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Au moment d’étre admis a devenir membre de la profession médicale, je m’engage
solennellement a consacrer ma vie au service de [ humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus. Je
pratiquerai ma profession avec conscience et dignité.

La santé de mes malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les nobles
traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération
politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de [a vie humaine dés sa conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d’une fagon
contraire aux lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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ABKARI Imad
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ABOU EL HASSAN
Taoufik

Anesthésie- réanimation

FADILI Wafaa Néphrologie
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AIT BENKADDOUR Gynécologie- KAMILI EI Quafi El Chirurgie
Yassir obstétrique Aouni pédiatrique
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Oncologie médicale

MANSOURI Nadia

Stomatologie et
chirurgie maxillo
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Anesthésie-

réanimation

CHELLAK Saliha

Biochimie- chimie

RABBANI Khalid

Chirurgie générale
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Radiologie

RADA Noureddine
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CHOULLI Mohamed
Khaled

Neuro pharmacologie

RAIS Hanane

Anatomie

pathologique
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Mohamed jawad
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Youness

Rééducation et
Réhabilitation
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FENNANE Hicham
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A ALLAH

Le tout puissant, le trés miséricordieux, Qui m'a guidé dans le
bon chemin, Louanges et remerciements pour votre clémence et

miséericorde.



Je dois avouer pleinement ma reconnaissance d toutes les
personnes qui m’'ont soutenu durant mon parcours, qui ont su

me hisser vers le haut pour atteindre mon objectif.

Cest avec grand amour, respect et gratitude que je dédie ce

modeste travail comme preuve de respect et de reconnaissance.

Je dédie cette these q...



A mes trés chers parents et mes [fréres

Aucune dedicace ne pourratt exprimer la profondeur des
sentiments que j eprouve pour vous,
Vos sacrifices mnombrables et votre devouement firent pour
mor un encouragemernt.
Vos prieres et votre benédiction m ont ete &’ un grand secours
pour mener a bren mes etudes.

Je vous dedie ce travail qui concretise volre réve le plus cher
et qui nest que le [ruit de vos conseils et de vos
encouragements.

Puisse Allak, tout puissant nous combler lous de sante, du
bonheur et nous procurer une longue vie pletne de Son

operssance.

A toute ma grande famille

Aucune dedicace ne saurait vous temoigner [affection et la

gratitude que je vous porte.

Puisse Allan vous procurer bonficur et prosperite.



A mes amis

Je ne peux pas vous citer lous, car les pages ne le
permeltraient pas, el je ne peux pas vVous mettre en orvdre, car

Vous 1 etes [ous crers.

A tous mes enseignants, du prinaire, du collége

et du lycee.

A tous les professeurs, les médecins, et tout le personnel sympa

de LHopital Milttaire Avicenne de Marrakech.

A toutes les personnes qui font ou feront partie de

ma vie,

FL finalement, d tous les musulmans partout dans le monde.

Que ALLAH vous bénisse et vous comble.
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A notre maitre et Président de thése monsieur le

Professeur M. ATT AMFUR Professeur & hémalologie

biologique @ " Hopital Mililaire Avicenne de
Marrakecth

Vous m avez fait un grand fionneur en acceptant
armablement la presidence de mon jury de t/ese.
Votre modestie jornte, d vos competences
professionnelles et iumarines seront pour nous un
exemple dans [’exercice de notre profession.
Nous sommes tres sensibles d votre gentillesse et d
votre accueil tres anmable. Que ce travail soit
pour nous ["occasion de vous exprimer notre
admiration amnsr gue notre gratitude.
Veuillez trouver ici, ["expression de mon respect

el de ma 1rés Adaute consideration.



A notre maitre et Rapporteur de these monsieur le

Professeur M. CHAKOUR Professeur & Hematologle

P

biologique a " Hopital Militaire Avicenne de
Marrakech

Vous m avez fait un grand honneur en acceplant de
me confier ce travail je vous remercie de vorre
patience, de vos encouragements et de vos
précteux consers.

Vous m avez etlout par votre sympatfiie, votre
serieux, votlre modestie, votre Aonnétere,
et toutes vos qualites hiumarnes.

Je vous remercie mfiniment pour avoiy consacre d ce
travail une partie de votre temps précieux et de
m avory guide avec rigueur et bienvetllance.

Je suis tres fier d avorr appris aupres de vous et j espere
avoir eté d la hauteur de volre attente.
Veuillez crofre d ["expression de ma profonde

reconnaissance el de mon grand respect.



A notre maitre et Juge de thése Professeur
S, KADDOURI Professeur agréqé de médecine interne
& L Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

Je suis infiniment sensiple a ["fionneur gue vous m avez
jait en acceptant de siéger parmi
mon jury de these.
Veuillez trouver ici, chier Professeur, le temoignage de

ma grande estime et de ma Smcere reconnaissance.

A notre maitre et Juge de thése Professeur
Y. ZL KAMOUNT Professeur agrégé de microbiologie-

viyologie d L Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

Vous nous avez fait [ honneur de jaire partie de notre
P P %
Jury. Nous avons pu apprecier [’étendite de vos
connaissances el vos grandes qualites fiumaines.
Veuillez accepter, Professeur, nos sinceres

remerciements et notrve profond respect.



A notre maitre Professeur H. YAHYAOU Professeur
& hématologie biologique &
L Hopital Militaire Avicenne de Marrakech.

Je vous remercie pour votre sympatfite et votre
vienvetllance.
Jlmest particulierement agréable de vous exprimer

ma profonde gratlitude et ma grande estime.

A notre maitre Professeur A RAISSI Professeur
&’ heématologie clinique a
LHopital Milttaire Avicenne de Marrakech.

Ft ad Lensemble de [ équipe médicale el paramédicale
au laboratoiye &’ hematologie d " Hopital Militaire
Avicenne de Marrakech.

« Sincere reconnailssance »
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Liste des abréviations

AA ; Acide aminé

A Adénine

APL : Anti phospholipides

Arg : Arginine

ARNmM : Acide ribonucléique messager

Asp : Aspartate

AT : Anti-thrombine

ATCD ; Antécédent

AVC : Accident vasculaire cérébral

AVK : Anti-vitamine K

b2GP1 : Béta2-glycoprotéine de type |

BST ; Boucle sensible a la thrombine

C : Cytosine

C4bBP : C4b binding protein

CHU : Centre hospitalier universitaire

CpG : Cytosine phosphate guanine

CSPF : Cleavage Stimulatory Polyadenylation Factor
CVs : Contrdle de vérification de la sonde

ECTIM : Etude cas témoin de l'infarctus du myocarde
EDTA : Acide éthyléne diamine tétra-acétique

EGF : Epidermal growth factor

EU : Etats-unis

FT ; Facteur tissulaire

G : Guanine

GEHT : Groupe d'études sur I'hémostase et la thrombose
GLA : Acides y carboxy-glutamiques

HAS : Haute Autorité de Santé

HBS : Heparin binding site

His : Histidine



HMA : Hopital Militaire Avicenne

Ho : Homozygote

HPN : Hémoglobinurie paroxystique nocturne
Hz : Hétérozygote

IgG : Immunoglobuline G

igM : Immunoglobuline M

ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule 1

IL1 : Interleukine 1

IL8 : Interleukine 8

Kb : Kilobase

KHPM : Kininogene de haut poids moléculaire
KDa : Kilodalton

LETS : Leiden Thrombophilia Study

Leu : Leucine

MFII : Mutation du facteur I

MFV : Mutation du facteur V

MFP : Myélofibrose primitive

MM : Masse moléculaire

MTEV : Maladie thrombo-embolique veineuse
MTHFR : Méthylene-tétra-hydro-folate réductase
NO : Monoxyde d’azote

OR : Odds ratio

PABPI : Polyadenine binding protein Il

PAI-1 : Inhibiteur de type 1 de l'activateur du plasminogéne
PAP : Polyadénine polymérase

Pb : Paire de bases

PC : Protéine C

PCa : Protéine C activée

PCR : Polymerase chain reaction

PE : Effet pléiotrope



PHS
PIG-A
PK

PS

PV

RIETE
RPCa
RR
RS

SAPL
Ser

SHBG
SISET

TE
TFPI
TG
TNF
TPA

TVS

3‘UTR

VCAM-1

Physician Health Study
Phosphatidylinositol glycan A
Prékallicréine

Protéine S

Polyglobulie de Vaquez

Registre informatisé des patients atteints de MTVE
Résistance a la protéine C activée
Risque relatif

Reactive site

Syndrome des anticorps anti-phospholipides
Sérine
Sex hormone-binding globulin

Italian Society for Thrombosis and Hemostasis

Thymine

Thrombocytémie essentielle

Tissue factor pathway inhibitor
Thrombin generation

Tumor necrosis factors

Activateur tissulaire du plasminogeéne
Thrombose veineuse

Thrombose veineuse profonde

Thrombose veineuse superficielle

3*untranslated région

Vascular cell adhesion molecule 1
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Le terme « thrombophilie » désigne d’une part une situation clinique en rapport avec une
stase veineuse, des lésions vasculaires, et d’autre part des anomalies biologiques prédisposant

aux thromboses. Elle est d’origine multifactorielle et d’expression clinique hétérogene [11].

Sur le plan biologique, ce terme désigne, selon la Haute Autorité de santé (HAS), les
anomalies ou particularités de la coagulation, identifiables par des tests de laboratoires, qui
prédisposent a la maladie thromboembolique veineuse. Ces anomalies ou particularités, ou
encore facteurs de risque biologiques de la Maladie Thromboembolique Veineuse (MTEV),

peuvent étre héréditaires (génétiques) ou acquis [2].

Génétiquement, la thrombophilie peut étre due en premier lieu au déficit en inhibiteurs
de la coagulation tels que I'antithrombine, la protéine C ou la protéine S. En deuxieme lieu, nous
notons les anomalies telles que I’hyperhomocystéinémie, un excés en facteur VIII, la résistance a
la protéine C activée [liée le plus souvent a la présence de la mutation du facteur V (MFV)

G1691A] et la mutation du facteur Il (MFIl) G20210A.
Ces deux derniéres mutations ont fait ’'objet de notre étude.

La mutation du facteur Il ou de la prothrombine (G20210A) se rapporte au remplacement
d’une Guanine (G) par une Adénine (A) au niveau du nucléotide 20210 dans la région 3' non
traduite du géne et est associée a une augmentation des taux plasmatiques de la prothrombine.
La mutation du facteur V (G1691A) se rapporte au remplacement d’une G par une A au niveau du
nucléotide en position 1691 du géne du facteur V, entrainant la substitution de I’arginine, acide
aminé, par la glutamine dans la protéine facteur V, et provoquant la résistance au clivage par la

protéine C activée (PCa) [3].

Bien évidemment la recherche de ces anomalies constitutionnelles ne doit pas occulter la
nécessité de rechercher des pathologies acquises telles que le syndrome des anti-
phospholipides ou la présence d’un cancer [4], et doit s’inscrire dans une prise en charge

multidisciplinaire du patient, se basant sur une collaboration clinico-biologique.
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L’association de la mutation du facteur Il (G20210A) et du facteur V (G1691A) a un risque
accru de thrombose veineuse a été bien documentée [5,6,7,8]. Elles sont respectivement

présentes dans 2% et 5% de la population générale [3].

Notre étude présente donc un intérét pour lidentification des facteurs de risque
moléculaires de la maladie thromboembolique veineuse, et apporte des arguments biologiques
majeurs quant a la décision thérapeutique concernant en particulier les indications de durée de

traitement et les éventuelles propositions de traitement anticoagulant au long cours.

Les objectifs de notre étude sont de montrer I'intérét de la biologie moléculaire dans le
bilan de thrombophilie pour le diagnostic étiologique des thromboses inexpliquées, préciser ses

indications, analyser ses résultats et les comparer aux données de littérature.
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1. Type d’étude

C’est une étude rétrospective, descriptive étalée sur une période de deux années, allant
de Mai 2018 a Juin 2020. Elle s’est intéressée aux 30 demandes d’étude génétique dans le cadre
du bilan de thrombophilie parvenues au service d’Hématologie biologique a partir des différents

services de I’Hopital Militaire Avicenne (HMA), du CHU Med VI et des consultations externes.

Il. Population

1. Critéres d’inclusion

Nous avons inclus dans notre étude les patients hospitalisés dans différents services ainsi
que des malades vus en consultations externes ayant présenté un épisode thrombotique veineux
(thrombose veineuse profonde), une embolie pulmonaire, un accident vasculaire cérébral
ischémique, ou des malades a risque [grossesse avec antécédents (ATCD) de thrombose
veineuse] et dont la demande d’étude génétique dans le cadre du bilan de thrombophilie a été

réalisée au laboratoire central d’hématologie de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech.

2. Critéres d’exclusion

Tous les patients dont les renseignements recueillis étaient incomplets ont été exclus de

notre étude.

. Méthodes

1. Cadre d’étude

Au sein du bloc des laboratoires se trouve le laboratoire d’hématologie qui se compose

d’une unité de cyto-hématologie et d’une unité d’hémostase.

Dans ses locaux, il y avait une salle dans laquelle étaient installés trois automates de
cyto-hématologie, et une salle d’hémostase équipée de trois automates, d’une centrifugeuse et

d’un systéeme fermé de biologie moléculaire GeneXpert.
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Le personnel se composait du Chef du service, d’un Professeur assistant, une équipe des

résidents en formation et une équipe des techniciens.

L’activité démarrait a 8 heures du matin. Le personnel procédait a la réception, la

vérification du respect de la phase pré-analytique.

2. Recueil des données

Pour mener cette étude, une fiche d’exploitation (voir annexe) a été réalisée pour
recueillir des informations a partir des registres d’archives du laboratoire d’hématologie de

I’THMA.

3. Méthodes de dosage

3.1. Phase pré-analytique

Les étapes de la phase pré-analytique ont été respectées. Les prélevements étaient

réalisés comme décrit le tableau suivant :

Tableau | : Protocole suivi pour le prélévement

Le tube EDTA en verre siliconé

Aiguille Diametre adapté chez I'adulte que chez I’enfant

Il doit étre maintenu moins d’une minute le moins serré possible et

Le garrot
retiré des que le sang efflue le tube
La position du tube Quelle que soit la position
Site de

Veineux
prélévement

Les conditions de transport étaient dans les normes avec un délai de réalisation des tests

moins de 8 heures.



Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie
de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

3.2. Phase analytique

La détection de ces deux mutations est réalisée par la technique PCR en temps réel sur un
systeme GeneXpert qui se compose d’un instrument, d’un ordinateur personnel, d’un lecteur de

code-barres portatif et d’un logiciel pré-chargé pour I’exécution des tests et I'affichage des

résultats.

Figure 1 : Systeme GeneXpert (laboratoire d’hématologie-HMA)
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Figure 2 : Instrument GeneXpert (laboratoire d’hématologie-HMA)

Ce systéme GeneXpert automatise et integre I’extraction du génome des échantillons,

I’lamplification de I’acide nucléique et la détection de la séquence cible dans du sang total.
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Le systeme exige l'utilisation des cartouches jetables a usage unique qui contiennent les
réactifs PCR et qui hébergent le processus de PCR. La contamination croisée entre les

échantillons est éliminée, car les cartouches sont indépendantes [9].

Le test Xpert Factor Il/Factor V inclut des réactifs pour la détection des alleles normaux et
mutants du facteur Il et du facteur V dans du sang total prélevé sur anticoagulant EDTA. Chaque
cartouche de test contient également un contréle de vérification de la sonde (CVS) qui vérifie la
réhydratation du réactif, le remplissage du tube de PCR dans la cartouche, I'intégrité de la sonde

et la stabilité du colorant, assurant ainsi un controle qualité interne [9].

Les amorces et les sondes dans le test Xpert Factor Il/Factor V déterminent le génotype

du géne du facteur Il (en position 20210) et/ou le géne du facteur V (en position 1691) [9].

Les résultats sont automatiquement interprétés par le systéme GeneXpert DX a partir de
signaux fluorescents mesurés et d’algorithmes intégrés afin d’identifier les génotypes, puis sont

affichés dans les fenétres « Afficher les résultats ».

3.3. Phase post-analytique

Apres impression, le bilan est validé par le biologiste et mis a la disposition des

prescripteurs.

3.4. Analyse statistigue des données

Apres sélection des fiches de renseignements complets, nous avons traité les données
sur I'office Excel 2010. Nous avons consigné les renseignements dans un tableau afin de faciliter

I’analyse et I'interprétation.

Nous avons exprimé les résultats sous forme d’histogrammes, de secteurs ou de

camemberts.
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. Répartition selon I’age

L’age moyen de nos patients était 37 ans avec des extrémes allant de 19 a 53 ans. La

majorité se situait entre 30 et 39 ans.
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Figure 3 : Répartition des patients par tranches d’age

70% de nos patients étaient agés de moins de 45 ans et seulement 30% étaient agés de

plus de 45 ans.

Figure 4 : Répartition des patients par rapport a I’age de 45 ans
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Il. Répartition selon le sexe

Les patients de notre série étaient répartis en 18 femmes (60%) et 12 hommes (40%).

Nous avons noté une prédominance féminine avec un sexe ratio H/F de 0,6.

M Hommes

Femmes

Figure 5 : Répartition des patients selon le sexe

lll. Provenance des demandes d’analyses

Au total, 30 demandes de PCR ont été recues dont la répartition figure dans le tableau ci-

dessous.

Tableau Il : Répartition des bilans en fonction de la fréguence et des services demandeurs

Service Nombre Pourcentage %
Médecine interne et Hématologie clinique-HMA 15 50,00%
Cardiologie-HMA 4 13,33%
Réanimation-HMA 1 3,33%
Hématologie clinique-CHU 1 3,33%
Neurologie-CHU 1 3,33%
Gynécologie-CHU 1 3,33%
Externe 7 23,33%

12
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H Médecine interne et
Hématologie clinique-HMA

H Cardiologie-HMA

H Réanimation-HMA

H Hématologie clinique-CHU

i Neurologie-CHU

i Gynécologie-CHU

M Externe

Figure 6 : Répartition des bilans en fonction de la fréquence et des services demandeurs

IV. Indications des analyses

Les demandes de PCR étaient principalement faites pour des thromboses veineuses

profondes (TVP) comme le montre le tableau ci-dessous.

Tableau lll : Répartition des patients en fonction de I'indication

Indication Nombre Pourcentage%
Thrombose veineuse profonde 18 60,00%
Embolie pulmonaire 9 30,00%
AVC ischémique 2 6,67%
Fausses couches a répétition 1 3,33%

13
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m Thrombose veineuse profonde

M Embolie pulmonaire

M AVC ischémique

M Fausses couches a répétition

Figure 7 : Répartition des patients en fonction de I’'indication

V. Résultats des analyses

Parmi les 30 demandes recues, la mutation du facteur V (G1691A) était trouvée chez un

seul patient, par contre la mutation du facteur Il (G20210A) était trouvée chez 3 patients.

Tableau IV : Résultats de la PCR pour les deux mutations

Porteurs de la Non porteurs de la
% des porteurs
mutation (no) mutation (no)
MFII (G20210A) 3 27 10.00%
MFV (G1691A) 1 29 3,33%
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M Porteurs
M Non porteurs

Figure 8 : Prévalence de La MFIl (G20210A) dans notre série

M Porteurs
M Non porteurs

Figure 9 : Prévalence de la MFV (G1691A) dans notre série
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VI. Répartition des mutations trouvées en fonction de I’indication

1. Thrombose veineuse profonde

Parmi 18 demandes de PCR suite a des thromboses veineuses profondes, deux patients
étaient porteurs de la mutation du facteur Il (G20210A) soit 11.11% et un seul était porteur de la

mutation du facteur V (G1691A).

Tableau V : Répartition des mutations pour thromboses veineuses profondes

Mutation Nombre Pourcentage
MFII (G20210A) 2 11.11%
MFV (G1691) 1 5.5%

Figure 10 : Répartition des mutations pour thromboses veineuses profondes
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2. Embolie pulmonaire

Parmi 9 demandes suite a des embolies pulmonaires (isolées ou concomitantes a des

TVP), une seule était positive pour la MFIl (G20210A) soit 11.11%, et aucune pour la MFV

(G1691A).
Tableau VI : Répartition des mutations pour embolies pulmonaires
Mutation Nombre Pourcentage
MFIl (G20210A) 1 11,11%
MFV (G1691A) 0 0%

Figure 11 : Répartition des mutations pour embolies pulmonaires

3. AVC ischémigue et fausses couches a répétition

Les demandes de PCR qui ont été recues pour le diagnostic étiologique des fausses
couches a répétition ou d’AVC ischémiques étaient toutes négatives pour les deux mutations

étudiées.
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|. Rappels physiologiques et physiopathologiques

1. Physiopathologie de la thrombose veineuse (TV)

Les mécanismes de la constitution d’une thrombose veineuse ont été décrits par Virchow
en 1856, donnant lieu a la classique Triade de Virchow. Il s’agit de la stase veineuse,

I’hypercoagulabilité et de la Iésion endothéliale [10].

L’intégrité de I'’endothélium est I’élément principal. Une agression de I’endothélium peut
modifier le flux circulatoire local (facteur hémodynamique) et la coagulabilité. D’autre coté, des
modifications du flux sanguin (turbulences, stase) peuvent étre responsables de lésions
endothéliales. Les éléments de la triade de Virchow peuvent étre isolés ou interagir pour

entrainer la formation d’un thrombus [11].

LESION ENDOTHELIALE

ANOMALIE DU =
FLUX SANGUIN | HYPERCOAGULABILITE

U

Figure 12 : Triade de Virchow [10]

1.1. Stase veineuse

La stase veineuse est un facteur déclenchant principal des manifestations
thromboemboliques veineuses au cours des pathologies médicales qui s’accompagnent

fréquemment d’une réduction de mobilité. Elle ralentit le flux sanguin dans les veines, favorise
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d’'une part l'accumulation des différents facteurs pro coagulants, et d’autre part limite

I’élimination des facteurs activés [12].
Parmi les phénomenes qui sont responsables du ralentissement du flux sanguin :

= L’'immobilisation ralentit le retour veineux par défaut de contraction musculaire. La
réduction de la marche liée a I’état grabataire ou a I'impotence fonctionnelle est un

facteur de risque démontré d’accident thrombotique veineux postopératoire [13] ;

= |’obésité, responsable d’une mobilité réduite et associée a une réduction de l'activité

fibrinolytique, pourrait ainsi majorer le risque de TVP postopératoire [14] ;

= La compression extrinseque symptomatique évolutive (responsable d’cedémes des
membres inférieurs) ou la persistance de séquelles post-thrombotiques génant le retour

veineux, majorent le risque thrombotique [15] ;

» La paralysie totale d’un segment de membre, telle celle engendrée par un platre, une
hémiplégie, un traumatisme médullaire ou toute autre forme de paralysie et
d’'immobilisation [16] ;

= L’insuffisance veineuse symptomatique avec ou sans varices [17], traduite par une

dermite ocre et/ou un cedéme de stase et/ou un trouble trophique [18] ;

» La déshydratation peut renforcer I'hypercoagulabilité plasmatique éventuelle par

I’hémoconcentration des facteurs pro-coagulants [19] ;

= L’hyperviscosité sanguine en cas d’hypercytose (polyglobulie, hyperleucocytose,
leucémie...), de dysglobulinémie (myélome, Waldenstréom...) est un élément a ne pas

négliger [14] ;

= Les dilatations veineuses ou varices, peuvent majorer le risque thrombotique en contexte
chirurgical postopératoire, en cas de grossesse ou de prise de contraception orale cestro-

progestative [12].

20
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En outre, la stase entraine une hypoxie locale qui favorise I'apparition de lésions

endothéliales et I’expression du facteur tissulaire (FT) [20].

Certes, si la stase est un phénomeéne physique important de la thrombogenése, elle est
incapable a elle seule de générer un thrombus. En effet, des études ultra-structurales ont révélé
I’existence de lésions endothéliales associées responsables d’une perméabilité vasculaire accrue,

d’une adhésion leucocytaire et d’une migration cellulaire importante [21].

1.2. Lésion endothéliale

L’endothélium vasculaire n’est pas une simple barriére anatomique entre le sang circulant
et les cellules musculaires lisses vasculaires, mais il joue un role essentiel dans de multiples

régulations physiologiques fondamentales [22].

Les progrés récents de I’hémostase et de la biologie cellulaire ont souligné le réle actif
primordial de la cellule endothéliale dans les mécanismes de régulation de la coagulation, de la
fibrinolyse et du maintien de la thrombo-résistance de la paroi vasculaire [23,24]. Un

dysfonctionnement endothélial peut favoriser le processus thrombogene.

Les cellules endothéliales capables de synthétiser des substances antithrombotiques
telles que la prostacycline, la thrombomoduline, I'activateur tissulaire du plasminogene (tPA) et

les glycosaminoglycanes [21].

Elles secrétent aussi le monoxyde d’azote (NO) qui est un facteur vaso-actif important
qui régule la vasodilatation par action sur les cellules musculaires lisses mais aussi inhibe

I’agrégation plaquettaire et I’adhésion leucocytaire sur la paroi vasculaire [22].

En cas de lésions endothéliales, il y’a une sécrétion de facteurs pro-coagulants : facteur
tissulaire, inhibiteur de I'activateur tissulaire du plasminogéne (PAI-1) et le facteur de Von
Willebrand. Par ailleurs, les cellules endothéliales possedent de nombreuses molécules
adhésives, assurant les interactions intercellulaires telles que I'adhésion leucoplaquettaire ou

leucoendothéliale (E-sélectine, la protéine d'adhésion aux cellules vasculaires 1 (VCAM-1), la
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protéine d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM-1)). Elles sécretent diverses cytokines pros
inflammatoires, contribuant a amplifier I'activation cellulaire au sein du compartiment vasculaire

et a renforcer ainsi le profil pro coagulant en cas de Iésion vasculaire
(IL1, IL8, TNF alpha...) [21,23,24,25].
Parmi les causes de la |ésion endothéliale :

= Les traumatismes opératoires présents en cas de chirurgie de la hanche ou du genou sont

particulierement associés a une incidence accrue de phlébites [26] ;

= Les sclérothérapie : la survenue de thromboses veineuses n’est pas négligeable au

décours de séances itératives de sclérothérapie [27] ;

= Les cathéters veineux : la prévalence de thrombose sur cathéter des gros troncs veineux
est d’environ 5 % et un tiers des TV des membres supérieurs seraient dues a un cathéter

veineux [28] ;
* La mise en place d'une sonde de stimulation cardiaque [29] ;

= Les injections multiples des toxicomanes : ce contexte associe le caractére traumatique
itératif au caractere procoagulant des substances injectées (cocaine, amphétamines,

quinine...) [21];
] Les ATCD de TV limitent le retour veineux et aggravent la stase veineuse [21].

Méme si la Iésion endothéliale entraine bien une adhérence plaquettaire, elle n’est pas
suffisante a elle seule pour créer une thrombose [30].

1.3. Hypercoagubilité

a. Rappel sur I’hémostase

L'hémostase est l'ensemble des phénomenes physiologiques qui concourent a la
prévention et a l'arrét des saignements et de la thrombose. Elle participe a la réparation de la
breche vasculaire et d'une facon générale, elle garde le sang a I’état fluide et assure le maintien

de l'intégrité des vaisseaux [31].
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Elle comprend trois étapes [32] :

e Hémostase primaire, premiére étape d’urgence du controle hémorragique, conduisant au

thrombus blanc ;

e Coagulation plasmatique ou hémostase secondaire, dont le rbéle est de consolider le
thrombus blanc par la constitution d’un réseau protéique de fibrine qui participe, avec les

globules rouges et les plaquettes, a la formation du thrombus, dit thrombus rouge ;

e Fibrinolyse assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse fibrino-

plaquettaire a I'issue de la réparation vasculaire.

La thrombose survient lorsque le systeme se déséquilibre au profit de la phase de

coagulation.

La coagulation est la succession de réactions enzymatiques en cascade, impliquant les
facteurs de la coagulation, qui aboutissent a la formation du réseau de fibrine qui enserre I’lamas
de plaquettes fixées sur la bréche vasculaire. Le processus central de la coagulation est la
génération de la molécule de thrombine, enzyme clé de la coagulation, permettant la
transformation du fibrinogéne en fibrine et assurant la rétro-activation et I'amplification des

différentes étapes tant de la coagulation que de I’hémostase primaire [32].

by

Les facteurs de la coagulation sont désignés par des numéros allant de | a XIll. A
I'exception du facteur XIIl qui intervient dans la derniere étape de la coagulation, les autres
facteurs interviennent dans l'ordre inverse de leur numérotation, ainsi le facteur Xll initie la

coagulation et le facteur | la termine [12].

Chaque facteur existe sous forme activée, indiquée par la lettre « a ». lIs sont synthétisés
au niveau du foie par I'hépatocyte sauf le facteur VI, et toute insuffisance hépatocellulaire
sévére entraine une diminution globale des facteurs de la coagulation par défaut de

production [32].
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Parmi les facteurs procoagulants, la thrombine joue un role essentiel. Elle est produite
par la transformation protéolytique de la prothrombine, activé par le facteur Xa, par le complexe
coagulant membranaire appelé prothrombinase. C'est une glycoprotéine formée de deux chaines

polypeptidiques réunies par un pont disulfure [33].
Elle favorise la coagulation [33] :
e La fibrinoformation : en transformant le fibrinogéne en fibrinopeptides et fibrine.

e La stabilisation de la fibrine : en activant le facteur Xlll qui devient le Xllla qui stabilise la

fibrine.

e La contraction des agrégats plaquettaires : en activant les facteurs V et VIl qui deviennent

Va et Vllla, notamment au niveau des plaquettes.

Elle termine la chaine des réactions de la coagulation en produisant et stabilisant le caillot

de fibrine [33].
La coagulation se déroule en trois phases [34] :
e Initiation de la coagulation.
e Amplification et propagation.

e Fibrino-formation.
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Figure 13 : Etapes de la coagulation [34]

e Phase d’initiation :

o In Vivo, la coagulation est initiée par le facteur tissulaire présent dans le sous

endothélium.
0 Le FT fixe a la fois le FVII et le FVlla, a I’état de trace dans le sang circulant.
o L’autoactivation en présence du FT du FVII en FVlla.

0 Le complexe binaire FT/FVlla active le FX et le FIX : L’activation directe du FX est

faible car elle est limitée par un inhibiteur : Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI).

o Le FXa, en présence de FV transforme la prothrombine et génére ainsi les premieres

traces de thrombine.
e  Phase d’amplification :

La rétro-activation et production explosive de thrombine libre et de thrombine liée au

caillot.
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La faible quantité de thrombine générée entraine :

o L’activation et le recrutement de nouvelles plaquettes ;
o L’activation des cofacteurs FV et FVIII ;

o L’activation du FXI ;

o Le FXla active le FIX ;

o Le kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM) et la prékallicréine (PK) activent le

FXIl en FXlla capable d’activer le FXI.
e  Phase de fibrino-formation :

Le “pic de thrombine” provoque la transformation du fibrinogene en fibrine aboutissant a

la formation d’un caillot de fibrine Stable apres action du FXIlla.
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Figure 14 : Schéma classique de la coagulation (in vitro) [35]

Ce systéme de coagulation met également en jeu ses inhibiteurs, principalement la
protéine C (PC), la protéine S (PS), I'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) et
I’antithrombine (AT) (inhibiteur des FXa et lla), un équilibre s'exercant habituellement entre
génération de thrombine et inhibition de la génération de thrombine. La balance penche du c6té
de la génération de thrombine en cas d'activation de la coagulation et/ou en cas de déficit en

protéines inhibitrices, conduisant au concept d'hypercoagulabilité [36].
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Paralléelement, le systéme fibrinolytique est mis en jeu apres activation du plasminogéne
en plasmine par le tPA. L'équilibre en faveur soit du systeme de la coagulation, soit du systéme
fibrinolytique conduit a la diminution du thrombus, a la stabilisation de celui-ci ou a sa

propagation [37].
e  Parmi les facteurs de risque d’hypercoagulabilité :
o Les antécédents personnels de phlébites multiples inexpliqués [18] ;
o La contraception par estrogenes quelle que soit la dose [38,39] ;
0 Lagrossesse ou un post-partum [40] ;

o La notion d’un anticorps anti-phospholipide, anti-cardiolipine ou

antiprothrombinase [41,42] ;
0 Le syndrome inflammatoire [43,44] ;

0 Le déficit personnel authentifié¢ en PC, PS, AT Ill, une résistance a la protéine C

activée ou la mutation (G20210A) du géne de la prothrombine [45,46,47].

2. Thrombophilie constitutionnelle : Anomalies génétiques des protéines de

la coagulation

2.1. Mutation du FV G1691A (FV Leiden), autres mutations

a. FV Leiden

La mutation Leyden ou Leiden touche I‘acide aminé 506 du cofacteur V de la coagulation.
Nous devons a B. Dahlback, les descriptions de la résistance a la PCa liée a la mutation du
facteur V, en 1993, et du réle du FV intact comme cofacteur du systeme Protéine S/Protéine C

activée (PS-PCa) dans l‘inactivation du FVllla en 1994 [48].

La résistance a la protéine C activée (RPCa) constitue un facteur biologique majeur

prédisposant aux manifestations thrombotiques veineuses. Elle est liée dans 85-90% des cas a
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une mutation au niveau du FV, avec substitution d‘une arginine par une glutamine en position

506, dite FV Leiden. La transmission est autosomique dominante.

Le FV Leiden représente actuellement, par sa fréquence, la premiére cause de
thrombophilie constitutionnelle. Le risque relatif de thrombose veineuse est multiplié par 5a 10

chez les hétérozygotes et par 50 a 100 chez les homozygotes [49].

b. Activation/inactivation du FV

Le FV est une glycoprotéine de 300 kDa, codée par un geéne localisé sur le chromosome 1
comportant 25 exons. Il comporte plusieurs domaines (A1A2BA3C1C3) [49].
b.1. Activation du FV
Le FV ne devient un cofacteur efficace du FXa qu‘apres avoir subi plusieurs coupures de la
zone de connexion (B) entre la chaine lourde (A1-A2) et la chaine légére (A3-C2-C3). Ces
coupures sont réalisées par la thrombine ou le FXa, et elles entrainent un réarrangement des

domaines :

Le domaine B est dissocié du cofacteur, et la chaine lourde s‘assemble a la chaine légére

par des liaisons non covalentes (figure 15) [50].
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Figure 15 : Structure du FV avant et aprés activation [50]
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b.2. Inactivation du FVa

Elle résulte du clivage par la PCa des arginines 306, 506, 679 et 994. L‘arginine 506 est
la premiere a étre clivée, et la cible préférentielle en cas de concentrations faibles de FVa et de
PCa. Cependant, l‘inactivation qui en résulte est partielle. Pour étre compléte, elle nécessite

encore la coupure de l‘arginine 306 qui est trés dépendante de I‘activité cofacteur de

la protéine S (figure 16) [50].

Fwi*

Figure 16 : Activation du FV et inactivation du Fva [50]

c. Résistance a la protéine C activée

Le phénotype de résistance a la PCa a été décrit chez certains patients par I‘équipe de
Dahlback qui en a rapidement élucidé le mécanisme avec la substitution de |‘arginine en position
506 par une glutamine [51]. Chez les sujets porteurs, la mutation fait donc disparaitre la
premiere cible de la PCa au niveau du FVa, ce qui va retarder la dégradation du FVa. Au niveau
du géne, cela correspond a la substitution d‘une guanine par une adénine en position 1691 qui

définit la mutation Leiden du géne FV.
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d. Autres mutations du FV et la résistance a la PCa

Deux autres mutations du FV ont été décrites au méme locus, la mutation Cambridge
(R306T) [52], et la mutation Hong Kong (R306C) [53]. Elles sont rares et leur association avec le
risque thrombotique semble faible, avec un phénotype intermédiaire entre le type sauvage et le

phénotype R506G hétérozygote [54].

Par ailleurs, une troisieme anomalie, allele R2 a été décrite. Il s‘agit d‘un variant qui est
retrouvé fréquemment et correspond a la mutation du nucléotide 4070 A>G, ou de I‘acide aminé
H1299R. Il est présent chez 11 a 13 % des populations d‘origine caucasienne et asiatique, deux
fois moins fréquent dans les populations afro-américaines. Sa présence pourrait augmenter le
risque thrombotique, surtout quand il est associé avec la mutation Leiden du FV [55]. L‘alléle R2

n‘est pas étudié en routine dans le cadre des bilans de thrombose.

2.2. Mutations du facteur 11

a. Prothrombine ou FlI

Le Fll est la sérine protéase de la phase finale de la coagulation. Elle est transformée en
thrombine par la prothrombinase, complexe formé des facteurs Xa, Va, de phospholipides et de
calcium. La thrombine transforme le fibrinogene en fibrine et exerce un grand nombre d‘autres

fonctions régulatrices.

La concentration de prothrombine est, avec l‘antithrombine, I‘un des deux déterminants
majeurs de la génération de thrombine [56]. En effet, des taux de prothrombine a 150 % avec un
taux d‘antithrombine a 50 % vont générer 7 fois plus de thrombine que des taux a 100 % des

deux facteurs [57].

b. Mutation G20210A de la prothrombine

La mutation G20210A de la prothrombine, décrite en1996 par Poort est située dans la
région 3‘UTR (3‘untranslated région) a la position la plus extréme ou le pré-ARNm est clivé et
polyadenylé, elle s‘accompagne de taux plus élevés de prothrombine circulante, ce qui explique

le risque plus élevé de thrombose lié a cette mutation [58].
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C'est la premiere mutation décrite dans cette zone qui s‘accompagne d‘une
augmentation de fonction par rapport au géne sauvage. En effet, l‘activité fonctionnelle de
I‘allele physiologique G au niveau du site de clivage est moins efficace pour la maturation de
I‘extrémité 3° que celle de I‘alléle muté. La substitution d‘une guanine par une adénine lui
confére une activité supérieure avec une meilleure reconnaissance du site de clivage, et une
accumulation supérieure d‘ARNm mature dans le cytoplasme, aboutissant a une augmentation

de la synthése protéique (figure 17).

L‘extrémité 3‘ des ARNm est caractérisée par la présence de nombreux résidus A qui sont
ajoutés apres la transcription grace au signal de polyadénylation (AAUAAA). L‘ARN pré-messager
est coupé a une vingtaine de nucléotides en aval du signal de polyadénylation, puis, par un
mécanisme de synthése complexe faisant intervenir une douzaine de protéines, une queue
poly(A) de |‘ordre de 200 nucléotides est ajoutée. Au niveau de la région 3‘UTR, la premiére
coupure survient en général au niveau d‘un nucléotide A. Dans le cas de la prothrombine, le type
sauvage présente un G au site de coupure qui va étre coupé, mais de facon moins efficace. La
mutation rétablit a ce site un nucléotide A. Apres la coupure, une poly (A) polymérase (PAP) et sa

protéine porteuse (PABPII) assurent la polyadénylation [50].
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Figure 17 : Influence de la MFIl (G20210A) sur la polyadénylation de I‘ARNm de la prothrombine

[50]

Deux autres mutations, rares, touchant les nucléotides 20209 et 20221 ont été décrites
[59,60]. Elles s‘accompagnent également d‘une augmentation de maturation de I'ARNm de la

prothrombine et de la synthese protéique.

Un polymorphisme A19911G a également été décrit comme modulateur du risque de
I‘allele 20210A [61]. Il s‘accompagne d‘un taux de prothrombine augmenté chez les patients ne
présentant pas de mutation au niveau du nucléotide 20210 ou hétérozygotes Il Leiden. Ce
polymorphisme est associé avec un risque global de thromboses veineuses profondes (TVP)

multiplié par 1.5 et par 2 chez les hétérozygotes Il Leiden [62,63].
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2.3. Déficits en inhibiteurs de la coagulation

a. Antithrombine

a.l. Relation structure - activité

L‘antithrombine (AT) est une glycoprotéine plasmatique monocaténaire de masse
moléculaire (MM) 58 kDa, comportant 432 acides aminés (AA) et quatre chaines latérales oligo-

saccharidiques.

Elle est synthétisée par le foie et sa concentration plasmatique moyenne est de 125 mg/I.
Sa demi-vie plasmatique moyenne est de 65 heures. Elle appartient a la superfamille des

inhibiteurs de sérine-protéases (sérpines).

Elle inactive essentiellement la thrombine et le facteur X activé (Xa), mais également, en

présence d‘héparine, les facteurs Vlla, Xla et Xlla [64].

Le gene AT est situé sur le chromosome 1, comporte sept exons et s‘étend sur 13480
paires de bases (pb). Il existe dix séquences Alu dans les introns, représentant 22 % des
séquences introniques, soit quatre fois plus que dans lI‘ensemble du génome humain. Le role de
ces éléments répétitifs est inconnu, mais ils peuvent certainement contribuer a la survenue de
mutations par délétion d‘un segment du gene aprés recombinaison entre séquences

homologues [65].

a.2. Anomalies moléculaires

Le déficit en antithrombine était la premiere anomalie constitutionnelle de I'némostase
expliquant un tableau familial de la maladie thromboembolique veineuse. C'est le déficit
congénital causant le tableau clinique le plus grave parmi tous les autres inhibiteurs. Cette
anomalie a été identifiée en 1965 par Egeberg et est retrouvée chez 1 a 2 % des patients atteints
de maladie thromboembolique veineuse primitive. La prévalence du déficit en AT symptomatique

dans la population générale est comprise entre 1/2000 et 1/5000 [66].
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L‘anomalie moléculaire responsable du déficit en AT a été identifiée dans de nombreux
cas et un ensemble de mutations décrites a été regroupé dans une base de données [67]. Les
grandes délétions du geéne, relativement rares, expliquent moins de 10 % des déficits de type I.
La plupart des mutations retrouvées dans les déficits de type | sont des mutations ponctuelles,
des insertions ou des délétions de petite taille (1 a 30 nucléotides) qui peuvent altérer la
composition de I’ARN messager, induire un arrét prématuré de la synthese ou la production
d‘une protéine instable ou non sécrétée. Les déficits de type Il sont le plus souvent la
conséquence de mutations ponctuelles entrainant la substitution d‘un acide aminé responsable
du dysfonctionnement de la protéine. Les mutations qui générent des déficits de type IIRS
affectent les AA 392, 393, 394, 382 et 384 du site actif. La plupart des mutations responsables
de déficits de type IIHBS sont des mutations faux-sens affectant les résidus Arg 47 et Arg 129,
chargés positivement. Leur remplacement par un AA non chargé peut diminuer les interactions
ioniques nécessaires a la catalyse de l‘inhibition AT protéase par |I‘héparine. Les mutants a effet
pléiotropique (PE) sont souvent porteurs de substitutions des résidus 402 a 407, situés dans la
région P9'-P14' de I’AT. Le défaut d‘inhibition de la thrombine mis en évidence pourrait étre la
conséquence d‘une anomalie de I'insertion du segment au sein de la molécule d’AT. L’anomalie
de l'affinité de I’AT pour I'héparine pourrait démontrer I’existence d’un lien conformationnel
entre le site de liaison a I'héparine et le site actif. Dans ces déficits de type PE, des traces de
protéine anormale peuvent étre mises en évidence dans le plasma [68].

b. Protéine C

b.1. Structure et role physiologique

La protéine C est une glycoprotéine plasmatique de MM 62 kDa, vitamine K-dépendante,
comportant 23 % de carbohydrates. Il s‘agit du zymogéne d‘une sérine-protéase a propriétés
anticoagulantes. La PC est synthétisée par le foie et circule dans le plasma a la concentration de

3 a 5 mg/l. Sa demi-vie est de 6 a 8 heures [69].
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Le gene PC, situé sur le chromosome 2, s‘étend sur 11,6 kb et comprend neuf exons.
Chacune des régions codantes correspond a un domaine fonctionnel, sauf I‘exon I, qui n‘est pas
traduit. Deux polymorphismes de la région promotrice du gene qui influent sur le taux de PC ont
été identifiés (1654 C>T, 1641 A>G). Le génotype CC/GG, associé aux taux de PC les plus bas,

est un facteur de risque de thrombose [70].

La PC est synthétisée sous forme d‘un polypeptide monocaténaire de 461 AA comportant
un peptide leader, un site de reconnaissance de la y-carboxylase vitamine K-dépendante, une
chaine lourde et une chaine légere. La PC mature, sous forme bicaténaire, résulte des clivages
protéolytiques intracellulaires qui induisent la perte du prépropeptide et le clivage de la forme
monocaténaire. La chaine légére comporte un domaine (résidus 1 a 45) contenant neuf acides y-
carboxyglutamiques (GLA) et deux domaines (résidus 46 a 91 et 92 a 136) analogues a
I‘epidermal growth factor (EGF). La chaine lourde comporte le domaine sérine-protéase (185-

419) et un peptide d‘activation N-terminal lié au domaine catalytique. Le site catalytique est

constitué de trois AA :

His 211, Asp 257 et Ser 360. Le domaine GLA permet la fixation d‘ions calcium et la

formation du complexe enzymatique a la surface des phospholipides anioniques.

In vivo, le complexe formé par la thrombine et son récepteur endothélial, la
thrombomoduline, convertit la PC inactivée en PC activée (PCa) capable de dégrader les facteurs
Va et Vllla. L‘activation résulte du clivage de la liaison Arg 169-Leu 170 et de la libération du

décapeptide N-terminal de la chaine lourde, qui démasque la poche catalytique [71].

b.2. Types des mutations retrouvées dans le déficit en PC

Le déficit en PC a été décrit en 1981, il est retrouvé chez 3 % des patients atteints de
maladie thromboembolique veineuse primitive. Les modes de transmission du déficit en PC
apparaissent cependant complexes. En effet, il ressort d‘études de cohortes de patients
thrombophiliques que la prévalence du déficit en PC associé a des thromboses dans la

population générale est comprise entre 1/16000 et 1/36000. Une prévalence beaucoup plus
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forte du déficit en PC asymptomatique a cependant été mise en évidence dans des populations

saines de donneurs de sang (1/200 a 1/700) [72].

Les mutations retrouvées dans les déficits de type | sont la plupart du temps des
mutations ponctuelles faux-sens. Les délétions et les insertions ne surviennent que dans 10 %
des cas. Un tiers des mutations ponctuelles surviennent au niveau des nucléotides CpG, points
chauds de mutation. La plupart des mutations entrainent un arrét prématuré de la synthése ou
une modification de la conformation protéique induisant une perte de stabilité. Dans les déficits
de type Il, plus rares (10 % des déficits rapportés), des mutations faux-sens sont retrouvées
principalement au niveau du domaine GLA et du domaine catalytique, dans la séquence du

prépropeptide et au niveau du site de clivage par la thrombine.

c. Protéine S

c.1. Relation structure- activité

La protéine S est un inhibiteur physiologique de la coagulation découvert a Seattle en
1977. Elle intervient comme cofacteur de la protéine C dans l‘inhibition des facteurs V et Vi

activés de la coagulation.

La PS est une glycoprotéine de 635 acides aminés dont le poids moléculaire est de 70690
daltons. Sa concentration plasmatique est d‘environ 20 a 25 mg/l, avec une demi-vie
plasmatique de 40 heures. Elle est synthétisée essentiellement par le foie, mais aussi par les
mégacaryocytes, les cellules endothéliales vasculaires et méme les cellules cérébrales et les
cellules de Leydig [73]. La forme mature de la PS (635 AA) consiste en un domaine GLA
comportant 11 résidus GLA, un peptide de liaison, une boucle sensible a la thrombine (BST),
guatre domaines EGF et une région carboxyterminale présentant des zones d‘homologie par

rapport a la sex hormone-binding globuline (SHBG) [74].

La PS fait partie des protéines dont la synthese nécessite la présence de vitamine K qui
permet la greffe de résidus y carboxyglutamiques nécessaires pour la fixation aux

phospholipides anioniques via un pont calcique. Le géne de la protéine S est porté par le
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chromosome 3 et comprend 15 exons. Ce gene actif PSx, coexiste avec un pseudogéne PSP
inactif. La PS existe dans le plasma sous forme libre (environ 40 %) et sous forme liée a une
protéine du systéme du complément, la C4b binding protein (C4bBP). La PS libre est le support
d‘une activité anticoagulante en s‘impliquant comme cofacteur de la protéine C dans I‘inhibition
des facteurs Va et Vllla de la coagulation. Plus récemment, on a décrit un role inhibiteur direct de
la PS sans le concours de la protéine C sur les facteurs Va, Vllla et Xa. La fraction liée a la C4bBP
aurait méme une activité inhibitrice de la prothrombinase et du complexe activateur du FX. La PS
serait également un cofacteur du TFPI qui inhibe la voie exogéne de la coagulation et cette action
de la PS pourrait étre d‘autant plus intéressante que l‘on sait actuellement que la voie

extrinseque de la coagulation est en quelque sorte le démarreur du systéme.

La liaison de la PS a la C4bBP explique certaines difficultés dans le dosage de la PS. En
effet, la C4bBP est une protéine qui augmente en cas d‘inflammation (jusqu‘a quatre fois la
valeur normale), ce qui n‘est pas rare au cours des thromboses récentes. De plus, il est établi
que la C4bBP est une protéine multimérique de 6 ou 7 chaines a avec présence ou non d‘une
chaine b. La fixation de la PS est possible uniquement sur l‘isoforme C4bBPB+ qui représente
environ 10 % de la C4bBP totale. Ainsi, une augmentation globale de la C4bBP n‘est pas
forcément associée a une baisse de la PS libre si cette augmentation ne concerne que la forme
o+ [73].

c.2. Pathologie moléculaire

Le déficit congénital en PS a été décrit en 1984. Il est autosomique dominant, avec une
pénétrance variable. 50 % des patients hétérozygotes pour le déficit en protéine S développent
une TV, les 50 % restants sont asymptomatiques et ne développent jamais de TV. L'incidence
annuelle de la thrombose veineuse est de 1,90 %, I'dge médian de présentation étant de 29 ans.
Le déficit en protéine S peut survenir a I'état homozygote. L'incidence du déficit congénital léger
en protéine S est estimée a 1 sur 500 individus. Le déficit grave en protéine S est rare, et sa
prévalence dans la population générale reste inconnue, en raison de la difficulté a diagnostiquer

I'affection [75].
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Le déficit en protéine S est rare dans la population saine. Dans une étude portant sur
3 788 personnes, la prévalence du déficit familial en protéine S était de 0,03 a 0,13 %. Chez les
patients ayant des antécédents familiaux de thrombose ou de thrombose récurrente, la

fréquence du déficit en protéine S augmente a 3-5 % [75].

Les mutations décrites dans le déficit en PS dans plus de la moitié des cas, il s‘agit de
mutations faux-sens. On observe également des micro-insertions ou délétions et quelques
codons stop. Quelques grandes délétions ont été mises en évidence. Les mutations ponctuelles
entrainant un arrét prématuré de la synthése ou une modification de la conformation protéique
sont cependant plus fréquentes que les délétions. Quelques substitutions d‘AA survenant au site

du clivage du propeptide ou dans les domaines EGF générent des déficits qualitatifs [76].

2.4. Augmentation du FV1II circulant d’origine génétique [77]

Le FVIII est une glycoprotéine de 330 kDa codée par un géne localisé sur le chromosome

X, mesurant 186 kb et comportant 26 exons. Sa structure est analogue a celle du FV.

Le mécanisme physiopathologique par lequel le FVIIl exerce son effet thrombotique est
également incertain. 1l a été postulé que I‘augmentation du FVIIl entraine une augmentation de

génération de thrombine (TG) confére un risque significatif de MTEV récurrente.

3. Thrombophilies acquises

3.1. Syndrome des anticorps anti phospholipides (SAPL)

Le syndrome des anticorps anti phospholipides est une thrombophilie clinico-biologique.
Il s’agit d’une maladie auto-immune, caractérisée par la survenue de manifestations
thromboemboliques et/ou la survenue de complications obstétricales en présence, au moins a

deux reprises, a trois mois d’intervalle, d'anticorps anti phospholipides.

Les critéres de classification du SAPL ont été publiés en 2006 a Sydney et ils constituent
la définition du SAPL. Pour retenir le diagnostic d’un SAPL, au moins un critere clinique et un

critere biologique doivent étre associés.
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Il existe trois types principaux d’anticorps anti phospholipides : I'anticoagulant circulant
de type lupique (phospholipide-dépendant), des anticorps anticardiolipides d’isotype I1gG ou IgM

et des anticorps anti béta2-glycoprotéine de type | (b2GP1) d’isotype IgG ou IgM.

La présence d’un anticoagulant circulant de type lupique est d’avantage associée avec les
phénomenes thromboemboliques (OR : 11). Cette association est plus faible en cas de présence
d’anticorps anticardiolipine ou anti b2GP1 seuls (OR : 1.6). Le risque de récidive au décours de
SAPL si les anticoagulants sont arrétés serai de 14 % a 17 % apres 1 an, 40 % aprés 5 ans et plus

de 50% apres 10 [78].

Il s’agit donc d’une thrombophilie majeure constituant un fort risque pour le premier

épisode thromboembolique ainsi que pour la récidive.

3.2. Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN)

L'némoglobinurie paroxystique nocturne est une maladie acquise rare, avec environ 450
cas diagnostiqués en France sur une période de 40 ans. Elle est caractérisée par l'association
d'une pancytopénie de type aplasie médullaire et d'une anémie hémolytique a test de Coombs
négatif, et par la propension a développer des thromboses, en particulier un syndrome de Budd-
Chiari ou une thrombose veineuse cérébrale. Son diagnostic est réalisé par cytométrie en flux. Il
s'agit d'une maladie de la cellule souche hématopoiétique de nature clonale, due a une mutation
somatique du gene PIG-A. Le traitement fait discuter la greffe de cellules souches
hématopoiétiques pour les formes graves, le traitement immunosuppresseur pour les formes
aplasiques et I'éculizumab pour les formes hémolytiques ce qui permet de controler également

des événements thromboemboliques [79].

3.3. Syndromes myéloprolifératifs Phi négatifs [thrombocytémie essentielle (TE), polyglobulie de

Vaquez (PV), myélofibrose primitive (MFEP)]

Une mutation somatique de la tyrosine kinase JAK2, substitution d’une Valine par une
Phénylalanine en position 617 (V617F), qui permet a la protéine d’induire la différentiation et la

prolifération des précurseurs hématopoiétiques sans intervention de facteurs de croissance est
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une anomalie thrombogéne. Elle est présente dans presque toutes les PV et dans 60 % des TE
avec une influence sur le risque thrombotique en fonction du pourcentage d’allele muté. Elle est
de plus facteur de risque de thromboses splanchniques en [|'absence de syndrome
myéloprolifératif patent. Elle doit étre recherchée a l'aide de techniques dont la sensibilité

permet de détecter 1-3 % d’alléle muté [80].

3.4. Cancers

L’association entre la maladie thromboembolique et le cancer est bien connue et
largement décrite dans la littérature. Déja au XlIXe siecle, Trousseau remarquait que ces deux

pathologies apparaissaient souvent de facon concomitante [81].

D’aprés Chew, les cancers a plus haut risque thrombotique regroupent les néoplasies
hématologiques, pulmonaires, gastro-intestinales, pancréatiques, les lymphomes, tumeurs

cérébrales, cancers de I'ovaire et du rein [82].

Le risque de thrombose au décours d’un cancer dépend du type et du stade de la
maladie, mais également du traitement proposé au patient. La chimiothérapie augmente de 2 a 6
le risque de MTEV [83]. Les chimiothérapies les plus thrombogénes sont les traitements
antiangiogéniques. Les traitements hormonaux adjuvants, notamment dans le cancer du sein,
augmentent considérablement le risque de thrombose, pour le tamoxiféne de 13 % en

association avec une chimiothérapie et de 5 % lorsqu’il est administré seul.

4. Hyperhomocystéinémie

L‘homocystéine n‘est pas une protéine de la coagulation, mais |‘hyperhomocystéinémie
est un facteur perturbateur potentiel du systéme de la coagulation favorisant la survenue des

thromboses [74].

Dans le plasma, I'homocystéine est oxydée en disulfures d‘homocystéine (homocystine)

et d‘homocystéine-cystéine. On regroupe sous le terme d‘homocystéine totale, I‘homocystéine
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et les deux disulfures qui existent sous forme libre et liée aux protéines. La concentration

plasmatique normale de I‘homocystéine totale est comprise entre 5 et 16 umol/I [74].

L‘hyperhomocystéinémie peut étre primitive, liée a une diminution de I‘activité de la
méthylénetétrahydrofolate réductase, ou secondaire a une carence vitaminique en folates, B6,
B12, a la prise d‘antagonistes de folates (comme le méthotrexate, la phénitoine) ou de la
vitamine B6 (comme les cestrogénes, le tabac, la théophylline), ou a une insuffisance rénale (le

rein est le principal site de catabolisme de I'homocystéine) [84].

Cette hyperhomocystéinémie est définie a partir du résultat d‘'un dosage plasmatique
sans ou avec dose de charge de méthionine. Le risque relatif de MTEV est de I‘ordre de 2 avec

une majoration du risque de 1,3 pour une augmentation de 5 umol/I [84].
e L'hyperhomocystéinémie constitutionnelle est due a des déficits :

o Le déficit homozygote en cystathionine-B-synthase pour la mutation 833 T>C, qui

peut ne se traduire que par la survenue d‘événements thromboemboliques [85] ;

o Le déficit homozygote en MTHFR est |‘anomalie constitutionnelle des voies de

reméthylation. C‘est I‘anomalie la plus commune ;
o0 Le déficit hétérozygote en B cystathionine synthase est fréquent (0,3-1,4 %) [86].

Une autre anomalie fréquente est la présence d‘un variant thermolabile de la MTHFR qui
posséde 50 % de |‘activité enzymatique normale. Ce variant résulte d‘une substitution C>T du
nucléotide 677 du gene transformant une alanine en valine [87]. Lorsqu‘il est présent a |‘état
homozygote, et surtout en présence d‘une carence en folates, il peut expliquer des

hyperhomocystéinémies trés modérées.

Les mécanismes impliqués dans le roéle athérogéene et thrombogéne de
I‘hyperhomocystéinémie sont partiellement connus. L‘homocystéine entraine chez le babouin, la
desquamation des cellules endothéliales vasculaires, la prolifération des cellules musculaires

lisses et |‘épaississement de l‘intima. D‘autres effets sur les cellules endothéliales ont été
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décrits : activation du FV, interférence dans l‘activation de la PC et l‘expression de la
thrombomoduline, inhibition du tPA, diminution de la génération d‘oxyde nitrique et de
prostacycline, induction de I‘expression du facteur tissulaire, suppression de I‘expression des
sulfates d‘héparane de la paroi vasculaire, induction d‘une RPCa par modification du FV. Il faut
cependant, insister sur le fait que la majorité des effets décrits existent pour de fortes
concentrations plasmatiques d‘homocystéine, supérieures a celles retrouvées chez les patients

porteurs d‘une hyperhomocystinurie homozygote [88].

5. Manifestations cliniques des mutations du facteur V et du facteur Il

5.1 Mutation du FV (G1691A) ou facteur V Leiden

La MFV (G1691A) est un facteur de risque de thrombotique veineux et artériel, ce risque a
fait I'objet de plusieurs études qui associent cette mutation a la récidive de thrombose :

a. Risque thromboemboligue veineux associé a la présence du facteur V Leiden

Les données épidémiologiques ont établi sans ambiguité |I‘implication du facteur V Leiden
et de la RPCA dans la maladie thromboembolique veineuse. Cette relation a été tout d‘abord
mise en évidence dans la Leiden Thrombophilia Study (LETS), grande étude cas témoin
hollandaise comportant 474 sujets ayant présenté une premiére thrombose veineuse et 474
témoins appariés sur I‘dge et le sexe. Le risque relatif était significatif et atteignait 2,7. Les

résultats ont par la suite, été confirmés dans de nombreuses autres études [89].

Cette mutation, qui résulte d‘un effet fondateur, est observée dans les populations
normales avec une fréquence variable en fonction de la localisation géographique (gradient
nord-sud, fréquence moyenne 5 %). La mutation augmente le risque de développer une
thrombose veineuse profonde d‘un facteur 3 a 5 lorsqu‘elle est présente a I‘état hétérozygote.

Le risque relatif de thrombose veineuse profonde chez les femmes ayant une
contraception cestroprogestative est multiplié par quatre par rapport a une population témoin
sans contraception, alors qu'il est multiplié par 30 chez celles qui sont hétérozygotes pour le

facteur V Leiden et qui ont un traitement cestroprogestatif. Néanmoins, si |‘augmentation est
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importante en termes de risque relatif, elle reste faible en termes de risque absolu, faisant
passer d‘un risque de 2,2 a 27,7 pour 10 000 femmes/année. Compte tenu de la forte
prévalence de |I‘anomalie dans la population générale, de nombreux patients sont susceptibles
d‘étre porteurs de I‘anomalie a I‘état homozygote (0,06 a 0,25 %), le risque relatif de thrombose
est alors plus important. Cependant, l‘expression clinique du déficit chez ces anomalies
homozygotes est considérablement moins sévere que celle observée chez les patients porteurs
d‘un déficit homozygote en PC ou en PS, et certaines anomalies homozygotes peuvent étre

totalement asymptomatiques.

Le facteur V Leiden n‘est pas associé uniquement a la thrombose veineuse profonde des
membres inférieurs. Il est également facteur de risque de thrombose veineuse superficielle et de
thrombose veineuse cérébrale [90]. Il est associé a la survenue d‘accidents obstétricaux et plus
particulierement a la survenue de fausses couches a répétition [91]. En revanche, il n‘est pas

associé a la survenue d‘embolies pulmonaires isolées [92].

Symptomatologie Risque

relatif

Adulte
Adulte Def AT Hz
jeune FV Leiden Ho —10-20
FV Leiden Hz + Fil 20210A Hz
FV Leiden Hz + Def PC ou PS Hz
Nouveau- Def PC Ho
ne Def PS Ho = >100
Def AT Ho"
B

Hz : hétérozygote ; Ho : homozygote ;
Def : déficit

Figure 18 : Risque thrombotique en fonction du génotype [74]
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b. Risgue thrombotigue artériel associé a la présence du facteur V Leiden

De nombreuses équipes ont étudié le rbéle du facteur V Leiden dans la survenue
d‘infarctus du myocarde. Dans |‘étude prospective de médecins américains (Physician Health
Study, PHS) [93], la présence de la mutation n‘est pas associée a la survenue d‘un infarctus du
myocarde ou d‘un accident vasculaire cérébral ischémique. Dans le cadre de I‘étude cas témoin
de l'infarctus du myocarde (ECTIM) regroupant 643 patients et 726 témoins, aucune association

significative n‘est relevée.

Quelques études rapportent, cependant, des associations positives, particulierement

lorsque I‘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 a la présence du facteur V Leiden qui, présent seul, est associé a un risque

relatif beaucoup plus faible (2,4) [94].

Dans la méta-analyse de Casas et al (4 598 malades, 13 798 témoins), le facteur V Leiden
est modestement mais significativement associé a la survenue d‘accident vasculaire cérébral
ischémique (RR = 1,44) [95].

5.2 Mutation du F11 (G20210A)

Les résultats de nombreuses études cas témoin publiées confirment le risque accru de
premiere thrombose veineuse (phlébite et embolie pulmonaire) associé a la présence de I‘alléle A
(RR compris entre 2 et 6 suivant les études) [89]. En revanche, dans |‘étude prospective Public
Health Service (PHS), il induit une augmentation plus modeste et non significative du risque
(RR = 1,7). L'effet est plus faible que celui du facteur V Leiden (RR = 3) [96]. Il est intéressant de
noter que chez les porteurs asymptomatiques de la mutation et issus de familles
thrombophiliques (ou avec athérosclérose précoce), le risque d‘événement thrombotique veineux

(et artériel) étudié en prospectif n‘apparait pas augmenté [97].
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Trois méta-analyses ont été réalisées. Dans celles de Kim et de Ye [98,99], La présence
de l‘alléle A est associée significativement a la survenue d‘événements coronariens (RR = 1,3)
dans I‘étude de Burzotta, la significativité n‘est atteinte que chez les sujets de moins de 55 ans
(RR = 1,8) [100]. La mutation apparait également impliquée dans la survenue de fausses couches
a répétition [91].

6. Indications de la recherche de la mutation du FV (G1691A) et de la mutation

du Fll (G20210A)

D’apreés trois des recommandations, la recherche des mutations des FV et Fll ne doit pas

étre réalisée en routine chez des patients non sélectionnés :
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Tableau VIl : Indications de la recherche des mutations du FV et du Fll

Recommandations Indications

e Dans le cas général (hors grossesse) lors d’un bilan étiologique, en
particulier chez le sujet de moins de 50 ans, d’une thrombose
veineuse profonde inexpliquée ou récidivante ou d’une embolie

HAS de 2006 [101] o o .
pulmonaire inexpliquée ou récidivante ;

e 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.

e Chez les femmes enceintes asymptomatiques, avec une histoire
familiale de MTEV (grade D) ;

e 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 Leiden et la mutation G20210A du

SISET de 2009 [102] gene de la prothrombine ;

e Chez les femmes enceintes ayant un antécédent de MTEV (grade C) ;
e Chez les femmes enceintes ayant un antécédent de fausses couches
multiples ou de mort foetale intra-utérine inexpliquée (grade C) ;

e Chez les femmes enceintes ayant un antécédent de pré-éclampsie,
de HELLP syndrome, d’hématome rétro placentaire, de retard de

croissance feetal (grade D).

e 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

GEHT de 2009 conduites a tenir pour les apparentés (grade C) ou chez les femmes

[103] en age de procréer, que I’épisode soit provoqué ou non, compte
tenu de I'impact sur la prise en charge des grossesses (grade C) ;

e 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).
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La recherche des mutations des FV et Fll peut également étre proposée aprés discussion

au cas par cas dans les indications suivantes :

e En présence d’une histoire familiale de thrombophilie héréditaire, chez la femme enceinte

[104];

e En cas d’antécédents familiaux de MTEV chez un parent au premier degré ayant une
homozygotie ou une double hétérozygotie des mutations des FV et Fll, chez la femme en

age de procréer avant la prescription d’une contraception cestro-progestative [104].

La recherche des mutations des FV et Fll n’est pas indiquée chez les femmes
asymptomatiques sans histoire familiale de METV ou avec une histoire familiale de complications

obstétriques.
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Il.Discussion de nos résultats

1. Age

Actuellement, la notion de thrombophilie est appliquée aux thromboses survenant avant

I’age de 45 ans [105,106]. La majorité de nos patients (70%) avaient un age inférieur a 45ans,

30% avaient un age supérieur a 45 ans, avec des extrémes allaient de 19 a 53 ans et une

moyenne d’age de 37 ans, la tranche d’age la plus touchée était de 30 a 39 ans.

Pour une étude menée par Favaloro en 2018 en Australie, les tranches d'dge des patients

étaient tres variables, mais la tranche d'dge la plus touchée allait de 30 a 39 ans, avec une

moyenne d’age de 34 ans [107].

Pour une autre étude de Madkhaly et al faite en Arabie Saoudite, I’age des sujets étudiés

allait de 4 mois a 69 ans, avec une moyenne d’age de 32 ans et une tranche d’age prédominante

allait de 30 a 39 ans [108].

Tableau VIII : Tranche d’age la plus touchée selon les séries

Tranche d’age la plus

Etude Période Pays ;
touchée

Favaloro. [107] 2016-2018 Australie 30-39
Madkhaly et al. [108] 2013-2018 Arabie Saoudite 30-39
Notre étude 2018-2020 Maroc (Marrakech) 30-39

La tranche d’age la plus touchée

littérature.

dans notre série concorde avec les données de la
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Une légére différence des moyennes d’age a été notée selon les mémes séries comme le

montre le diagramme suivant (figure 19) :
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Figure 19 : Moyenne d’age des patients étudiés selon les séries

2. Sexe

Dans notre série, nous avons noté une légere prédominance féminine, 60% des femmes

contre 40% des hommes, avec un sexe ratio H/F de 0,6.

Favaloro a trouvé 71.8% des femmes contre 28.2% des hommes avec un sexe ratio H/F

de 0,4 [107].

Sachant que le sexe n’intervient pas dans le déterminisme des mutations du facteur V ou
du géne de prothrombine [109], nous pouvons supposer que les statistiques sont biaisées car
les femmes présentent d’autres raisons cliniques pour lesquelles la thrombophilie est plus
souvent présente dans ce groupe, par exemple la morbidité de la grossesse ou du feetus chez les
femmes enceintes, ou le risque accru de thrombose associé a la grossesse [107]. Les études

évaluent surtout I'effet du sexe sur le risque de récidive d’événement thrombo-embolique [109].
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3. Provenance des demandes d’analyses

Dans notre série 77% des demandes provenaient de différents services (dont la médecine
interne, la cardiologie, la réanimation, I’hématologie clinique, la neurologie et la gynécologie) et
23% provenaient des consultations externes. Nous avons constaté que la majorité des demandes
ont été prescrites par le service de médecine interne et d’hématologie clinique soit 50% de toutes

les demandes.

Bien que le test de réaction en chaine de la polymérase (PCR) de la mutation du FV
(G1691A) et de la mutation du Fll (G20210A) est fiable dans n'importe quel contexte clinique, il
n'est pas nécessaire de demander de tels tests de dépistage de la thrombophilie au service des
urgences ou lors d'une hospitalisation pour un accident thrombotique aigu, car la gestion

d’urgence ne changera pas a la suite de ces tests [110].

4. Indications des analyses

La question de l'utilité de la recherche de la mutation du Fll ou du FV se pose a I’évidence
en cas d’embolie pulmonaire ou de thrombose veineuse profonde (TVP) proximale, dont la
gravité potentielle et le risque de récidive sont connus. Mais il est plus difficile de trancher
qguand il s’agit d’événements moins graves, comme les TVP distales ou les thromboses veineuses

superficielles (TVS).

Dans notre série 60% des demandes étaient pour le diagnostic étiologique des
thromboses veineuses profondes (18 patients), 30% suite a des embolies pulmonaires (EP), 6.7%

suite a des AVC ischémiques, et 3.3% suite a des fausses couches a répétition soit un seul cas.

La majorité des demandes dans I'étude de Favaloro étaient pour le diagnostic étiologique
des thromboses veineuses profondes soit 36%, 12% des demandes étaient suite a des embolies
pulmonaires et seulement 5% pour le diagnostic étiologique des fausses couches a répétition, le
reste des demandes soit 47% était pour autres différentes indications concernant la morbidité de

la grossesse ou dans le cadre d’une enquéte familiale [107].
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Une étude rétrospective menée par Gustavo et al publiée en 2020, analysait 923 tests de
PCR a constaté que 70% des demandes étaient pour le diagnostic étiologique des TVP soit 655
tests, 17% suite a des embolies pulmonaires, et 13% suite a des thromboses veineuses

superficielles soit 126 tests [111].

Tableau IX : Pourcentage des indications d’analyses (TVP et EP) selon les séries

% d’indication
Série
TVP EP
Favaloro. [107] 36% 12%
Gustavo et al. [111] 70% 17%
Notre série 60% 30%

Selon la littérature, la TVP était la premiére pathologie pour laquelle la mutation du Fll
(G20210A) et du FV (G1691A) ont été cherchées, I’embolie pulmonaire a pris la deuxieme place,

ce qui concorde avec les résultats de notre étude.

5. Résultats des analyses

5.1 Prévalence des mutations

< Mutation du FV (G1691A)

Dans notre série, un seul patient avait la mutation du FV (G1691A) a |’état hétérozygote

et aucun patient a I’état homozygote et cela correspond a une fréquence totale de 3.3%.

Dans I'étude de Ajem et al menée en Tunisie en 2006, 26 patients avaient la méme
mutation parmi 128 patients étudiés, 16 a I'état hétérozygote et 10 a I’état homozygote avec

une fréquence totale de 20% [112].

Favaloro a objectivé 293 mutations hétérozygotes et 11 mutations homozygotes parmi

2633 tests réalisés avec une fréquence totale de 11.3% [107].

52



Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie
de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

Madkhaly et al ont trouvé 84 mutations hétérozygotes et 6 mutations homozygotes parmi

1524 tests réalisés avec une fréquence totale de 5.9% [108].

Tableau X : Prévalence de la MFV (G1691A) selon les séries

Série Tests (no) Mutation (ho et hz) no Mutation (ho et hz) %
Ajem et al. [112] 128 26 20%
Favaloro. [107] 2633 304 11.5%
Madkhaly et al. [108] 1524 90 5.9%
Notre série 30 1 3.3%
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Figure 20 : Prévalence de la MFV (G1691A) selon les séries

Une méta-analyse de la littérature publiée en 2009 a étudié la prévalence de la mutation
du FV (G1691A) chez des sujets avec des antécédents de MTEV a travers le monde

(tableau XI, figure 21) [113] :
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Tableau Xl : Prévalence de la MFV (G1691A) dans différents pays [113]

Individus Hétérozygotes | Homozygotes Prévalence
Pays P
testés (Hz2)% (Ho)% totale%
Europe
Suéde 101 9.9 0.9 10.8 0.04
Royaume-Uni 381 6.8 0 6.8 0.33
Autriche 104 4.8 0.9 5.7 0.50
Espagne 50 4 0 4 1
France 51 3.9 0 3.9 1
Afrique
Sénégal 96 0 0 0 NA
Zambie 95 0 0 0 NA
Kenya 308 0 0 0 NA

Asie et Moyen-Orient

Russie 156 6.4 1.2 7.6 0.21

Inde 203 2.4 0 2.4 1
Arabie Saoudite 255 1.9 0 1.9 1

Chine 254 0 0 0 NA

Amérique du Nord
Blancs 704 5.9 0 5.9 0.49

Noirs 307 1.3 0 1.3 0.62

Amérique du Sud

Indiens du Pérou 19 0 0 0 NA

Indiens du Brésil 83 0 0 0 NA

Noirs du Brésil 137 0.7 0 0.7 0.56
Notre série 30 3.3 0 3.3

NA : Non applicable
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Figure 21 : Distribution de la MFV (G1691A) par ordre décroissant de prévalence dans

différents pays [113]

En comparant statistiquement nos résultats avec ceux de la littérature, nous trouvons
gu’il n’y a pas de différence statistiquement significative entre notre série et les études faites en
Amérique du Nord et du Sud, en Inde, en Arabie Saoudite, en Russie, en Autriche et au
Royaume-Uni. Par contre, il y a une différence statistiquement significative entre notre série et

I’étude faite en Suede concernant la prévalence de la mutation du FV (G1691A).

< Mutation du FIl (G20210A)

Dans notre série, trois patients avaient la mutation du FIl (G20210A) et étaient tous a

|’état hétérozygote. Cela correspond a une fréquence totale de 10%.

L’étude de Madkhaly et al a objectivé 29 mutations hétérozygotes et une seule

homozygote parmi 1023 tests réalisés, avec une fréquence totale de 2.9% [108].

L’étude de Favaloro a trouvé 101 mutations hétérozygotes et une seule homozygote

parmi 2083 tests réalisés avec une fréquence totale de 4.8% [107].
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Tableau XII : Prévalence de la MFIl (G20210A) selon les séries

Série Tests (no) Mutation (ho et hz) no Mutation (ho et hz) %
Madkhaly et al. [108] 1023 30 2.9%
Favaloro. [107] 2083 102 4.8%
Notre série 30 3 10%
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Figure 22 : Prévalence de la MFIl (G20210A) selon les séries

Une méta-analyse de la littérature faite en 2016 a étudié la prévalence de la mutation du

FIl' (G20210A) chez des

(tableau XIlI, figure 23) [114] :
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Tableau XIllI : Prévalence de la MFIl (G20210A) dans différents pays [114]

NA : Non applicable

Individus | Hétérozygotes | Homozygotes Prévalence
Pays P
testés (Hz)% (Ho)% totale%
Afrique
Algérie 67 6 0 6 0.43
Asie
Chine 267 0 0 0 NA
Inde 124 0 0 0 NA
Iran 72 1 0 1 0.001
Jordanie 594 5.8 0.2 6 0.44
Europe
France 469 4.5 0 4.5 0.16
Espagne 729 8.6 0 8.6 1
Autriche 154 9.1 0 9.1 1
Belgique 193 7.3 0 7.3 0.61
Suéde 99 7.1 0 7.1 0.59
Royaume-Uni 320 6.3 0 6.3 0.42
Amérique du Nord
Mexique 37 2.7 0 2.7 0.08
Les caucasiens des
924 8.4 0 8.4 0.81
EU
Les africains
179 1 0 1 0.009
américains des EU
Amérique du Sud
Les caucasiens du
) 116 4.3 0 4.3 0.15
Brésil
Chili 149 5.4 0 5.4 0.28
Notre série 30 10 0 10
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Figure 23 : Distribution de la MFIl (G20210A) par ordre décroissant de prévalence dans

différents pays [114]

En comparant statistiquement nos résultats avec ceux de la littérature, nous trouvons
gu’il n’y a pas de différence statistiquement significative entre notre série et les études faites en
Europe, en Algérie, en Amérique du sud, en Jordanie et pour les caucasiens des EU. Par contre, il
y a une différence statistiquement significative entre notre série et les études faites en Mexique,

en Iran et pour les africains américains des EU concernant la prévalence de la MFIl (G20210A).

Nous pouvons conclure que la prévalence de la mutation du FIl (G20210A) est
prépondérante par rapport a la prévalence de la mutation du FV (G1691A) chez la majorité des

populations a travers le monde, ce qui rejoint les résultats de notre étude.

5.2 Répartition des mutations en fonction de I’indication (TVP, EP)

a. Thrombose veineuse profonde

La thrombose veineuse profonde reste I'accident le plus fréquemment rencontré qu’il soit

spontané ou provoqué. Ce qui était le cas dans notre étude, 18 demandes étaient recues par
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notre laboratoire suite a des thromboses veineuses profondes dont 11,11% avaient la mutation
du Fll (G20210A) soit deux patients et une seule patiente qui avait la mutation du FV (G1691A)

soit 5,5%.

Parmi 343 analyses de PCR suite a des TVP, Gustavo et al ont objectivé 52 mutations du

FV (G1691A) soit 15.2%, et 45 mutations du FIl (G20210A) soit 13.1% [111].

Selon une méta-analyse de la littérature publiée en 2012 par Dentali et al, la mutation du
FV (G1691A) était présente chez 1576 des 8140 patients atteints de TVP soit 19,4%, et la

mutation du Fll (G202 10A) était présente chez 650 patients parmi 7062 soit 9.2% [115].

Tableau XIV : Prévalence de la MFV (G1691A) et la MFIl (G202 10A) dans la TVP selon les séries

Série TVP (no) % MFV (G1691A) % MFIl (G20210A)
Gustavo et al. [111] 343 15.2% 13.1%
Dentali et al. [115] 8140/7062 19.4% 9.2%

Notre série 18 5.5% 11.11%
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Figure 24 : Prévalence de la MFV (G1691A) et la MFIl (G20210A) dans la TVP selon les séries
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Une méta analyse menée par Corral et al en 2010 a étudié la prévalence de la mutation

du FV (G1691A) dans les TVP selon différents auteurs (tableau XV) [116] :

Tableau XV : Prévalence de la MFV (G1691A) dans les TVP [116]

TVP
Auteur. Année d’étude P
No % MFV (G1691A)

Manten 1996 211 17% 0.01
Martinelli 1997 106 23% 0.0008
Baglin 1997 471 20% 0.004
Leroyer 1997 90 14% 0.07

De Moerloose 2000 83 16% 0.03
Margaglione 2000 346 24% 0.0004

Ordoéfiez 2000 148 18% 0.01
Boyanovsky 2001 45 33% 1.57

Meyer 2001 345 18% 0.01
Emmerich 2001 1327 20% 0.005
Juul 2004 117 19% 0.007
Arsov 2006 145 24% 0.0005
Schulman 2007 425 30% 1.37
Stralen 2008 2063 20% 0.009
Madkelburg 2010 134 22% 0.001
Toutes les études 6056 21% 0.002

Notre série 18 5.5%

60



Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie
de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

En comparant statistiquement nos résultats avec ceux de la littérature, on trouve qu’il n’y
a pas de différence statistiquement significative entre notre série et les études de Leroyer,
Boyanovsky et Schulman. Par contre, il y a une différence statistiquement significative entre

notre série et le reste des études concernant la prévalence de la MFV (G1691A) dans les TVP.

Selon la littérature, la thrombose veineuse profonde est liée a la présence de la mutation
du FV (G1691A) plutét que la mutation du FIl (G20210A), ce qui ne concorde pas avec les
résultats de notre étude. Cela pourrait étre biaisé par le nombre limité de nos patients qui ne

permet pas d’estimer la vraie prévalence des mutations.

b. Embolie pulmonaire (isolée ou concomitante a une TVP)

L'embolie pulmonaire (EP) est considérée comme une complication de la thrombose
veineuse profonde (TVP). Et par conséquent, les facteurs de risque génétiques de la TVP et de
I'EP sont donc supposés étre les mémes. Cependant, en 1996, Desmarais et ses collaborateurs
ont décrit pour la premiére fois que la mutation du FV (G1691A) était associée a un risque
moindre d'embolie pulmonaire que de thrombose veineuse profonde [117]. Une analyse récente
du registre RIETE a également révélé une incidence plus faible de cette mutation chez les
patients souffrant d'embolie pulmonaire [116]. Ce paradoxe a tellement concordé avec les
résultats de notre étude que parmi 9 demandes de PCR recues par notre laboratoire suite a des
EP, aucune n’était positive a la mutation du FV (G1691A), et seulement une était positive a la

mutation du FIl (G20210A) soit 11.11%.

Chez 164 patients atteints d’EP, Gustavo et al ont trouvé 18 porteurs de la mutation du

FV (G1691A) soit 11%, et 23 porteurs de la mutation du FIl (G20210A) soit 14% [111].

Parmi 2977 analyses de PCR suite a des EP, Dentali et al ont trouvé 272 mutations du FV
(G1691A) soit 9.1%, et 185 mutations du Fll (G20210A) parmi 2515 analyses de PCR soit

7.4% [115].
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Tableau XVI : Prévalence de la MFV (G1691A) et la MFIl (G202 10A) dans I’EP selon les séries

Série EP (no) % MFV (G1691A) % MFII (G20210A)
Gustavo et al. [111] 164 11% 14%
Dentali et al. [115] 2977/2515 9,1% 7,4%

Notre série 9 0% 11.11%

4%

® % MFII (G20210A)

8% 10% 12%
m % MFV (G1691A)

14% 16%

Figure 25 : Prévalence de la MFV (G1691A) et la MFIl (G20210A) dans I’EP selon les séries

La méta analyse de Corral et al a étudié aussi la prévalence de la mutation du FV

(G1691A) dans les embolies pulmonaires (tableau XVII) [116] :
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Tableau XVII : Prévalence de la MFV (G1691A) dans les EP [116]

Auteur. Année d’étude il
No % MFV (G1691A)
Manten 1996 68 10%
Martinelli 1997 106 12%
Baglin 1997 207 12%
Leroyer 1997 78 15%
Moerloose 2000 99 14%
Margaglione 2000 301 9%
Ordoéfiez 2000 98 6%
Boyanovsky 2001 83 20%
Meyer 2001 428 12%
Emmerich 2001 464 15%
Juul 2004 99 21%
Arsov 2006 45 13%
Schulman 2007 70 10%
Stralen 2008 1250 11%
Makelburg 2010 41 12%
Toutes les études 3529 12%
Notre série 9 0%

En analysant les données des tableaux XV et XVII, nous avons constaté que la mutation
du FV (G1691A) est associée plutot au développement des TVP, allant de 12% pour les embolies

pulmonaires a 21% pour les TVP, ce qui rejoint les résultats de notre étude.
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Limites de notre étude

Le nombre limité de nos patients ne nous a pas permis de bien comparer statistiquement

nos résultats avec la littérature ou de les généraliser sur la population marocaine.

Certaines données n’étaient pas rapportées sur les dossiers des patients en particulier les
antécédents, ce qui nous a empéché de connaitre d’autres facteurs et situations a risque

qui jouent un role important dans les accidents thrombotiques.

Le manque de données et d’études marocaines sur la MFV (G1691A) et la MFII (G20210A)

nous a caché la vraie prévalence de ces mutations chez la population marocaine.

L’acces aux moyens de diagnostic moléculaire reste a ce jour dans notre contexte trés

insuffisant et se limite a un nombre restreint de centres hospitaliers.

64



Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie

PR Y. % /Dx,,)m

PERSPECIIVES ET
RECOMMANDATIONS

S \@%@ %W A




Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie
de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

Nous devons nous orienter vers une médecine prédictive personnalisée, en s’appuyant
sur des scores prédictifs prenant en compte a la fois les facteurs de risque acquis et/ou
génétiques de thrombophilie, mais aussi I'utilisation des scores génétiques de risque prenant en
compte les alléles a risque permettant ainsi de classer les patients en fonction de leur risque de

thrombose veineuse.

Le développement et la généralisation des techniques de biologie moléculaire ouvre de
nouvelles perspectives de recherche. Plutét que de restreindre la recherche de facteurs de risque
génétiques de thrombophilie a la mutation du facteur V (G1691A) et du facteur Il (G20210A), il
est désormais possible de séquencer les 133 genes impliqués dans la MTEV, en particulier les
genes de I'AT, la PC et la PS. Cette stratégie se justifie par le fait que le dosage plasmatique des

inhibiteurs ne permet pas toujours l'identification de la mutation causale.

Les différents hopitaux marocains doivent se lancer dans telles études génétiques pour
établir une base de données sur la prévalence de ces deux mutations et leurs implications dans

la maladie thromboembolique veineuse chez la population marocaine.

Il est indispensable de disposer de données permettant de guider les prescriptions

médicales concernant le bilan de thrombophilie.

Les patients porteurs d’une thrombophilie doivent disposer d’un document attestant
cette anomalie et de le montrer a leurs médecins de famille qui doivent également connaitre

cette pathologie et les risques qu’elle engendre.
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La maladie thromboembolique est multifactorielle associant des facteurs favorisants

acquis et/ou constitutionnels.

Les aspects physiopathologiques des thrombophilies constitutionnelles sont
préoccupants et constituent un domaine de recherche tres dynamique. Les tests de biologie
moléculaire a la recherche de la mutation du géene du facteur V (G1691A), et du géne du facteur

I (G20210A) appartiennent aujourd’hui au bilan biologique de thrombophilie.

Ces deux mutations sont assez fréquentes et leurs implications thérapeutiques et
préventives de la MTEV sont considérables, mais elles ne doivent pas masquer I'importance,
dans un bilan étiologique, de rechercher les autres facteurs pathologiques favorisants (néoplasie,
syndrome myélo-prolifératif, syndrome néphrotique...) et aux conséquences thérapeutiques
aussi importantes. Paralléelement, les facteurs environnementaux (tant les facteurs favorisants

que les facteurs déclenchant) doivent étre pris en considération.

La recherche de ces deux mutations devrait étre réalisée en suivant les recommandations
des sociétés savantes, car elle reflete d’intérét dans des situations spécifiques et son colt n’est
pas négligeable, et lorsqu’elle est recommandée, doit s’intégrer dans un bilan de thrombophilie,
car il n’existe aucune caractéristique clinique permettant de s’orienter vers telle ou telle

anomalie.

La découverte de la mutation du facteur V (G1691A) ou de la mutation du facteur Il
(G20210A), bien qu’elle ne changerait pas la prise en charge d’urgence de [I’épisode
thrombotique, elle permet dans les circonstances dites a risque veineux (intervention
chirurgicale, immobilisation, traitement hormonal, grossesse, voyage en avion...) de mettre en
place une prévention du risque de la phlébite, et par conséquent, diminuer la morbi-mortalité de

la maladie thrombo-embolique.
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Fiche d’exploitation

Identité

Nom- prénom

Identifient

~

Age

Sexe

Consanguinité

Ethnie

Groupe sanguin

Service demandeur

Antécédents

Thrombose veineuse

Thrombose artérielle

Contraception orale

Tabac

Immobilisation

Chirurgie

Maladie chronique

Nécrose cutanée
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Fausse couche

Retard de croissance

intra-utérin

Grossesse Mort feetale in utero

Prématurité

Pré—éclampsie

Eclampsie

ATCD familial thrombo-embolique

Anomalie constitutionnelle chez un membre

de la famille

Terrain

Obésité

Néoplasie

Maladie chronique

TTT en cours (AVK, héparine, neuroleptiques)

Contraception hormonale

TTT hormonale substitutif
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Diagnostic

Thrombose veineuse profonde

Embolie pulmonaire

AVC ischémique

Fausses couches a répétition

Bilan biologique

Mutation du facteur V

Mutation du facteur Il

Antithrombine

Protéine C

Protéine S

Détection de la résistance a la protéine C

activée

Recherche d’anticorps APL

Dosage du facteur VIII

Dosage de I’homocystéine

Temps de céphaline+activateur

Taux de prothrombine

Hémogramme
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Résumé

Introduction : La thrombophilie est une situation clinique en rapport avec une stase
veineuse, des lésions vasculaires, et d’autre part des anomalies biologiques prédisposant aux
thromboses. Elle résulte d’étiologies diverses impliquant a la fois des facteurs de risque
héréditaires et acquis. Notre travail est une étude rétrospective qui s’est étalée sur une période
de deux années. Notre objectif était d’analyser au sein d’un échantillon de la population
marocaine, les résultats de PCR a la recherche de la mutation du facteur V (G1691A) et du
facteur Il (G20210A) qui appartiennent aujourd’hui au bilan biologique de thrombophilie, tout en

les comparant aux données de la littérature.

Patients et Méthodes : Cette étude a concerné 30 patients ayant présenté principalement

des thromboses veineuses profondes et des embolies pulmonaires et dont les tests de PCR ont

été réalisés au Laboratoire d’Hématologie de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech.

Résultats : 60% des demandes de PCR étaient pour des thromboses veineuses profondes
et 30% suite a des embolies pulmonaires. Au total, 10% des patients testés avaient la mutation
du FIl (G20210A) et seulement 3% avaient la mutation du FV (G1691A). Parmi les patients qui ont
présenté une thrombose veineuse profonde, seulement 11% avaient la mutation du Fll (G20210A)
et 5% avaient la mutation du FV (G1691A). Pour les PCR faites suite a des embolies pulmonaires,

11% étaient positives a la mutation du Fll (G20210A) et aucune mutation du FV n’a été détectée.

Discussion : Dans notre série, la tranche d’age la plus touchée allait de 30 a 39 ans avec
une nette prédominance féminine, les tests de PCR étaient principalement demandés pour des
thromboses veineuses profondes et des embolies pulmonaires, ce qui rejoint les données de la
littérature. La mutation du FIl (G20210A) était prédominante par rapport a la mutation du FV
(G1691A), ce qui concorde avec les données littéraires dans la plupart des pays occidentaux. La
majorité des données littéraires ont rapporté que la présence de la mutation du FV (G1691A) est

associée a un risque moindre d’embolie pulmonaire que de thrombose veineuse profonde, avec

74



Apport de la biologie moléculaire dans le bilan de thrombophilie : Expérience du laboratoire d’hématologie
de I’Hopital Militaire Avicenne de Marrakech

des prévalences allaient respectivement de 12% a 21%, ce qui était concordant avec les résultats
de notre étude. Dans notre série, la thrombose veineuse profonde était liée principalement a la
présence de la mutation du FIl (G20210A) que la mutation du FV (G1691A) contrairement aux

données littéraires, ce qui était probablement da a la taille limitée de notre échantillon.
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Abstract

Introduction: Thrombophilia is a clinical situation related to venous stasis, vascular
lesions, and on the other hand biological abnormalities predisposing to thrombosis. It results
from various etiologies involving both hereditary and acquired risk factors. Our work is a
retrospective study that spanned a period of two years. Our objective was to analyze in a sample
from the Moroccan population, the results of PCR for the mutation of the factor V (G1691A) and
the factor Il (G20210A), which are now part of the biological work-up of thrombophilia, while

comparing them to the data of literature.

Patients and methods: This study involved 30 patients with mainly deep vein thrombosis

and pulmonary embolism whose PCR tests were performed at the Hematology Laboratory of the

Avicenne Military Hospital in Marrakech.

Results: 60% of the PCR requests were for deep vein thrombosis and 30% for pulmonary
embolism. In total, 10% of the patients tested had the mutation of the factor Il (G20210A) and
only 3% had the mutation of the factor V (G1691A). Of the patients who presented with deep vein
thrombosis, only 11% had the mutation of the factor Il (G20210A) and 5% had the mutation of
the factor V (G1691A). For PCR done following pulmonary embolism, 11% were positive for the

mutation of the factor Il (G20210A) and no mutation of the factor V was detected.

Discussion: In our series, the most affected age group was 30 to 39 years with a clear
female predominance, PCR tests were mainly requested for deep vein thrombosis and pulmonary
embolism, which is consistent with data from the literature. The FIl (G20210A) mutation was
predominant over the FV (G1691A) mutation, consistently with literature data in most Western
countries. The majority of literature data have reported that the presence of the mutation of the
factor V (G1691A) is associated with a lower risk of pulmonary embolism than deep vein
thrombosis, with prevalences ranging from 12% to 21%, respectively, which was consistent with

the results of our study. In our series, deep vein thrombosis was related mainly to the presence
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of the FIl mutation (G20210A) than the FV mutation (G1691A) contrary to the literature data,

which was probably due to the limited size of our sample.
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