contenant 2224 acides 

aminés (aa). La protéine mature est formée de 2196 aa organisés en plusieurs types de 

domaines [11]. 

 

 

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

III.  Lieu de synthèse, maturation et sécrétion du FV : 
 

Le FV est synthétisé par le système réticulo-endothélial hépatique et également d'origine 

plaquettaire (20 % du pool circulant) [13].  

1. Lieu de synthèse : 

Le FV plasmatique est synthétisé dans l’hépatocyte et dans la cellule endothéliale. Le FV 

plaquettaire dans le mégacaryocyte [6, 8]. C’est un facteur non vitamine K dépendant. 

            

2. Maturation du FV  : 

 

Les protéines de coagulation nouvellement synthétisées passent à travers une série 

d’organites intracellulaires où elles subissent des modifications post traductionnelles avant 

leur sécrétion y compris le réticulum endoplasmique (RE), l'appareil de Golgi (AG), et les 

granules de sécrétion, avant de gagner  l'espace extracellulaire [14] (figure 3). 
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� Au niveau du Réticulum Endoplasmique : 

 

Le clivage du peptide signal du FV (28 aa) se fait au niveau du RE [8, 15]. Le FV subit 

aussi une initiation à la N-glycosylation (liaison par une β N acètylglucoseamine à des résidus 

asparagines de la protéine) essentiellement au niveau des domaines B du FV (25 résidus Asp 

sites potentiels de fixation des chaînes oligosacharidiques) [16, 17, 18]. 

Une protéine, la calnexine fonctionne comme chaperonne pour assurer la sélection des 

protéines correctement pliés qui vont ensuite être transportés vers l’AG [16, 18, 19] 

Les deux protéines LMAN1 (Lectin Mannose binding 1) et MCFD2 (Multiple 

Coagulation Factor Deficiency 2) forment un complexe, mannose et calcium dépendant, 

équimolaire. Ce complexe prend en charge les protéines correctement glycosylées et ayant 

une bonne conformation spatiale [20- 24]. 

Le motif tétrapeptidique Lys-Lys-Phe-Phe (KKFF) semble fonctionner comme un signal 

de circulation du complexe LMAN1/MCFD2 entre le RE et ERGIC (Endoplasmic Reticulum 

Golgi Intremediate Compartment) [25- 27]. 

Le motif diphényle (EE) interagit avec des protéines recouvrant des vésicules de transport 

de type COP II (Coat Protein complex-II) qui assure le transport antérograde (du RE vers 

l’AG) du complexe LMAN1-MCFD2 / FV  vers le compartiment intermédiaire [25- 27]. 

 

� Au niveau du compartiment intermédiaire:  
 

Les vésicules COP II se lient les unes aux autres à fin de constituer le compartiment 

intermédiaire ERGIC [20, 23]. 

LMAN1 se détache du FV, et le mécanisme de sa libération au niveau de l'ERGIC reste 

peu clair mais il serait lié à l’action de MCFD2, à la dissociation de COP-II et à la diminution 

du pH et du calcium dans l’ERGIC [27]. 

Le complexe LMAN1-MCFD2 va se fixer sur d’autres protéines de surface des vésicules 

COP-I (Coat Protein Complex-I) de transport rétrograde (de l’AG vers RE) à l'aide d'un motif 

C- terminal de type lyslys (KK) et le FV va poursuivre son chemin dans les microtubules de 

Golgi [28]. 
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� Au niveau de l’Appareil de Golgi : 
 

Les modifications post traductionnelles au niveau de l’AG sont représentées par une O-

glycosylation (liaison par une α N acètylglucosamine à une serine ou à une thréonine), 

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

 

 

 

 

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

 

Le FV se fixe au complexe LMAN1–MCFD2 (transporteur) par l'intermédiaire de leurs 

résidus mannose. Ce complexe LMAN1–MCFD2 +FV est orienté vers les vésicules de 

transport par les protéines COP-II. Ces vésicules arrivent au niveau de l'appareil de Golgi et 

relâche le FV dans l'appareil de Golgi, à partir duquel son métabolisme intracellulaire se 

poursuivra jusqu'au phénomène de sécrétion. Le complexe LMAN1–MCFD2 est lui recyclé 

grâce à la prise en charge par les protéines COP-I qui dirigent le complexe transporteur dans 

des vésicules de transport antérogrades, d'où son retour vers le RE.  
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3. La sécrétion dans la circulation : 

Le FV est secrété hors des cellules sous forme d’une seule chaîne d’acides aminés riches 

en groupements hydrophobes. 20 à 25% de cette quantité est stocké dans les granules alpha 

des mégacaryocytes où le FV est complexé à la multimèrine [8, 25]. 

IV.  Rôle du FV dans la coagulation  plasmatique : 
 

Le FV joue un rôle crucial dans la cascade de la coagulation plasmatique. Il intervient 

comme un cofacteur, qui accélère considérablement les réactions enzymatiques des sérines 

protéases. Il accélère la transformation de la prothrombine en thrombine par le FXa en 

présence de phospholipides et d'ions calcium. Il se forme ainsi un complexe  FXa-FV appelé 

complexe « prothrombinase » adsorbé sur une micelle phospholipidique en présence de 

calcium.  Le FV agit comme cofacteur du facteur FXa. Ni le FV, ni les phospholipides seuls 

ne sont en effet capables d'activer la prothrombine. Mais leur présence augmente la vitesse de 

la réaction  (Figure 4 et 5).  

 

Figure 4: Rôle du facteur V dans la cascade de la coagulation [30]. 



 

AT : Antithrombine ; PC : Protéine C ; PCa : Protéine C activée ; PS : Protéine S ; 

PL : Phospholipides ; FT : Facteur Tissulaire ; PAI1 : Plasmino

T-PA : Tissue Plasminogen Activator ; Ca++ : Calcium.

 

                   

Figure 5: Concept actu

KHPM : Kininogène haut poids moléculaire

 

1. Activation du facteur V
 

        Le FV est indispensable au bon déroulement de la cascade de la 

par de nombreuses  protéases, notamment la thrombine, le FXa et de manièr

plasmine [6]. 
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AT : Antithrombine ; PC : Protéine C ; PCa : Protéine C activée ; PS : Protéine S ; 

PL : Phospholipides ; FT : Facteur Tissulaire ; PAI1 : Plasminogen Activator Inhibitor 1 ; 

PA : Tissue Plasminogen Activator ; Ca++ : Calcium. 

  

 

Concept actuel de l’hémostase (in vivo) [31].

: Kininogène haut poids moléculaire ; PK : Pré-Kallikréine.

ctivation du facteur V :  

Le FV est indispensable au bon déroulement de la cascade de la coagulation. Il est activé 

protéases, notamment la thrombine, le FXa et de manièr

AT : Antithrombine ; PC : Protéine C ; PCa : Protéine C activée ; PS : Protéine S ;  

gen Activator Inhibitor 1 ;  

 

]. 
Kallikréine. 

coagulation. Il est activé 

protéases, notamment la thrombine, le FXa et de manière transitoire par le 
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Le clivage se fait à trois niveaux : Arg709, Arg1018 et Arg1545, éliminant le domaine B 

qui ensuite subit un clivage entre Arg 1018 et Thr 1019 donnant naissance à deux peptides de 

71 kDa et 150 kDa [6]. 

Le FV activé (FVa) ou l'accélérine a une chaîne lourde de 105 kD constituée de deux 

domaines A, et une chaîne légère de 71 ou 74 kDa composée d'un domaine A et deux 

domaines C.  

Ces deux chaînes sont associées de manière non covalente à l’ion de calcium [6] (Figure 6). 

Cette différence de poids moléculaire de la chaîne légère est due à la présence de deux 

isomères nommés FV1 et FV2 a une ration molaire de 33 : 67 (V1 :V2), résultant de la 

différence de glycosylation au niveau du domaine C2. Ces deux isoformes présentent des 

propriétés différentes : le FV2 a une grande affinité aux phospholipides anioniques que le 

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

 

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

2. Inactivation du facteur V : 
 
        La protéine C (PC) est une protéine de synthèse hépatique, vitamine K dépendante et 

zymogène d’une sérine protéase. Elle est dotée d’un potentiel anticoagulant et anti-

inflammatoire, circule sous forme inactive, son activation par la thrombine en protéine C 

activée (PCa) nécessite la fixation de la thrombine sur un récepteur appelé la 

thrombomoduline (protéine intégrante des cellules endothéliales vasculaire).  



 

La PCa est un inhibiteur très puissant du facteur Va et son action est augmentée par son 

cofacteur, la protéine S (PS). 

La PC clive le FVa après les Arg 306,506 et 679. Le premier clivage au niveau de l’Arg 

506 réduit l’activité du cofacteu

après 306 donne une inhibition totale du cofacteur, alors que le dernier clivag

679 est le plus lent et n’apparaît pas important pour l’inactivation du FV. Une alternative 

d’inactivation du FV faisant appel à la thrombine a été

643, réduisant ainsi l’affinité entre la

 

 

Figure 7 : Représentation schématique de la forme pro

et la forme inhibée  (

 

L’activité anti-coagulante du FV ou forme inhibée

dégradation du FVIIIa est liée à la partie C terminale du domaine B. Elle nécessite la coupure 

de l’arginine 506 par la PCa. Les états du FV ne se limitent donc par aux formes basales, 

activée et inactivée, mais comprennent aussi d’autres é

course de vitesse entre l’action de la PCa et des serines protéases activatrices (IIa et Xa) peut 

suivre une autre séquence que le schéma activation/inactivation, et induire l’apparition de 
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La PCa est un inhibiteur très puissant du facteur Va et son action est augmentée par son 

PC clive le FVa après les Arg 306,506 et 679. Le premier clivage au niveau de l’Arg 

506 réduit l’activité du cofacteur et son affinité au FXa de 25 à 40 %. Le deuxième clivage 

après 306 donne une inhibition totale du cofacteur, alors que le dernier clivag

679 est le plus lent et n’apparaît pas important pour l’inactivation du FV. Une alternative 

faisant appel à la thrombine a été décrite, la thrombine clive après l’Arg 

643, réduisant ainsi l’affinité entre la chaîne lourde et la chaîne légère [6, 8

 

Représentation schématique de la forme pro-coagulante (FVa) 

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

coagulante du FV ou forme inhibée, cofacteur de

dégradation du FVIIIa est liée à la partie C terminale du domaine B. Elle nécessite la coupure 

de l’arginine 506 par la PCa. Les états du FV ne se limitent donc par aux formes basales, 

activée et inactivée, mais comprennent aussi d’autres états intermédiaires de la molécule. La 

course de vitesse entre l’action de la PCa et des serines protéases activatrices (IIa et Xa) peut 

suivre une autre séquence que le schéma activation/inactivation, et induire l’apparition de 

La PCa est un inhibiteur très puissant du facteur Va et son action est augmentée par son 

PC clive le FVa après les Arg 306,506 et 679. Le premier clivage au niveau de l’Arg 

40 %. Le deuxième clivage 

après 306 donne une inhibition totale du cofacteur, alors que le dernier clivage après l’Arg 

679 est le plus lent et n’apparaît pas important pour l’inactivation du FV. Une alternative 

décrite, la thrombine clive après l’Arg 

et la chaîne légère [6, 8, 32] (figure 7). 

 

nte (FVa)  

cofacteur de la PCa pour la 

dégradation du FVIIIa est liée à la partie C terminale du domaine B. Elle nécessite la coupure 

de l’arginine 506 par la PCa. Les états du FV ne se limitent donc par aux formes basales, 

tats intermédiaires de la molécule. La 

course de vitesse entre l’action de la PCa et des serines protéases activatrices (IIa et Xa) peut 

suivre une autre séquence que le schéma activation/inactivation, et induire l’apparition de 
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molécules partiellement inactivées qui acquièrent une fonction anti-coagulante en tant que 

cofacteur de la PCa dans sa dégradation du VIIIa.  

Ce FV anti-coagulant peut alors soit subir l’action de la PCa et devenir totalement 

inactive par   clivage de l’arginine 306, soit rejoindre un état partiellement pro-coagulant par 

clivage des arginines 709, 1018 et surtout 1545 (Facteur V active intermédiaire,Vaint). De 

même, le FVa (activé par la thrombine ou le FXa sur les arginines 709, 1018 et 1545), peut 

soit subir une dégradation partielle par la PCa au niveau de l’arginine 506 qui donnera un FV 

partiellement pro-coagulant comme précédemment, soit être totalement dégradé dès que la 

PCA s’attaque à l’arginine 306. C’est donc des concentrations relatives en IIa, Xa et PCa que 

résulte le devenir de chaque molécule de FV [32] (figure 8). 

 

 

Figure 8 : Les voies intriquées de l’activation par la thrombine et de l’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 extrêmement labile particulièrement après purification lorsque la 

concentration protéique est faible, elle peut être stabilisée par l'addition d'albumine. Cette 

inactivation  du FV est ralentie en présence de cations divalents, de ce fait, le FV est plus 

stable dans le plasma en présence de citrate de sodium qu'en présence d'EDTA ou d'oxalate. 

Le FV est thermolabile, l'activité étant rapidement détruite en l'absence de calcium, lorsque la 

température augmente de + 4°C à 37°C. Il est détruit par chauffage à 50°C pendant une heure.  

Comme le FVII, son activité reste stable pendant quelques semaines à -60°C.  

Le maximum de stabilité est obtenu pour un pH compris entre 6,2 et 7,3 [2]. 

2. Poids moléculaire : 

Le FV non activé a un poids moléculaire de 330 kDa, son activation entraîne une 

diminution du  poids moléculaire qui n'est plus que de 110 kDa en même temps que 

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

3. Concentration et demi vie du facteur V : 

Le FV est présent dans le plasma à un taux de 5 à 10 mg/ml, et sa demi-vie 

plasmatique est de 12 à 36 heures. 
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Chapitre II  : 

Facteur V Leiden 
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I. Historique : 
 

        En février 1993, DAHLBACK et coll, rapportent plusieurs cas de maladie thrombo-

embolique familiale associée à un phénomène de résistance à la protéine C activée (RPCa ou 

RPCA). La mise en évidence de cette anomalie reposait sur l'allongement insuffisant du temps 

de céphaline avec activateur (TCA) en présence de la protéine C activée (PCa) exogène. 

Cette découverte a stimulé  les études fondamentales et bio-cliniques pour tenter d'en 

comprendre le mécanisme moléculaire et ses conséquences physiopathologiques. 

Le mécanisme a été élucidé dès l'année suivante : le phénotype de RPCa est lié au facteur V 

muté de la coagulation. La mutation FV Leiden  (FVL) a été décrite par l’équipe de Bertina en 

1994.  

II.  Le FV Leiden :  

1. Structure : 
         Il s’agit d’une mutation faux-sens située dans l’exon 10 du gène codant le FV. La 

mutation  

«Leiden » appelée aussi la mutation G1691A du gène du facteur V, touche le 

nucléotide 1691, le codon sauvage CGA étant remplacé par le codon CAA.  

En conséquence, sur la protéine, l’Arginine (Arg) en position 506 est remplacée par une 

Glutamine (Gln), d’où l’appellation de mutation Arg506Gln (ou R506Q). La protéine C 

activée (PCa) ne reconnaît plus son premier site de clivage du FV activé par la thrombine. Et 

de ce fait, le FV «résiste» à l’inactivation par la PCa. En effet l’inactivation par clivage au 

niveau des arginines 306 et 679 est dix fois plus lente sur le FVL que sur le FV à l’état 

sauvage. En pratique, le FVL perd sa fonction de cofacteur du système de la protéine C, c’est-

à-dire du système inhibiteur de la coagulation et de ce fait expose au risque de thrombose. En 

revanche, il conserve ses propriétés pro-coagulantes. Le FV muté est désigné sous le nom de 

FVL, du nom de la ville où l’anomalie a été décrite (en Hollande) (figure 9) [33-34]. 
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Figure 9 : Inactivation du FVa normal et du FV Leiden par la PCa [35] 

 

2. Comparaison FVL/ FV normal : 
 

Le  tableau I  compare le FVL avec  FV normal.  

 

 

 

 



 

Le  Tableau

 

Structure 

Activité FV cofacteur de la protéine C activée

 

3. Mode d’action du FVL dans
 

 Le FV est activé en présence de FXa 

inactivé par la PCa qui le coupe en 3 sites précis : Arg 306, Arg 506,  Arg679

L'inactivation complète du FV

physiologique du clivage en 679 est mal 

l'exposition des autres sites de clivage

La mutation FVL entraîne une 

remplacement d'une arginine (Arg) par une glutamine (Gln) entraîne la perte du site de 

clivage par la PCa, à la fois sur le FV et sur le FVa. I

FVa par la PCa et une perte de l'act

Le site de clivage en position  506 du FVa est très sensible à l'act

normal, mais il est protégé par le FXa au sein du complexe prothrombinase. De ce fait, la 

mutation Arg506Gln entraîne surtout un défaut d'

moindre celle du FVa de la prothrombinase
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ableau I  : tableau comparatif FVL/FV normal 

FV 

FV cofacteur de la protéine C activée FVL résistant à la protéine C activée

e d’action du FVL dans la cascade de coagulation 

en présence de FXa et de la thrombine. Le FVa est physiologiquement 

qui le coupe en 3 sites précis : Arg 306, Arg 506,  Arg679

L'inactivation complète du FVa dépend surtout du clivage en 306

physiologique du clivage en 679 est mal connue. Le clivage en position 506 e

sites de clivage, notamment du site en 306.  

entraîne une hypercoagulabilité par deux 

remplacement d'une arginine (Arg) par une glutamine (Gln) entraîne la perte du site de 

la fois sur le FV et sur le FVa. Il en résulte un défaut d'inactivation du 

FVa par la PCa et une perte de l'activité cofacteur de la PCa du FV. 

Le site de clivage en position  506 du FVa est très sensible à l'action de la PCa sur le FVa 

est protégé par le FXa au sein du complexe prothrombinase. De ce fait, la 

entraîne surtout un défaut d'inactivation du FVa libre (et à degré 

prothrombinase) [36, 37]. 

FVL 

 

FVL résistant à la protéine C activée 

 : 

e FVa est physiologiquement 

qui le coupe en 3 sites précis : Arg 306, Arg 506,  Arg679 [36, 37]. 

306. L'inactivation 

. Le clivage en position 506 est nécessaire à 

par deux mécanismes. Le 

remplacement d'une arginine (Arg) par une glutamine (Gln) entraîne la perte du site de 

l en résulte un défaut d'inactivation du 

ion de la PCa sur le FVa 

est protégé par le FXa au sein du complexe prothrombinase. De ce fait, la 

inactivation du FVa libre (et à degré 
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En outre, le FVL ne peut plus agir comme cofacteur de la PCa (en présence de 

phospholipides, de calcium et de protéine S) pour inactiver le FVIIIa, majorant l'amplification 

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

 

                                                  Activation de la coagulation 
                                                                                                                                           
 

 

PCa 
 
                                                                                      PS 
                                                                                      FV 
                                                                                     Phospholipides 
                                                                                     Ca²⁺ 
 

 

 

               FVa normal                                                                                         FVa Leiden 
                                                                                                                                    
 

 

 

 

             Inhibition du FVa                                                                             Persistance du FVa 
 

Figure 10 : Facteur Va normal et facteur V Leiden activé [37]. 

4.  Mode de transmission de la mutation FVL : 

        Le FV Leiden est un maladie héréditaire affectant aussi bien les hommes que les femmes 

avec un mode de transmission  autosomique dominant, causé par une mutation retrouvée au 

niveau de la paire de chromosomes 1.  

La personne porteuse du FV Leiden à l'état hétérozygote possède une copie du gène qui 

fonctionne normalement, et une copie du gène qui ne fonctionne pas normalement (copie « 

Leiden »). À chaque grossesse, l’individu hétérozygote possède 50 % de chance de 

transmettre à l’enfant le gène du FV fonctionnant normalement et 50 % de risque de 

transmettre le gène du FV défectueux (figure 11) [38]. 

Si les deux parents sont porteurs (figure 12),  l’enfant a : 



 

- un risque sur quatre (25 %

dans ce cas-là, l’enfant est homozygote

- 50 % de risque d’être hétérozygote

- 25 % de chance d’être 

Figure 11: Croisement entre une personne saine et une 
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un risque sur quatre (25 %) de recevoir des deux parents le gène du F

’enfant est homozygote;  

hétérozygote; 

d’être normal [39]. 

Croisement entre une personne saine et une autre porteuse hétérozygote [31

parents le gène du FV défectueux; 

 

autre porteuse hétérozygote [31]. 
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Figure 12: Schéma de transmission autosomique dominante [38]. 

 

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

caucasienne, la fréquence du FVL varie de 2% à 8% [40]. Les porteurs de l’anomalie sont 

hétérozygotes, dans la grande majorité des cas. La prévalence de l’homozygotie est de 0.05% 

à 0.25% [40]. 

Depuis la publication de Bertina, différentes études ont été effectuées dans diverses 

populations et groupes ethniques afin de déterminer la prévalence de cette mutation dans la 

population générale.  

Les prévalences rapportées par les différentes études sont résumées dans le tableau I. 

L’ensemble des données publiées fait apparaître une grande diversité dans la répartition 

géographique. En effet, la mutation est très fréquente chez les Européens, avec un gradient 

nord-sud: la fréquence allélique au Royaume-Uni est de 8,9 % versus 1,4 % en Italie [41].  

La mutation est absente chez les Africains sub-sahariens, dans les populations de l’Est de 

l’Asie, les populations aborigènes d’Australie et d’Amérique ainsi que chez les Esquimaux, 

les Inuits du Groenland et les Basques [42-43].  
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Alors que les publications initiales suggéraient que la mutation FVL était strictement 

limitée à la population européenne, des publications récentes ont montré qu’elle existe dans 

les populations arabes du bassin méditerranéen, et parfois même à des taux plus élevée que 

celle retrouvée en Europe : 10.5%  en Jordanie [44], 13.6% en Syrie [44], 14.4% au Liban 

[45].  

La prévalence diminue lorsque l’on s’éloigne du bassin méditerranéen, ce qui suggère 

que la mutation est limitée aux Caucasiens, Européens et Arabes. 

L’origine de cette mutation se situerait donc dans le bassin Est de la méditerranée, hors 

pays européens, avec extension de la mutation vers les autres pays par le biais des vagues de 

migration [44]. 

 Un effet fondateur est probablement à l’origine de cette anomalie, qui serait survenue il y 

a 21000 à 34000 ans, après la séparation des Africains, des non Africains et des Caucasiens, 

des populations mongoles [46]. 

Concernant la population marocaine et d’après les résultats des rares publications dans ce 

sujet, cette mutation est inexistante [55]. Contrairement par exemple à la Tunisie qui a été 

peuplée par une population Berbère avant de subir plusieurs colonisations successives par les 

Phéniciens, les Romains, les Vandales, les Byzantins et enfin les Arabes [47].  

Sur  la figure 13 et le Tableau II, est représentée la prévalence de la mutation FVL. 

 

Figure 13: carte des fréquences (en %) de l’allèle FVL, en Europe et en Moyen-Orient [48]. 
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Tableau II: Prévalence de la mutation FVL dans le monde.  

Pays/ population Effectif (N) Hétérozygote 
FV Leiden 

Prévalence de 
l’hétérozygotie 

(%)  
Références 

Liban 
Syrie 
Grèce 
Suède  
Jordanie 
Royaume-Unis 
Allemagne 
Israël 
Tunisie 
Turquie 
Australie 
France (Paris) 
USA 
Espagne 
Islande 
Hollande 
Italie 
Algérie 
Arabie Saoudite 
Maroc 
Sénégal 
Zambie 
Kenya 
Indonésiens 
Koréen 
Chine 
Mongolie 
Jamaicains 
Indiens 
d’Australie 
 

174 
500 
187 
288 
400 
237 
814 
2111 
204 
151 
126 
51 

4047 
150 
96 
474 
1207 
75 
55 
159 
96 
95 
60 
100 
93 
254 
36 
91 
184 

 
 

25 
68 
25 
32 
42 
21 
58 
109 
10 
7 
5 
2 

150 
5 
3 
14 
33 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
 
 

       14,4 
13,6 
13,4 
11,1 
10,5 
8,9 
7,12 
5,2 
5 

4,6 
3,96 
3,92 
3,71 
3,3 
3,12 
2,95 
1,4 
1,3 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
 
 

Almawi et al. [44] 
Irani-Hakime et al [44] 
 Irani-Hakime et al [44] 
 [41] 
 Awidi et al. [49] 
 [41] 
 Irani-Hakime et al [44] 
 Seligsohn et al [50] 
Frere et al. [51] 
 Ozbek et al. [52] 
 [41] 
 [41] 
Irani-Hakime et al [44] 
 Ozbek et al. [52] 
 [41] 
B.Zoller et al. [53] 
[41] 
Chafa et al [47] 
Rees et al. [54] 
Mathonnet et al. [55] 
Rees et al. [54] 
Rees et al. [54] 
Rees et al. [54] 
Pepe et al [56] 
[41] 
[41] 
[41] 
[41] 
Bennett et al. [57] 
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Chapitre III  :  

FVL et Pathologies 
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I. Thrombophilie et FVL  :  
 

            Le terme de « thrombophilie » désigne d’une part des situations cliniques caractérisées 

par la survenue de thromboses veineuses précoces ou récidivantes ou de siège inhabituel, 

d’autre part des situations biologiques caractérisées par une hypercoagulabilité. 

Le FVL est un facteur de risque constitutionnel de thrombophilie qui a fait l'objet de plusieurs 

études. 

 

Tableau III:  Principaux facteurs de risque de la maladie thrombo-embolique 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 antiphospholipides 

Synd. myéloprolifiratif 

 

Facteur V Leiden 

Déficit en protéine C 

Déficit en protéine S 

Déficit en antithrombine 

Facteur II G20210A (leiden) 

Dysfibrinogénémie 

Hyper-homocystéinémie 

Taux élevés de fibrinogène 

Taux élevés de facteur VIII 

Taux élevés de facteur XI 

Taux élevés de facteur IX 

 

Chez les sujets présentant la mutation FVL à l’état hétérozygote, le risque de thrombose 

veineuse est multiplié par environ 3 à 8 [58, 59]. Dans de nombreux cas, les sujets 

hétérozygotes sont asymptomatiques. Les thromboses veineuses peuvent survenir dans des 

situations à risque, qui agissent comme facteur déclenchant, telles qu’une intervention 

chirurgicale, une grossesse, la prise de contraceptif oral (contenant des œstrogènes) ou une 

immobilisation.  
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1. L’évaluation du risque thrombo-embolique veineux associé à la 
présence du FVL : 

Ce risque est variable : 

� Si la mutation est isolée : 
 

        Les sujets homozygotes développent une thrombose au moins une fois dans leur vie, 

notamment lorsqu’ils sont exposés à des facteurs de risque transitoires.  

L’âge moyen de survenue de la première thrombose est de 31 ans chez les homozygotes alors 

qu’il est de 44 ans chez les hétérozygotes [60].  

La localisation et la sévérité des thromboses chez les porteurs de cette mutation sont très 

diverses.  

Les TVP des membres inférieurs sont les plus fréquemment rencontrées, cependant des 

thromboses veineuses portales ou cérébrales ont été également rapportées. Le FVL est 

rarement associé à l’embolie pulmonaire ou aux thromboses veineuses rétiniennes [60,61]. 

Le rôle du FVL en tant que facteur de risque de récidive de MTEV est controversé [62,63]. 

Sur le plan clinique le FVL expose surtout au risque de thrombose veineuse, plus rarement 

d'embolie pulmonaire [64]. 

� Si  la mutation est associée à la prise de contraception orale : 
 
          Compte tenu de sa grande fréquence, la mutation FVL crée une opportunité plus forte 

d’interaction avec d'autres facteurs de risque génétiques, acquis ou environnementaux. Ainsi, 

la contraception orale (CO) par les œstroprogestatifs, notamment les œstroprogestatifs de 

troisième génération, majore le risque de thrombose d’un facteur 4 chez les femmes non 

porteuses de la mutation par rapport à des femmes sans pilule. Ce risque peut augmenter 

jusqu’à 30 voire 50 chez les utilisatrices de CO porteuses de la mutation [65]. 

Le tableau III résume l’incidence des thromboses veineuses chez les jeunes femmes en âge de 

procréer en fonction de la prise de contraceptif oral et de l’existence ou non de la mutation du 

FVL. 
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Tableau IV : incidence de la MTEV en présence du  FVL et contraception 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 l’enfant : 

        Selon l’étude réalisée par Nowak sur un échantillon de 196 enfants caucasiens âgés de 1 

à 16 ans, la prévalence de la mutation FVL est de 5.1% [68]. Chez les enfants malades 

souffrant de TVP, la prévalence de la mutation FVL varie de 13.2% à 52% [67, 68].  

Chez les enfants, comme chez les adultes, la mutation Leiden constitue un facteur de 

risque de TVP. En effet, une étude réalisée par Schobess portant sur 119 enfants présentant 

une TVP spontanée et 100 enfants témoins, âgés de 0 à 18 ans, a montré que la mutation FVL 

était significativement plus élevée chez les enfants malades que chez les témoins (odd ratio 

4.55). 

Selon trois études de cohorte et une étude cas-témoins, la prévalence de cette mutation 

chez les enfants souffrant de thrombose veineuse cérébrale varie de 0 à 18.8%. Dans l’étude 

cas-témoins réalisée chez 23 enfants, l’odd ratio est de 2.3 [69]. 

Cette mutation est un facteur de risque de récidive chez les enfants. L’étude réalisée par  

Nowak portant sur 301 enfants âgés de 0 à 18 ans ayant consulté pour un premier épisode 

de TVP et suivis ensuite de façon prospective durant une période moyenne de sept ans, 

montre que la  mutation confère un risque relatif de récidive de 4.0, ce risque relatif étant de 

6.0 chez les porteurs homozygotes. Le risque relatif de récidive passe à 10.6 chez les enfants 

présentant des anomalies combinés [70]. 

La mutation FVL est également retenue comme facteur de risque de thromboses 

artérielles chez l’enfant. La majorité des études cas-témoin montre une majoration de 

l’incidence de la mutation chez les enfants ayant un accident ischémique artériel [71]. La 

méta-analyse réalisée par Barnes en 2000 portant sur 5 études cas-témoin, montre que la 



28 

 

mutation FVL est un facteur de risque de thrombose artérielle, l’odd ratio global dans cette 

étude étant de 4,3 [71].  

� Risque obstétrical associé à la mutation FVL : 
 

       La mutation Leiden représente également un facteur de risque obstétrical. Deux 

méta-analyses regroupant respectivement 9 [72] et 31 études [73], montrent que cette 

mutation est impliquée aussi bien dans les pertes fœtales précoces que tardives. Par ailleurs, 

sa présence à l’état hétérozygote a été identifiée chez 4.5% à 26% des patientes ayant une pré-

éclampsie sévère. Dans sa revue de la littérature, Alfirevic suggère une association entre FVL 

et pré-éclampsie/éclampsie [74]. 

Des données récentes  montrent que le FVL est un facteur de risque de pertes fœtales  

récurrentes chez les femmes tunisiennes. En effet, la première étude concernait 54 femmes 

âgées de 19 à 43 ans à la maternité de Sousse pour avortements à répétition (plus de deux 

fausses-couches consécutives et inexpliquées) [75]. Dans cette étude six patientes parmi les 

54 (11.11%) étaient porteuses de la mutation à l’état hétérozygote. Une seconde étude a inclus 

une cohorte de patientes plus élevée (146 femmes avec plus de trois fausses couches 

consécutives et inexpliquées). Cette étude montre une association positive entre la mutation 

Leiden et les pertes fœtales récurrentes chez les femmes tunisiennes [76]. L’étude de 

Zammiti,  montre que, la mutation FVL n’est pas un facteur de risque de perte fœtale très 

précoce (avant 8 semaines de grossesse) chez la femme tunisienne. Par contre, elle majore 

graduellement le risque après la huitième semaine de gestation [77]. 

2. Concernant l’évaluation du risque thrombotique artériel associé à la 
présence du FVL : 

 

        De nombreuses équipes ont étudié le rôle du FVL dans la survenue d'infarctus du 

myocarde. Dans l'étude prospective de médecins américains (Physician Health Study, PHS) 

[78]. La présence de la mutation n'est pas associée à la survenue d'un infarctus du myocarde 

ou d'un accident vasculaire cérébral ischémique. Dans le cadre de l'étude ECTIM (étude cas 

témoin de l'infarctus du myocarde) regroupant 643 patients et 726 témoins, aucune 

association significative n'est relevée [78]. 
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Quelques études rapportent, cependant, des associations positives, particulièrement 

lorsque l'effet conjoint de la mutation et d'un facteur de risque environnemental a été étudié. 

Ainsi, dans une étude cas témoin de l'infarctus du myocarde survenant chez la femme jeune 

(88 patientes, 388 témoins), l'usage du tabac multiplie par 32 le risque relatif d'infarctus du 

myocarde associé à la présence du FVL qui, présent seul, est associé à un risque relatif 

beaucoup plus faible (2,4) [79]. 

Dans la méta-analyse de Casas et al. (4 598 malades, 13 798 témoins), la survenue d’accidents 

vasculaires cérébraux ischémiques ne semble pas fortement liée à la présence du FVL [80]. 

3. FVL et Cancers : 
         La survenue de thromboses chez des patients atteints de cancers est souvent 

multifactorielle, faisant intervenir l’immobilisation, la chirurgie, la chimiothérapie et l’activité 

pro-coagulante des cellules cancéreuses. Si globalement, le risque de thrombose chez les 

patients présentant un cancer ou ayant un FVL est multiplié par 7, l’association cancers et 

FVL multiplierait ce risque par 12 [81]. 

4. FVL et thrombose des cathéters centraux : 
         Elle peut être favorisée par la rupture de la paroi vasculaire, la nature du dispositif 

utilisé, et une activation de la coagulation et des plaquettes. Le rôle des thrombophilies 

biologiques, en particulier le FVL a été très étudié. La méta-analyse de Dentali et al. [82] 

portant sur dix études incluant des patients présentant un cancer et pour lesquels un cathéter 

veineux central a été mis en place montre un risque relatif (RR) de thrombose de 4,6 avec un 

intervalle de confiance (IC) compris entre 2,6–8,1 en cas de présence du FVL (211 cas) par  

rapport aux patients non porteurs de la mutation (860 cas). 
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Chapitre IV  :  
Techniques de détermination 

de la mutation FVL 
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La recherche de la mutation FVL repose sur deux types de tests :  

- des tests de dépistage phénotypique: ce sont les tests chronométriques représentés par 

la recherche de la  résistance à la protéine C activée RPCa.  

- des tests de confirmation : ce sont des tests de biologie moléculaire. 

 

I. Les indications de la recherche de la mutation FVL : 
Dans le rapport de la HAS (Haute Autorité de Santé) publié en 2011, sont présentées les 

indications de la recherche de la mutation G1691A du gène du facteur V  ou FVL, facteur 

impliqué dans la maladie thrombo-embolique veineuse. Pour cette recherche, il existe des 

indications consensuelles qui sont : [83] 

� en cas de premier épisode de MTEV ; 

• non provoquée survenue avant 50/60 ans,  

• chez les femmes en âge de procréer, que l’épisode soit provoqué ou non ;  

� en cas de récidive de MTEV ;   

• toute récidive de TVP proximale et/ou EP, dont le premier épisode est survenu 

avant 50/60 ans, 

• toute récidive de TVP distale non provoquée ;  

� en présence d’antécédents personnels de MTEV ou ayant des antécédents familiaux de 

MTEV chez la femme enceinte. 

La recherche des mutations des FV peut également être proposée, après discussion au cas par 

cas dans les indications suivantes :  

� en présence d’une histoire familiale de thrombophilie héréditaire chez les femmes 

enceintes ;  

� en cas d’antécédents de fausses couches multiples ou de mort fœtale intra-utérine 

fœtale inexpliquée, de pré-éclampsie, de syndrome HELLP,  de retard de croissance 

fœtal chez la femme enceinte.  
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Le tableau V  représente la synthèse des indications recommandées pour la recherche du FVL  
 

 

Tableau V: Les indications de la recherche de la mutation FV Leiden [83]. 

Recommandations Indications 

HAS de 2006 

Les indications de la recherche FVL  sont : 
• dans le cas général (hors grossesse) lors bilan étiologique, en particulier chez le sujet de 
moins de 50 ans, d’une thrombose veineuse profonde inexpliquée ou récidivante ou d’une 
embolie pulmonaire inexpliquée ou récidivante ; 
• chez la femme enceinte : devant la survenue d’une thrombose veineuse ou ayant des 
antécédents familiaux de thrombose veineuse prouvés, ou des antécédents personnels de 
thrombose veineuse. 

GEHT de 2009 

Les indications de la recherche de Facteurs biologiques de risque de MTEV dont FVL sont : 
• en cas de premier épisode de TVP proximale et/ou EP : en cas de premier épisode MTEV 
non provoquée survenu avant 60 ans, dans le but d’adapter éventuellement la durée de 
traitement et de définir les conduites à tenir pour les apparentés (grade C) ou chez les 
femmes en âge de procréer, que l’épisode soit provoqué ou non, compte tenu de l’impact sur 
la prise en charge des grossesses (grade C) ; 
• en cas de récidive pour toute récidive de TVP proximale et/ou EP provoquée ou non, dont 
le premier épisode est survenu avant 60 ans (accord professionnel), ou toute récidive de TVP 
distale non provoquée (accord professionnel). 

SISET de 2009 

Les indications de la recherche de Facteurs biologiques de risque de MTEV, dont FVL  sont : 
• chez les femmes enceintes asymptomatiques, avec une histoire familiale de MTEV (grade 
D) ; 
• chez les femmes enceintes asymptomatiques, avec une histoire familiale de thrombophilie 
héréditaire (grade C). Il est suggéré de rechercher la déficience familiale et au moins deux 
des mutations les plus communes : le facteur V de Leiden et la mutation G20210A du gène 
de la prothrombine ; 
• chez les femmes enceintes ayant un antécédent de MTEV (grade C) ; 
• chez les femmes enceintes ayant un antécédent de fausses couches multiples ou de mort 
intra-utérine fœtale inexpliquée (grade C) ; 
• chez les femmes enceintes ayant un antécédent de pré-éclampsie, de syndrome HELLP 
(Hemolysis Elevated Liver enzymes and Low Platelets), d’abruptio placentae, de retard de 
croissance fœtal (grade D). 

 

II.  Les recommandations pré-analytiques : 
        Comme pour tout prélèvement d’hémostase, la phase pré-analytique doit être respectée. 

On va se limiter aux particularités de la recherche de FVL. 
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1. Le prélèvement :  
 
� Pour le test de dépistage : comme pour les tests d’hémostase, le plasma doit être 

prélevé 

sur anticoagulant type citrate de sodium à la concentration de 3,2 % (0,109 M) au 1/10 (0,5 ml 

pour 4,5 ml de sang). Les tubes citratés à 3,8 % (0,129 M) sont acceptés. Le sang peut 

également être recueilli sur tube CTAD (citrate, théophylline, adénine, dipyridamole). Tout 

autre anticoagulant doit être proscrit. Les conditions de prélèvement sont celles générales des 

tests d’hémostase [36]. 

� Pour la biologie moléculaire : le prélèvement doit être réalisé sur tube contenant du 

citrate de sodium ou d’EDTA. 

2. Transport, mode de centrifugation et conservation :  
 

� Pour le test de dépistage :  

       D'après les recommandations de la GEHT (Groupe d'Etude sur l'Hémostase et la 

Thrombose) et la CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) [36, 37] : 

- Le transport doit se faire à température ambiante avec un délai de moins de 4 heures. 

- Le nombre de plaquettes résiduel est un élément très important et ne doit pas excéder 10 

Giga/L. Pour cela, il est recommandé de pratiquer une double centrifugation de 2 x 15 min à 

2500 g, en prenant soin de décanter le plasma au-dessus de la couche leuco-cytoplaquettaire 

entre les deux opérations. Il est recommandé d'utiliser une centrifugeuse thermostatée 

permettant de maintenir une température comprise entre 18° et 22° C. 

- En cas de dosage différé, congeler dans les 2 heures suivant le prélèvement. La congélation 

doit être rapide à -70°C, en  petit volume, tube non mouillable, capacité adaptée à 

l’échantillon. La décongélation doit être rapide (2-3 minutes) à 37°C et les plasmas sont 

homogénéisés et le test doit être réalisé sans délai. 

- La conservation du plasma est possible 2 semaines à – 20 °C et 6 mois à – 80 °C. 

� Pour la biologie moléculaire : 

– Conservation du prélèvement 48 heures à température ambiante (15 -20 °C). 

– L’ADN extrait et purifié se conserve plusieurs mois à - 70 °C. 
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– Transport à température ambiante ou à + 4 °C (si > 24 h). 

NB : Éviter toute contamination du prélèvement par des germes, des cellules exogènes ou de 

l'ADN exogène. Pour cela, il est recommandé de réaliser le prélèvement au moyen d'un 

système d'aspiration sous vide, et à ne pas ouvrir le tube avant son analyse au laboratoire.  

3. Les  Renseignements indispensables :  
♦ Pour le test de dépistage RPCa : 

La protéine C étant un facteur vitamine K dépendant, le traitement par antivitamines K 

interfére avec le test. De même la prise de dabigatran ou rivaroxaban [36]. La méthode de 

Dahlbäck modifiée, actuellement utilisée, n’est pas influencée par les traitements 

antivitamines K.  

♦ Pour  la biologie moléculaire :      

L’examen des caractéristiques génétiques à des fins médicales est réglementé par le Code de 

la santé publique de chaque pays.  

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

règles définies que l’examen des caractéristiques génétiques d’une personne à des fins 

médicales a pour objet « soit de confirmer ou d’infirmer le diagnostic de maladie génétique 

chez une personne qui en présente les symptômes, soit de rechercher, chez une personne 

asymptomatique, les caractéristiques d’un ou plusieurs gènes susceptibles d’entraîner à terme, 

le développement d’une maladie chez la personne elle-même ou sa descendance ≫ [32]. 

- Les conditions de prescription : 

La prescription suppose un entretien préalable avec le patient afin de lui expliquer la nature de 

l’examen, la signification du résultat, et les conséquences éventuelles de ce résultat. L’accord 

écrit du sujet est requis pour réaliser le test, et il peut refuser d’en connaître le résultat. 

L’information préalable à la réalisation du test (directe, puis consignée par écrit) comme la 

remise du résultat doivent être faites par un médecin. Le secret médical doit être respecté vis-

à-vis des tiers, y compris les autres membres de la famille qui ne peuvent être contactés que 

par le sujet lui-même.  Les mineurs ne sont testés qu’en cas de bénéfice individuel direct 

attendu [84].                 
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- Conditions de communications des résultats : 

Le compte rendu d’analyse commenté et signé par le praticien responsable agréé doit être 

adressé exclusivement au praticien prescripteur des examens génétiques, puis remis au patient 

dans le cadre d’une consultation médicale individuelle [32,84]. 

 

- Conditions de conservation des documents :  

Le consentement écrit, le double des prescriptions et les comptes rendus d’analyse 

doivent être conservés par le médecin prescripteur dans le dossier médical du patient. Les 

comptes rendus d’analyse et leur commentaire explicatif sont également conservés par le 

laboratoire de biologie médicale [84,85]. 

III.  Les techniques de détermination :    

1. Les tests de recherche d’une résistance à la protéine C activée RPCa : 
TEST DE DEPISTAGE – TEST PHENOTYPIQUE 

 

        La mutation Arg506Gln ou FVL est mise en évidence chez 90 à 95 % des patients 

présentant une RPCa. Les autres cas de RPCa (environ 5%) sont acquis (au cours de la 

grossesse, lors de la prise de contraception œstro-progestative ou chez certains patients 

présentant un syndrome des anti-phospholipides) ou en rapport avec une autre mutation du 

FV (FV Cambridge, FV Hong Kong) [33-37]. 

Il existe actuellement de nombreuses méthodes de détection de la RPCa avec en général 

une bonne sensibilité pour la mutation du FVL et pour certaines une spécificité proche de 98 à 

100 %. Ce sont des techniques totalement automatisées réalisées dans des laboratoires de 

biologie médicales. 

En cas de positivité du test, la recherche par biologie moléculaire du FVL est 

indispensable pour établir le caractère homozygote ou hétérozygote de la mutation. Dans 

certains laboratoires la recherche de la mutation est réalisée d'emblée sans test RPCa 

préalable.                           
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a. Test historique = test de première génération : 
Le test initialement mis au point par Dahlbäck et al. [83,86] en 1993 repose sur la mesure 

du temps de céphaline avec activateur (TCA) effectuée sur du plasma non dilué en présence et 

en l’absence de protéine C activée exogène en quantité standardisée. Le résultat est 

habituellement exprimé sous forme du ratio (TCA + PCa)/TCA  natif. La résistance se mesure 

par l’absence d’allongement du (TCA + PCa). Ce test, dit de  «première génération », détecte 

la présence du FVL, mais il est influencé par de nombreux facteurs et sujette à de nombreuses 

interférences. Ainsi, le test n'est pas interprétable chez les patients sous traitements anti-

coagulants : héparine ou antivitamines K. De même, une insuffisance hépatique, la présence 

d'un anticoagulant circulant [94], un déficit en protéine S ou un excès du facteur VIII et de 

fibrinogène au cours des syndromes inflammatoires [87-88].  

Des RPCa acquises chez les femmes enceintes ou sous contraception orale ont été 

également rapportées [88,89].  

La spécificité d'une RPCa détectée par ce test global est d'environ 80 %.  

Néanmoins, les études ont montré que le test de première génération permet également de 

détecter une RPCa héréditaire, non liée à la présence du FVL, qui est un facteur de risque de 

thrombose veineuse, indépendamment des taux de FVIII, de l’âge et du sexe [34]. Ce test est 

utilisé dans les laboratoires de recherche sur la thrombophilie qui cherchent à dépister de 

nouvelles causes de RPCa et qui réalisent des études épidémiologiques [83]. 

b. Les tests de seconde génération = méthodes avec pré-dilution dans du 
plasma déficient en FV :  

- La pré-dilution du plasma à étudier dans un plasma déficient en FV permet de réduire 

les 

interférences, et d'améliorer la sensibilité et la spécificité du test vis-à-vis du FVL [90], 

On parle de technique « modifiée » ou de test de seconde génération.  

Dans ces conditions, seule l’influence du temps de dégradation du FV du patient 

(dépendant de la présence ou non de la mutation Leiden) intervient sur le ratio, et la 

discrimination entre patients porteurs ou non de la mutation est excellente [32]. 

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

anticoagulant par anti-vitamine K [91]. En cas de traitement héparinique, le traitement 



37 

 

préalable du plasma par un inhibiteur de l'héparine est nécessaire s'il n'est pas présent dans le 

réactif.   

L’interprétation des résultats reste parfois difficile en cas de déficit en FV ou en présence d’un 

anticoagulant circulant [92].  

C’est la technique la plus couramment utilisée [93]. Elle est recommandée par le BCSH 

(British Committee for Standards in Haematology) [94] comme test phénotypique du FVL. 

Pour Tripodi, les deux tests devraient être réalisés (test historique et modifié) et en cas de 

résultat positif, la recherche moléculaire de la mutation du FV Leiden devrait être réalisée 

[91]. 

D’autres tests de « deuxième génération » de principe ont été développés, et cherchent à 

améliorer la spécificité de la méthode vis-à-vis de la recherche du FV Leiden (tableau V) [32]. 

Les moyens mis en œuvre pour assurer cette spécificité sont soit la pré-dilution dans du 

plasma déficient en FV, soit le déclenchement de la coagulation par des venins activateurs du 

FV, du FX ou du FII. L’optimisation des concentrations de venin influence également la 

spécificité. Ainsi la pré-dilution du plasma à tester dans un pool de plasmas normaux est 

également préconisée dans certaines méthodes qui restent sensibles à la présence de 25 % de 

taux de FVL [32].  

La mesure de deux temps (avec ou sans PCa) ou d’un seul temps, la réalisation du temps 

de coagulation en l’absence de PCa permet d’identifier d’éventuelles autres causes 

d’allongement du temps de coagulation. Les ratios sont le plus souvent valables malgré les 

allongements des temps de base, mais le contrôle du diagnostic par une autre méthode est 

recommandé en cas d’allongement important des temps. Certaines méthodes recommandent 

l’expression des résultats en ratio qui est le rapport entre le résultat du patient et le résultat du 

pool normal ou du plasma lyophilisé (ratios normalisés) [32]. 

Le recrutement de la PC endogène activée par le venin d’Agkistrodon contortrix pour 

dégrader le FV peut entraîner une sensibilité du test aux déficits en PC [32].  

D’autres techniques ont été proposées et interviennent sur la voie de la coagulation : 

        - des techniques utilisant le venin de crotale qui active directement le FX et 

déclenche la coagulation en milieu calcique. Après dilution en plasma déficient en FV, on 

mesure le temps de coagulation en présence de PCa purifiée. Les résultats sont interprétés en 
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fonction d’un seuil, 120 secondes, au-dessus duquel ils sont considérés comme normaux. La 

seule limite de ce test est le taux de FV du patient, qui doit impérativement être supérieur à 50 

% [34,37].  

       - des techniques qui reposent sur l’inhibition du FVIII, sur l’addition de FXa ou 

explorant 

la cascade anticoagulante de la protéine C. D'après Ronde et Bertina [95], il est préférable 

que les résultats soient exprimés en Ratios normalisés.  

Cependant, dans une étude de Tripodi et al. [96], à laquelle ont participé sept laboratoires 

experts, la normalisation (pool normal ou plasma lyophilisé) n’améliore pas la 

reproductibilité. On peut donc exprimer le résultat d’une méthode en deux temps (± PCa) soit 

à l’aide du rapport des deux temps, soit à l’aide du rapport normalisé. 

Chaque laboratoire doit déterminer localement et pour chaque lot de réactif la zone de 

normalité et les zones de résistance qui permettent de suspecter la présence d’un FVL à l’état 

hétérozygote ou homozygote. Il peut exister une zone de doute dont les limites doivent être 

précisées. Un résultat dans cette zone implique systématiquement la recherche de la mutation 

par biologie moléculaire [84]. 

Il importe donc d’être très vigilant quant à l'interprétation des résultats (mode 

d'expression des résultats et seuils différents selon le test utilisé). 
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Tableau IIII : Principaux tests de recherche d’une résistance à la protéine C activée [32]. 

 Fournisseur Sensible à ... Principe Spécificité 

 
Coatest APC 
Resistance 

 
 

Test historique 

 
Chromogenix, 

Instrumentation 
laboratory 

 
Haemochrom 
Diagnostica 

 
Facteur V-L 
+ VIII, V, PS 

+ AVK et HNF 
+ toutes causes de 

TCA allongé 

 
TCA silice colloïdale ± PCA 

colyophilisée avec la 
céphaline. 
2 temps. 

_ 

 
APC 

resistance V 

 
Instrumentation 

laboratory 

 
Facteur V-L 100 % 
Facteur V R306T 

 
Prédilution en plasma 

déficient V puis TCA silice 
colloïdale 

± PCA colyophilisée avec la 
céphaline. 
2 temps. 

+ 

 
Hemoclot 
Factor V-L 

 
HYPHEN BioMed 

 
Facteur V-L 

+ V 
Insensible à AC 

lupique, AVK, HNF 

 
Prédilution en 

[Fg+II+VIIIc+PS] puis X ± 
PCA, puis 

IXa+PL+Ca++. 
2 temps. 

+ 

 
Hemoclot 

Quanti-V-L 

 
HYPHEN BioMed 

 
Facteur V-L 

 
Prédilution en 

[Fg+II+VIIIc+PS+PCA] puis 
Xa+PL puis 

Ca++. 
1 temps et gamme 

d’étalonnage. 

+ 

 
Staclot APCR 

 
Diagnostica Stago 

 
Facteur V-L 

+ V (faux négatifs si 
diminué) 

Insensible à AC 
lupique, AVK, HNF, 

déficit en PS 

 
Prédilution en plasma 

déficient V avec activation 
du X 

par le venin (4) puis 
déclenchement par Ca++ 

+PCA. 
1 temps. 

+ 

ProC global Dade-Behring 

Facteur V-L100 % 
+ PC (90 %), PS (60-

90 %) 
+ AVK, Fg, V et VIII 

(peu spécifique 
des anomalies de la 

voie de la 
protéine C 

± Activation de la PC 
endogène par venin de 

serpent (1), 
En présence de céphaline 

puis activation de 
coagulation par Ca++. 2 

temps 

_ 
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 Fournisseur Sensible à ... Principe Spécificité 

 
ProC Ac R 

 
Dade-Behring 

 
Facteur V-L 

+ Facteur V R306T et 
R306C 
+ PC 

Insensible à AC 
lupique, AVK, HNF 

 
± Activation de la PC 
endogène par venin de 

serpent (1), 
puis activation du X par 
RVV-X(2)+PL+Ca++. 2 

temps. 

+ 

Gradithromb 
PCP Test 

Life diagnostics 

Facteur V-L (100 %) 
+ PC (95 %), PS (65 

%), mutation 
du II, OP, grossesse… 

Insensible à HNF 

± Activation de la PC 
endogène par venin de 

serpent (1), 
puis activation du X par 

RVV(2)+PL+Ca++. 
2 temps. 

_ 

Gradileiden V 
 
 

Cryocheck Clot 
APCR 

Life diagnostics 
 
 

PrecisionBiologic 

Facteur V-L 
+ PC, AVK 

Peu sensible à AC 
lupique, 

Insensible à VIII, 
facteurs contact, 

PC, PS, HNF 

± Activation de la PC 
endogène par venin de 

serpent 
(1), puis activation du X par 

RVV-X+PL+Ca++(2) à 
concentration optimisée. 

2 temps. 

± 
 

APC Resistance 
kit 

Technoclone 

Facteur V-L 
Insensible à AC 

lupique, VIII, AVK, 
HNF 

Prédilution en « plasma de 
dilution » puis activation du 
V par RVV-V(2)± PCA, puis 

activation du II venin (3) 
dépendant du V résiduel. 

2 temps. 

+ 

Pefakit APC-R 
Factor V Leiden 

Pentapharm Ltd 

Facteur V-L (100 % 
ssb, 100 % sp) 

Insensible à AC 
lupique (ni Ca++, 
ni PL), au VIII (en 

amont), AVK, HNF, 
déficit en PS et PC 

Prédilution en plasma 
déficient V puis activation du 

V par RVV-V ± PCA puis 
activation du II par venin (3) 

dépendant du V résiduel. 
2 temps. 

+ 

 

(1) Protac, activateur de la PC (Agkistrodon contortrix contortrix) 
(2) RVV,venin de vipère Russell, activateur du FX (=RVV-X) ou du FV (=RVV-V) 
(3) Noscarine, activateur du FII en présence de FV (Notechis scutatus scutatus) 
(4) activateur du FX (Crotalus Viridis helleri) 
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Figure 14: photo du coffret Staclot APC-R utilisé au niveau  du  service  
d’Hématologie de l’Hôpital Militaire de Rabat. 

(1) FV déficient plasma, (2) Venin, (3) PCa, (4) Control N, (5) Control P. 
(2)  

2. La recherche du FV Leiden par biologie moléculaire :  

TEST DE  CONFIRMATION : 
 

        La recherche du polymorphisme Arg506Gln de l’exon 10 du gène du FV est simple. 

Toutes les  méthodes de recherche des mutations ponctuelles peuvent être employées [84]. 

L’éventail des techniques est très large et d’évolution constante [84,97].  
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Il existe des techniques classiques qui comportent deux étapes : une étape d’amplification 

de l’ADN par PCR (polymerase chain reaction) et une étape de détection de la mutation sur le 

produit amplifié. 

Deux grandes familles dominent actuellement le marché :  

- les méthodes nécessitant une étape de séparation sur gel électrophorèse (les premières 

à avoir été utilisées en 1994 lors de la découverte de la mutation FVL)  

- et les techniques en temps réel. 

 De nombreuses autres techniques nécessitent souvent des appareillages spécifiques. 

a. Techniques sur gel : 
♦ Polymorphisme de longueur de fragments de restriction (Restriction 

Fragment Length Polymorphism ou RFLP) : 

La digestion par une enzyme de restriction du matériel amplifié abouti à l'obtention de 

différents fragments de tailles variables en fonction de la séquence de l’amplifiat (figure 

15)L’analyse de la longueur de ces fragments permet de rechercher des substitutions, des 

insertions ou des délétions qui modifient le nombre de sites de restriction et donc la longueur 

des fragments de restriction [32]. 

La RFLP a constitué la première technique moléculaire de détection de la mutation V 

Leiden. En effet, celle-ci est à l’origine de la perte d’un site de restriction (Mnl1) d’où la 

possibilité de distinguer selon cette approche les homozygotes et les hétérozygotes (figure 

16). 

Une technique dérivée consiste à introduire un site de restriction artificiel par l’utilisation 

d’une amorce spécifique de la mutation.  

De très nombreuses enzymes qui sont d'origine bactérienne ont été décrites pour la 

recherche de la  mutation Arg506Gln. Il est préférable de choisir des enzymes permettant de 

visualiser un site de restriction contrôle, toujours présent et localisé à un autre emplacement 

que la mutation recherchée [32,98]. 

L'ADN est extrait, amplifié par PCR, digéré par l'endonucléase MnI1 puis les produits 

sont analysés sur gel d'électrophorèse. 
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Figure 15 : Principe de détection du FV Leiden par RFLP (Mnl1). 
 

 

Figure 16 : Schéma de la mise en évidence de la mutation Arg506Gln du FVL [37]. 
Le produit normal d'amplification est de 267 paires de bases (bp) (A) et se divise en deux 
fragments de 163 et 67 bp après digestion par l'endonucléase (B). L'allèle muté apparaît sous 
la forme d'une bande de 200 bp à l'état hétérozygote avec persistance des bandes à 67 et 163 
bp (C) ou homozygote, avec disparition de la bande à 163 bp (D). 
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Figure 17: Electrophorèse sur gel d'agarose pour la détection du facteur V Leiden   

par RFLP [98]. 

 

♦ PCR spécifique d’allèle (Allele-specific PCR ou amplification 

refractory mutation system ou ARMS) :           

Cette méthode est fondée sur le fait que la présence d’un mésappariement à l’extrémité 3’ 

d’une amorce ne permet pas l’amplification (figure 18). Deux amplifications sont réalisées 

dans deux tubes contenant tous les deux une amorce commune mais différenciés par la 

présence d’une amorce spécifique de l’allèle sauvage dans le premier et d’une amorce 

spécifique de l’allèle muté dans le second. La séquence de l’amorce spécifique de l’allèle 

muté est conçue de façon à ce que le nucléotide muté corresponde à son extrémité 3’. Les 

homozygotes sauvages et mutés ne donneront d’amplification que dans un des deux tubes, les 

hétérozygotes conduiront à une amplification dans les deux tubes. Dans ce cas, le produit final 

est un amplicon double brin. Plusieurs variantes de cette technique ont été décrites impliquant 
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notamment l’utilisation d’amorces spécifiques marquées par un fluorophore et l’utilisation de 

l’électrophorèse capillaire comme technique séparative [32,99]. 

D’après l’AHRQ (Agency for Healthcare Research and Quality) [106], les méthode PCR-

RFLP et PCR spécifique d’allèle sont utilisées et considérées par la FDA (Food and Drug 

Administration) comme méthodes de référence acceptables. 

 

 

Figure 18 : Principe de la technique amplification spécifique d'allèle [32]. 
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Figure 19: Gel d'agarose de trois produits de PCR [99]. 

 1. Sujet homozygote pour l'allèle muté 1691A ; 2. Sujet homozygote pour l'allèle normal 

1691G ; 3. Sujet hétérozygote 1691A et 1691G ; 4. Témoin négatif. Dans les cas des produits 

de PCR 1, 2 et 3, les bandes contrôles du gène de la β-microglobuline (444 pb) et du gène du 

facteur V (287 pb) sont clairement visibles. 

 

b. Techniques en temps réel fondées sur le transfert 
d’énergie entre molécules fluorescentes (Fluorescence 
resonance energy transfer, FRET) : 

 

Deux techniques associent amplification et fluorimétrie en exploitant le phénomène de 

FRET : soit grâce à des sondes allèles spécifiques de type Light-Cycler, soit grâce à des 

sondes d’hydrolyse de type Taqman. Dans les deux cas, un couple d’amorces amplifie la zone 

du polymorphisme recherché [32].  

♦ La méthode Light-cycler : 
 

La méthode Light-cycler met en œuvre, deux sondes courtes marquées par deux 

fluorophores différents, l’une d’entre d’elle peut s’hybrider sur la zone du polymorphisme et 



47 

 

l’autre à proximité (Figure 20). Le rapprochement physique de ces sondes sur les amplifiats 

permet le transfert d’énergie et l’augmentation du signal fluorescent est mesurée en temps 

réel. 

La présence d’une mutation modifie les propriétés de fusion des complexes sonde/produit 

d’amplification et la réalisation d’une courbe de fusion permet donc d’identifier les différents 

génotypes [32,100]. 

 

 

Figure 20 : Principe des sondes Light-cycler [32]. 
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Figure 21: Resultat de la technique Light-cycler [100]. 
 Cette analyse séquentielle montre que les oligonucléotides de synthèse sélectionnés 

utilisés comme amorces amplifient spécifiquement un fragment de 222 bp du gène du facteur 

V contenant la séquence Factor V Leiden. 

 

♦ La méthode TaqMan : 

La méthode TaqMan repose sur une sonde unique portant deux fluorophores (en 5’ 

Reporteur 

FAM, TET, JOE, HEX ou VICTM, en 3’ Quencher, habituellement TAMRA). La petite 

taille de la sonde (25 à 30 nucléotides, soit moins de 55 angströms), fait que l’énergie 

absorbée par le reporteur excité est transférée par FRET au Quencher (figure 22). Le spectre 

d’excitation du TAMRA ne chevauchant pas le spectre d’émission du reporteur, le Quencher 

absorbe l’énergie sans émettre aucune fluorescence. Le système TaqMan utilise l’activité 5’-

3’ exonucléase de l’ADN polymérase qui hydrolyse la sonde hybridée à sa cible spécifique 

lors de l’étape d’élongation des amorces [32,101]. 
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Ainsi au cours des cycles d’amplification le fluorophore reporteur est libéré et l’émission 

de fluorescence augmente. L’utilisation de sondes TaqMan allèle-specifique permet la 

détermination des génotypes. 

On notera également l’existence d’une autre méthode fondée sur le transfert d’énergie 

entre molécules fluorescentes, la technologie InvaderR, commercialisée par la société Third 

Wave Technology. Elle peut s’employer avec ou sans PCR préalable du fait de l’amplification 

considérable du signal fluorescent (6 à 7 log) par rapport au nombre de séquences cibles 

[32,101].  

 

 
 

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

La plupart des programmes d’évaluation PCR en temps réel représentent 

automatiquement les données sous forme d’un nuage de points. Les points de données se 

situant le long des axiales X- à savoir Y correspondent au génotype normal, à savoir 

homozygote muté, tandis que les points de données situés au milieu du nuage de points 

correspondent au génotype hétérozygote. 

c. Autres Techniques : 
 

♦ Ligature des oligonucléotides (Oligonucléotide ligation assays, 
OLA) : 

 

Son principe est fondé sur une propriété de la ligase : cette enzyme ne lie deux 

oligonucléotides adjacents que s’ils sont parfaitement appariés à leur séquence cible (figure 

24). La technique utilise donc, d’une part, un oligonucléotide complémentaire de la séquence 

d’ADN jouxtant le site du polymorphisme et, d’autre part, une sonde conçue de façon à ce 

que son extrémité 5’ ou 3’ soit terminée par un nucléotide spécifique de l’allèle sauvage ou 

muté [32].  
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Le résultat de la réaction de ligation, le fait que ces deux oligonucléotides soient 

effectivement liés ou pas, permet de déterminer le génotype des fragments d’amplification 

étudiés. 

 

 

 

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

♦ Hybridation spécifique d’allèle (allele-specific hybridization, ASO) : 

Fondée sur la spécificité de la réaction d’hybridation, cette technique se prête à de 

multiples variantes selon les techniques de marquages et de détection employées (figure 25). 

L’approche « reverse dot-blot » consiste à fixer sur une membrane les sondes oligo-

nucléotidiques. 

La réaction d’hybridation est réalisée dans des conditions de haute stringence assurant 

que l’ADN génomique préalablement amplifié et marqué ne s’hybride qu’avec la sonde dont 

la séquence lui est parfaitement complémentaire [32].  
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Figure 25 : Principe de la technique hybridation spécifique d’allèle [32]. 

♦ Extension d’amorces spécifiques d’allèle (allele-specific primer 

extension) : 

Une amorce est conçue pour s’hybrider à une base en amont du site du polymorphisme 

(figure 26). Mise en présence de l’ADN cible amplifié, des didésoxynucléotides (ddNTPs, 

terminators) et d’une enzyme permettant l’incorporation des ddNTPs, l’amorce est étendue 

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

Il existe de multiples déclinaisons de cette technique différenciées par leur support 

(réalisation en phase liquide, sur support solide,…) et le type de détection mis en œuvre 

(fluorescence, chimioluminescence, spectrométrie de masse,…).  

Une autre variante consiste à utiliser des amorces spécifiques d’allèle qui seront étendues 

si leur appariement avec la séquence cible est parfait (figure 27). Ce phénomène est toutefois 

moins rapide que l’extension d’une sonde parfaitement appariée. 

La technique dite AMASE (apyrase-mediated allele-specific extension) exploite cette 

différence de cinétique et résout ce problème d’extension de mésappariements [32]. 

 

 

 

Figure 27: Principe de la technique extension d'amorces spécifique d'allèle [32]. 

 



54 

 

♦ Technologie Xmap : 

On doit cette technologie à la société Luminex, des microsphères de polystyrène de 5,6 

µm de diamètre sont marquées par des concentrations variables de 2 fluorophores (rouge et 

infrarouge) permettant de distinguer 100 sous-types de billes. Des oligo-nucléotides greffés à 

la surface des billes permettent la capture de séquences complémentaires dans l’échantillon à 

tester (chaque type de bille est couplé à un oligo-nucléotide unique). Une amorce est associée 

à chaque oligo-nuléotide spécifique d’un des polymorphismes à étudier. Une première phase 

d’amplification est suivie d’une deuxième avec l’extension d’une amorce allèle spécifique et 

en présence de dNTP-biotinyles [32].  

L’identification des billes par cytométrie en flux est réalisée grâce à leur marquage 

fluorescent, et la streptavidine couplée à de la phycoérythrine permet de quantifier les 

séquences qui ont été reconnues et amplifiées. 

Le génotype est défini par la comparaison du signal obtenu sur les billes portant les 

allèles sauvage et muté.  

Les avantages de la méthode sont les très faibles quantités de réactifs et d’échantillons 

(de l’ordre du microlitre), le fait que 100 cibles puissent être analysées simultanément dans le 

même échantillon et l’automatisation potentielle de la lecture [32].  

♦ Microarrays et nanotechnologies : 

Plusieurs types de microarrays commercialisées ou résultant d’un développement « des 

techniques maison» (ce sont les techniques actuellement utilisées par les laboratoires  dont les 

réactifs n’ont pas les garanties apportées par les ASRs (Analyte Specific reagents) qui sont 

des réactifs obéissant aux bonnes pratiques de préparation (GMP, good manufacturing 

practice)) également été mis en œuvre [32]. 

A titre d’exemple, on peut citer le systeme NanoChipTM proposé par la société Nanogen, 

pour lequel les tests de détection de la mutation Arg506Gln sont disponibles. Cette plateforme 

automatisée présente l’avantage de permettre la réalisation de nombreux tests en parallèle. 

La société Nanosphère présente pour sa part une alternative originale [32]. 

A la différence des autres techniques moléculaires précédemment décrites, cette méthode 

ne requiert ni amplification du matériel génétique ni utilisation d’enzymes. Elle s’appuie sur 

deux hybridations séquentielles avec, d’une part deux sondes spécifiques de chaque allèle (ou 
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sondes de capture) et, d’autre part, une sonde signal spécifique d’une portion de séquence 

proche du polymorphisme. 

Les sondes de capture sont fixées sur une puce et la sonde signal est portée par des 

nanoparticules d’or d’une quinzaine de nanomètres de diamètre (figure 28) [32].  

L’ADN génomique (0,5 a 5 µg) est fragmenté par des ultrasons (taille des fragments 500 

paires de bases) et l’échantillon est mis en contact avec les sondes greffées par la puce puis, 

après une étape de lavage, avec la sonde signal portée par les nano-particules. 

Après élimination des particules non hybridées, la réaction est révélée à l’argent et une 

lecture optique est réalisée. Grâce à l’extrême sensibilité de la détection des billes d’or et à la 

spécificité apportée par les sondes (capture et signal), qui prennent la cible en sandwich. Cette 

méthode au principe relativement simple s’affranchit des besoins d’amplification et de 

réduction de la complexité de l’ADN génomique [32].  

Différentes applications ont été développées pour ce système et notamment un test 

multiplexe pour la détection des mutations V et II Leiden associées à la mutation 677C>T 

MTHFR. Les conditions d’hybridations sont homogènes et la stringence a été définie pour 

permettre une bonne discrimination simultanée des 3 polymorphismes [32].  

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

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

 

3. Performances des techniques de diagnostic : 
 

♦ Les tests de recherche d’une résistance à la protéine C activée 
(RPCa) : 

La sensibilité et la spécificité du test de RPCa pour le dépistage d’une mutation FVL ont 

été analysées dans 5 études [102-103]  (Tableau VI). Ces études étaient réalisées sur un ou 

plusieurs laboratoires, de façon prospective ou rétrospective, et portaient sur différentes 

techniques de recherche de RPCa. 
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La sensibilité et la spécificité des tests étaient évaluées soit à partir d’un seuil pré-défini, 

soit à partir d’un seuil fixé au vu des résultats. 

Dans toutes les études, la sensibilité des tests évalués était de 100 %, sachant que seules 2 

études sur 5 ont analysé les résultats en utilisant un seuil pré-défini et la spécificité variait de 

68 % (avec le test historique de Dahlbäck et la définition d’un seuil de positivité permettant 

d’obtenir une sensibilité de 100 %) à 100 % selon les études. Si le test était réalisé avec une 

dilution préalable du plasma du patient dans un plasma déficient en FV (test de seconde 

génération), la spécificité du test variait de 98,8 % à 100 % sauf en cas de présence d’un 

anticoagulant lupique ou de pathologie hépatique. 
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TableauVII : Sensibilité (Se) et spécificité (Sp) du test de résistance à la protéine C activée (RPCa) dans le cadre de la recherche 
d’une mutation du facteur V de Leiden [97]. 
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♦ La recherche du facteur V Leiden par biologie moléculaire : 

D'après le contrôle de qualité des caractéristiques génétiques à des fins médicales 

organisé en 2005 sous l’égide de l’Afssaps (Agence Française de Sécurité Sanitaire des 

Produits de Santé) [104], quarante-neuf  laboratoires ont participé à la recherche du 

polymorphisme FVL. Quarante-huit ont rendu des résultats exacts. La moitié des laboratoires 

employait des techniques classiques en deux étapes, et l’autre moitié la PCR en temps réel. 

Un autre contrôle a été réalisé en 2010 avec participation de cent-deux laboratoires, dans 

l’ensemble, les résultats (génotypes et commentaires) de cette opération sont satisfaisants à 

100% [105].  

Lorsque des techniques « maison » sont utilisées, la responsabilité de la validité du 

résultat revient totalement au laboratoire, qui doit tout mettre en place pour assurer les 

performances de sa technique et garantir la qualité en s’entourant des contrôles qui permettent 

d’évaluer l’efficacité des différentes étapes analytiques (amplification, digestion, etc.). Les 

changements de lot de réactifs nécessitent une attention particulière. 

Quelle que soit la technique employée, dans chaque série de tests seront incorporés un 

blanc réactif et trois contrôles (normal, muté hétérozygote et homozygote). D’ailleurs le 

NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control) a produit des lignées 

cellulaires immortalisées issues de patients porteur des trois génotypes. Ces lignées 

constituent une source stable d’ADN et le premier panel de référence pour le FVL [106]. 

Afin de rendre un résultat à 100 % fiable du fait de l’importance du diagnostic, il est 

préférable de réaliser soit deux déterminations indépendantes par la même technique soit deux 

déterminations par des techniques différentes pour examiner l’absence d’erreur de 

prélèvement et de manipulation. Cette attitude n’est cependant pas généralisée en pratique 

[32]. 
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CHAPITRE V  :  

Conduite à tenir en présence  

d’une mutation FV Leiden 
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           La mutation FVL ne s'exprime, le plus souvent, que dans des situations à risque de 

thrombose ou chez des patients porteurs d'autres facteurs génétiques de risque.  

I. Chez un sujet qui a déjà thrombosé : 
 

L’existence d’un FVL hétérozygote chez les individus qui ont déjà présenté une 

thrombose, s’accompagne d’une majoration du risque de récidive de thrombose veineuse, ce 

qui suggère de prolonger le traitement par antivitamine K au-delà des 3 à 6 mois 

habituellement préconisés. Cette décision doit cependant être discutée au cas par cas, en 

tenant compte des antécédents thrombotiques, des séquelles, des facteurs associés de récidive 

et du mode de vie du patient [85].  

Le FVL homozygote entraîne une forte augmentation du risque de récidive et indique, en 

principe, la prescription d’un traitement par antivitamine K au long cours, sauf cas particulier. 

Chez les femmes victimes d'une thrombose et qui envisage d'avoir un enfant, un traitement 

par héparine de bas poids moléculaire est instauré dès que la grossesse est confirmée, à raison 

d’une administration par jour. L’héparine doit être continuée pendant six semaines au 

maximum après l’accouchement [38].  

II.  Chez un sujet asymptomatique : 
 

Le plus souvent, une telle situation se rencontre au cours d’une étude familiale, donc par 

définition dans un contexte d’antécédents familiaux de thrombose. Dans ce contexte, la 

découverte de la mutation FVL dans sa forme hétérozygote rend souhaitables deux 

recommandations essentielles [85] : 

� Prescrire, dans toutes les circonstances qui entraînent un risque thrombotique veineux, 

un traitement par héparine (en principe de bas poids moléculaire) selon un protocole 

de type «risque élevé». Parmi ces circonstances, citons un acte chirurgical ou une 

immobilisation. En cas de signe d’appel clinique, un bilan angiologique est nécessaire, 

de façon à apprécier l’utilité d’une contention veineuse. Si les antécédents 
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thrombotiques familiaux sont démontrés (ce qui, par définition, est souvent le cas chez 

les sujets explorés), il faut aussi recommander le port de bas de contention lors de 

voyages prolongés (avion long-courrier, voiture, autocar), associé éventuellement, s’il 

existe plusieurs facteurs de risque, à une héparinothérapie pendant 24 à 48 heures. 

L’attitude à adopter en cas de grossesse est à discuter au cas par cas. La parité, les 

facteurs de risque associés et les antécédents familiaux sont à prendre en compte. 

L’attitude peut varier de l’abstention simple associée aux recommandations hygiéno-

diététiques habituelles, à l’héparinothérapie pendant la grossesse et/ou en post-partum, 

en passant par la prescription d’une contention veineuse. 

� Chez les femmes, la contraception orale par oestro-progestatifs majore le risque relatif 

de thrombose, qui pourrait atteindre 50. Si une contraception hormonale est 

nécessaire, il vaut mieux recourir à un contraceptif progestatif pur, micro ou 

normodosé selon le contexte gynécologique. 

Ces recommandations concernent les femmes qui ont des antécédents familiaux de 

thrombose, et le dépistage de la RPCa devrait leur être proposé dans le cadre d’un bilan 

d’hémostase avant prescription de contraception orale. On ne dispose pas d’étude à grande 

échelle dans la population générale pour apprécier le risque réel de thrombose veineuse induit 

par les estro-progestatifs chez les femmes qui présentent un FVL hétérozygote sans 

antécédents familiaux de thrombose, raison pour laquelle il n’est pas justifié de prescrire une 

recherche de RPCa avant toute prescription de contraception orale, s’il n’y a pas d’antécédent 

familial. 

Chez les femmes homozygotes pour le FVL, la prescription d’héparinothérapie à dose « 

risque élevé » et le port de bas de contention dans les circonstances à risque sont nécessaires. 

Chez les femmes présentant la mutation et n’ayant pas d’antécédents de thrombose, 

seules une surveillance au cours de la grossesse et l’administration d’héparine à titre préventif 

lors de l'accouchement sont nécessaires [59], surtout s’il existe des antécédents familiaux. La 

contraception hormonale contenant des œstrogènes est contre-indiquée [85]. 
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III.  L’hygiène de vie et mutation FVL : 
 

Malheureusement, il n’existe pas de recommandations diététiques qui puissent améliorer 

la coagulation en présence de la mutation FVL.  

Afin de minimiser les risques de thrombose, les personnes en surpoids ou obèses doivent 

subir un régime pour lutter contre l’excès de poids.   

La pratique régulière d’une activité physique et d’un sport est fortement recommandée, y 

compris chez les personnes ayant été victimes d’une thrombose. Si la thrombose est récente, il 

est évident qu’un délai de trois mois est à respecter avant d’entreprendre cette activité.  

Il est impératif de suivre le schéma thérapeutique prescrit en cas de thrombose et ce de 

façon à prévenir toute récidive. Le port de bas de contention veineuse est recommandé car il 

peut réduire au minimum le risque de survenue d’une complication désagréable courante : le 

syndrome post-thrombotique (œdème, troubles cutanés, ulcères). Idéalement, les bas devraient 

être portés régulièrement pendant une période allant jusqu'à 2 ans après la thrombose. Il est 

également utile de sur-élever ses jambes le soir. Il faut éviter la chaleur et s’abstenir 

notamment de les exposer au soleil pendant des périodes prolongées. 
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Le facteur V Leiden est une mutation unique sur le gène codant pour le facteur V de la 

coagulation qui conduit au remplacement en position 506 d'une arginine par une glutamine 

(Arg 506 Gln ou R506Q). Les fonctions procoagulantes du facteur V sont conservées tant dit 

ce que la mutation modifie l'un des sites de clivage du facteur Va par la protéine C activée 

(PCa), ce qui induit une résistance à son inactivation et une hypercoagulabilité. La 

transmission de cette anomalie génétique est autosomique dominante. 

Le FV Leiden représente actuellement, par sa fréquence, la première cause de thrombophilie 

constitutionnelle. Le risque relatif de thrombose veineuse est multiplié par 5 à 10 chez les 

hétérozygotes et par 50 à 100 chez les homozygotes. La distribution et la prévalence de cette 

anomalie varie largement selon les zones géographiques et les populations. Le taux le plus 

haut est dans la population générale caucasienne 2 à 8 % de cette population serait 

hétérozygote pour cette mutation avec des variations considérables selon les pays (10 à 12 % 

d’hétérozygotes en Suède, 12 à 13 % en Grèce) la prévalence des homozygotes est de 1/5000. 

La mutation est très rare dans les populations noires, asiatiques et les aborigènes australiens. 

Sur la seule étude publiée au Maroc  il n’a pas été noté de cas de FVL. 

 La recherche de cette anomalie génétique fait partie du bilan de thrombophilie et vise à 

mieux cerner le risque de thrombose, en vue de  proposer une thérapeutique préventive des 

récidives et à dépister les sujets à risque. 

Le diagnostic phénotypique de la mutation du FVL est représenté par un test de coagulation 

qui est RPCa. Le test est basé sur le TCA, réalisé en présence ou en l’absence de PCa, et le 

résultat est exprimé en rapport TCA en présence  et en absence de  PCA. Ce test a une 

sensibilité et une spécificité comparable à celle de la biologie moléculaire. Il est réalisable 

chez les patients sous antivitamines K et sous héparine avec certaines trousses de réactifs. Il 

peut être faussement perturbé en cas d’anticoagulant lupique et son interprétation est difficile 

en cas d’allongement du TCA et d’un déficit en facteur V inférieur à 50%. De plus, ce test ne 

permet pas de différencier de façon fiable les sujets hétérozygotes des sujets homozygotes.  
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La recherche directe de la mutation est possible par l’analyse de l’ADN par polymerase chain 

reaction (PCR), digestion enzymatique qui permet un diagnostic de certitude du facteur V 

Leiden et permet de distinguer les sujets hétérozygotes des homozygotes.  Il est obligatoire 

d’informer le patient de la réalisation de ce test sur l’ADN génomique, et de se conformer 

dans ces circonstances à la législation en vigueur. Cette recherche par biologie moléculaire est 

le plus souvent réalisée après un test phénotypique positif. 
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Résumé 
 

 

Titre : Le Facteur V Leiden ou phénotype de Résistance à la Protéine C 

activée (RPCa) 

Mots clés : Facteur V-  Résistance à la protéine C activée -Facteur V Leiden -

Thrombophilie -  Thromboses veineuses. 

Auteur : Sana FARHANE 

     Le facteur V (FV) est une protéine de l'hémostase, son rôle est crucial dans la voie pro-

coagulante et anti-coagulante notamment celle de la protéine C. La résistance à la protéine C 

activée (RPCA) est une anomalie de la coagulation liée le plus souvent à la mutation facteur 

V Leiden, substitution nucléotidique G1691A se traduisant par une mutation arginine (506) en        

glutamine en position 506 du facteur V. C’est un facteur constitutionnel de thrombophilie. 

Chez les patients ayant des antécédents de thromboses veineuses, sa fréquence est de 20 à 30 

% alors qu’elle est de 4 à 10 % chez les sujets asymptomatiques.  

     La recherche du FV Leiden fait partie du bilan de thrombophilie du sujet âgé de moins de 

50 ans. L’implication du FV Leiden au cours des thromboses artérielles est faible, voire 

absente. Une association avec les fausses couches à répétition et certaines pathologies 

vasculoplacentaires est également rapportée. 
Sa détermination au laboratoire comporte un test phénotypique représentée par la recherche 

de RPCA par méthodes de coagulation est souvent utilisée en première intention avec une très 

bonne spécificité. Toutefois, l’étude moléculaire est incontournable pour établir la nature 

hétérozygote ou homozygote du FV Leiden. 
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Abstract 
 

Autor :  Factor V Leiden or phenotype of activated protein C resistance 

(APCR) 

Key words: Factor V Resistance to activated protein C - Factor V Leiden - thrombophilia - 

Venous thrombosis. 

Author: Sana FARHANE 

     Factor V (FV) is a protein in hemostasis, its role is crucial in the way pro-coagulant and 

anticoagulant including that of protein C.  Activated protein C resistance (APCR) is a 

coagulation abnormality often linked to FV Leiden mutation, a single nucleotide G1691A 

substitution resulting in arginine 506 to glutamine missense factor V mutation. FVL is a 

factor of thrombophilia. FV Leiden has a frequency of 20 to 30% in groups of patients with 

venous thrombosis while it is of 4 to 10% in asymptomatic subjects. 

APCR and FV Leiden are included in laboratory investigations of thrombophilic markers in 

patients less than 50 years with venous thrombosis. In arterial thrombosis, FV Leiden 

implication is weak or absent. FV Leiden increases the risk of thrombosis in other situations 

as in patients with cancer. An association with recurrent miscarriages and other 

vasculoplacental complications is also reported. 

 Detection of APCR by coagulation methods is often used in first intention with a high 

specificity if plasmas tested are diluted in factor V deficient plasma. Genotyping study is 

essential to establish the heterozygote or homozygote of factor V. 
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Serment de Galien 

Je jure en présence des maîtres de cette faculté : 

-  D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon 

art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant fidèle à 

leur renseignement. 

- D’exercer ma profession avec conscience, dans l’intérêt de la 

santé public, sans jamais oublier ma responsabilité et mes 

devoirs envers le malade et sa dignité humain. 

- D’être fidèle dans l’exercice de la pharmacie à la législation 

en vigueur, aux règles de l’honneur, de la probité et du 

désintéressement. 

- De ne dévoiler à personne les secrets qui m’auraient été 

confiés ou dont j’aurais eu connaissance dans l’exercice de 

ma profession, de ne jamais consentir à utiliser mes 

connaissances et mon état pour corrompre les mœurs et 

favoriser les actes criminels. 

- Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes 

promesses, que je sois méprisé de mes confrères si je manquais 

à mes engagements. 
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  أن أراقب االله في مهنتي -

أن أبجل أساتذتي الذين تعلمت على أيديهم مبادئ مهنتي  -
  .وأعترف لهم بالجميل وأبقى دوما وفيا لتعاليمهم

من ضميري لما فيه صالحالصحة أن أزاول مهنتي بوازع  -
العمومية، وأن  لا أقصر أبدا في مسؤوليتي وواجباتي تجاه 

  .المريض وكرامته الإنسانية

أن ألتزم أثناء ممارستي للصيدلة بالقوانين المعمول بها وبأدب  -
  .السلوك والشرف، وكذا بالاستقامة والترفع

ع عليها أن لا أفشي الأسرار التي قد تعهد إلى أو التي قد أطل -
أثناء القيام بمهامي، وأن لا أوافق على استعمال معلوماتي 

 .لإفساد الأخلاق أو تشجيع الأعمال الإجرامية

من  لأحضى بتقدير الناس إن أنا تقيدت بعهودي، أو أحتقر -
 .طرف زملائي إن أنا لم أف بالتزاماتي

 شهيد واالله على ما أقول

 



 
 

����� ��	� 
 ا����ط -ا����
  ا����ط  -وا������  ا��� آ���

  95: ر��  أ��و��                                                                  2016: ��ـ� 

 لتنشيط  أو النمط الظاهري المقاومة العامل الخامس لايدن

  )APCمقاومة (Cالبروتين 

  

�:أطروحة �
��������	

م�	
���و��........:..............................................� �

 من طرف

  سناء فرحان: نسة الآ

ز  08ة �� ا���داد��
  .������ط �1990

 �ـ�ـ�ـ� �ـ�ـ�دة ا�ـ�آـ�ـ
را� 
ــ� ا������
�ا����� ا��ر
�ي، ا�	��� ا����� �
�ن  ،ا�	��� ا����� : ا����
	 ا�����ت �

���א��
������א���������$��#"!א �א� �

��� ا�
ا��:  ا����  ����      �   ر��
  �� ا����ش وا��
	��أ���ذ 

 $#'��             &�ه$ #�"
دي:   ةا����
 ة �� ��� ا�	مأ���ذ

  +"��ة *(ل:  ةا����
��������  أ���ذة �� ��� ا ���ء ا�


��+:  ةا�����           �رة 
 ة �� ��� ا�#"����تأ���ذ

 
 
 
 

 أ�-�ء


