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RESUME

INTRODUCTION - Quinze pourcent des infarctus cérébraux (IC) surviennent chez le sujet
jeune de moins de 60 ans et ont un impact socio-économique important. La réalisation d’une
enquéte étiologique compléte comprend des explorations de la coagulation. Les troubles de
coagulation représentent 0.5 & 15% des causes d’IC chez le sujet jeune. La protéine Z (PZ) est
une protéine vitamine K dépendante qui semble jouer un réle important dans la régulation de
la coagulation. Plusieurs auteurs se sont intéressés au role de du taux de PZ et des
polymorphismes de son gene dans la survenue des thromboses artérielles et veineuses, mais
les résultats sont conflictuels et ce lien reste discuté.

OBJECTIFS DE L’ETUDE - Evaluer le réle du taux plasmatique de PZ et des
polymorphismes du géne de la PZ dans la survenue d’un IC chez le sujet jeune sans étiologie
retrouveée.

MATERIEL ET METHODES - 1l s’agit d’une étude cas témoins effectuée au CHU de Rouen
de mai 2008 a mai 2009. Les patients agés de plus de 18 ans et moins de 60 ans ayant un
premier IC ¢étaient inclus. Une population de 101 témoins indemnes d’éveénement
thrombotique artériel ou veineux était a notre disposition. Les caractéristiques cliniques
suivantes étaient recueillies : sexe, age, traitement en cours, score NIHSS, facteurs de risque
vasculaires. Une enquéte €tiologique comprenant le bilan de thrombophilie complet selon les
recommandations de la SFNV a été effectuée pour les patients. La mesure du taux
plasmatique de protéine Z et I’analyse des 4 principaux polymorphismes de PZ, PZA-13G,
PZG-79A, PZG-103A et PZG-42A ont été effectués pour les patients et les témoins. Les
patients étaient répartis en 2 groupes selon le bilan étiologique. Les patients ayant un IC sans
cause (ICO) ont été comparés aux patients ayant un IC avec cause retrouvée (IC+) puis ont été
comparés aux témoins. Une régression logistique a été effectuée afin de déterminer les
facteurs de risque de survenue d’un IC chez le sujet jeune sans étiologie retrouvée.

RESULTATS - Parmi les 105 patients inclus ayant un IC, 36 (34.3%) n’avaient pas
d’étiologie retrouvée a I’IC. Nous n’avons pas retrouvé de lien entre protéine Z et IC sans
cause retrouvée. En revanche le taux plasmatique de PZ était significativement plus bas dans
le groupe IC tous confondus comparativement aux témoins (1,78 = 0,72 vs. 2,11 £+ 0,59
pg/ml, p<0,001) et le polymorphisme G-79A était significativement plus fréquent chez les
patients (OR 1,92 IC95% [1,20 ; 3,06] p=0,046). Les témoins était significativement moins
ageés (p<0,001) et plus souvent des femmes (p=0,04).

DISCUSSION - Le déficit en PZ et le polymorphisme G-79A du gene de la protéine Z sont
des facteurs de risque de survenue d’un infarctus cérébral chez le sujet jeune. Il existe
probablement une régulation génétique du taux plasmatique de PZ. L’abaissement du taux de
PZ et son déficit semblent étre des facteurs prothrombogeénes mais ne semblent pas étre une
cause suffisante pour expliquer un infarctus cérébral. C’est probablement 1’association a
d’autres facteurs prothrombogenes qui jouerait un rdle important. Le dosage de PZ et la
recherche des polymorphismes ne sont pas indiqués a I’heure actuelle dans 1’enquéte
¢tiologique d’un IC méme lorsqu’aucune cause classique n’est retrouvée. Leurs roles restent a
I’avenir a €lucider.

MOTS CLES - Infarctus cérébral, Protéine Z, Polymorphismes du géne de la protéine Z
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ABREVIATIONS

ADN : Acide Désoxy Ribonucléique

AIT : Accident Ischémique Transitoire

AT : Anti Thrombine

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

ARM : Angiographie par Résonance Magnétique
AVK : Anti Vitamine K

CHU : Centre Hospitalo Universitaire

CIVD : Coagulation Intra-Vasculaire Disséminée
ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
HAS : Haute Autorité de Santé

HCT : Hypercholestérolémie

HTA : Hypertension Artérielle

IC : Infarctus Cérébral

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique
MTHEFR : 5,10 Méthylénetétrahydrofolate Réductase
NIHSS : National Institute of Health Stroke Scale
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OR : Odds Ratio

PC : Protéine C

PCR : Polymerase Chain Reaction

PS : Protéine S

PZ : Protéine Z

RPCa : Résistance a la Protéine C activée

SAPL : Syndrome des Anticorps anti-Phospholipides
SFNYV : Société Francaise Neuro-Vasculaire

TCA : Temps Céphaline Activée

TDM : Tomodensitométrie

TOAST : Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment
TP : Taux de Prothrombine

TVC : Thrombose Veineuse Cérébrale

ZP1 : Inhibiteur dépendant de la protéine Z
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I) Introduction

Cent cinquante mille personnes sont atteintes d’Accident Vasculaire Cérébral (AVC)

chaque année en France. Il s'agit de la 1°° cause de handicap acquis non traumatique de

l'adulte, de la 2°™ cause de démence et de la 3°™ cause de mortalité (1). Un quart des patients
victimes d’'un AVC ont moins de 65 ans, et selon le registre de Dijon, il y aurait eu en France
en 2005 pres de 3500 nouveaux cas d’AVC de moins de 45 ans (2). Les AVC peuvent étre de
type ischémique dans 80% des cas ou hémorragique dans 20% des cas.

Environ 15% des AVC ischémiques, ou infarctus cérébraux (IC) surviennent chez le
sujet jeune (entre 15 et 60 ans) (3 , 4) et 'impact économique est trés important (5). Les IC
sont sources d’altération de la qualit¢ de vie par les séquelles physiques et cognitives qu’ils
peuvent entrainer et le retentissement social, professionnel et familial qu’ils induisent méme
en I’absence de séquelles physiques graves (6).

Les étiologies des IC du sujet jeune différent de celles de la population agée. Chez le
sujet de plus de 65 ans, les étiologies de I’IC sont dominées par ’athérosclérose (30%), les
cardiopathies emboligénes (20%) et les maladies des petites artéres (20%). Les affections
hématologiques a ’origine de I’IC dans cette population sont rares (environ 1%)(7).

Chez les sujets jeunes, les étiologies rencontrées sont : les dissections artérielles (13%), les
cardiopathies embolique (20 a 47%), la maladie des petites arteres (7 a 14%), I’athérosclérose
(2 a 11%), les causes hématologique dont les troubles de coagulation (0,5 a 15%), et les
causes multiples (2 a 3%) (5). Les recommandations de la Société Francaise Neurovasculaire
(SFNV) publi¢es en 2008 suggerent de mener une enquéte étiologique exhaustive chez les

patients jeunes (8). Malgré la réalisation de cette enquéte, la cause de I'IC n'est pas retrouvée

dans 20 a 40% des cas (9).
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La recherche d'un trouble de coagulation ou bilan de thrombophilie constitutionnelle
ou acquise fait partie du bilan étiologique chez le sujet jeune. La recherche des Anticorps anti-
phospholipides est indiquée en premicre intention. Le bilan de thrombophilie complet (dosage
des protéines S, C et de I’antithrombine, recherche d’une résistance a la Protéine C Activée et
mutation Leiden du facteur V, recherche de la mutation G20210A du géne de la
prothrombine) est proposé en quatrieme intention selon les recommandations de la SFNV de
2008 en tenant compte des antécédents personnels ou familiaux de thrombose artérielle ou
veineuse, ou lorsqu’un mécanisme d’embolie paradoxale est évoqué (8).

La protéine Z (PZ) a été plus récemment étudi€e. Il s’agit d’une protéine se liant a une
autre protéine ZPI (inhibiteur dépendant de la protéine Z). Le complexe PZ-ZPI ainsi formé
inhibe le facteur X activé a la surface des phospholipides et inhibe la coagulation (10). La
diminution du taux plasmatique de PZ pourrait avoir des conséquences procoagulantes et
jouerait un role dans la survenue de pathologies thrombotiques artérielles ou veineuses et
notamment, dans la survenue d’un infarctus cérébral. A 1’heure actuelle, les différentes études
mettent en évidence des résultats contradictoires concernant le réle de la PZ et la survenue
d’un IC (11, 12). Plusieurs équipes se sont intéressées aux polymorphismes du geéne codant
pour la PZ. 1l a ét¢ montré que ces polymorphismes avaient un impact sur la concentration
plasmatique de PZ (13). Quatre polymorphismes (G-79A, G-42A, G-103A, A-13G) ont été
plus particulierement étudiés dans la pathologie artérielle (14). La encore, les résultats sont
divergents et la littérature est pauvre a ce sujet. Le dosage de la protéine Z (PZ) et la
recherche des polymorphismes du gene de la PZ ne sont donc pas recommandés a l'heure
actuelle dans le bilan étiologique d’un IC (15).

Notre étude a pour but d’évaluer le role des polymorphismes du géne de la PZ et du taux
plasmatique de la PZ dans la survenue d’un IC chez le sujet jeune et plus particuliérement

lorsqu’aucune cause n’est retrouvée a cet IC.
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II) Définition et particularités étiologiques des infarctus
cérébraux du sujet jeune

1)  Définition du sujet jeune

Le sujet jeune est défini selon les différentes études publiées par un age inférieur a 55

ans ou 60 ans et parfois 65 ans (5,9, 16, 17).

2)  Etiologies d’un infarctus cérébral chez le sujet jeune

Selon la classification TOAST (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment), les

¢tiologies d’infarctus cérébral chez le sujet jeune sont (18):

la maladie des gros vaisseaux ou athérosclérose (2-11%),

- les cardiopathies emboligénes (20-47%),

- les maladies des petites arteres intracrdniennes de causes diverses (7a 14%)
dont la lipohyalinose des artéres perforantes liée a I’hypertension artérielle et la
maladie de CADASIL (Cerebral Autosomic Dominant Arteriopathy with
Subcortical Ischaemic Stroke)

- les autres causes déterminées (20-34%) dont :

o Les dissections artérielles extra ou intracraniennes (13%)

o Les atteintes artérielles inflammatoires: vascularites cérébrales
primitives ou secondaires survenant au cours d’une maladie
systémique, d’une infection, suite a une radiothérapie.

o Les atteintes artérielles constitutionnelles : maladie de Fabry, dysplasie

fibromusculaire, syndrome de Susac, encéphalopathie mitochondriale.
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o Les causes hématologiques (0.5 a 15%) dont la thrombopénie a
I’héparine, les troubles de coagulation constitutionnels ou acquis
détaillés ci-dessous, ou certaines affections hématologiques
(polyglobulie, drépanocytose, thalassémie, coagulation intravasculaire
disséminée, thrombocytémie essentielle, leucémie)

o Le syndrome de vasoconstriction cérébrale réversible.

- les infarctus de cause indéterminée (20 a 40%) si :
o 2 ou plusieurs causes potentielles ont été identifiées ou
o Aucune cause retrouvée malgré une enquéte étiologique exhaustive ou

o Les investigations sont incompletes.

3)  Troubles de coagulation

Le bilan étiologique d’un IC chez le sujet jeune identifie dans 0.5 & 15% des cas un
trouble de coagulation (5, 19). Les troubles de coagulation sont dépistés en routine par les
tests d'hémostase (TP, TCA, numération plaquettaire, dosage du fibrinogeéne). Une anomalie
d'un de ces examens et/ou un ¢lément évocateur de pathologie thrombophiliante a
l'interrogatoire (thromboses veineuses et/ou artérielles a répétition, fausses couches
spontanées répétées, antécédents familiaux de pathologie thrombophiliante) sont des
arguments pour réaliser un bilan de thrombophilie spécifique, génétique ou recherche
d'anticoagulant circulant ou anticorps anti phospholipides.

Les troubles de coagulation peuvent étre constitutionnels, acquis, ou mixtes. Les
troubles de coagulation constitutionnels résultent de la mutation de géne codant pour des
protéines anticoagulantes et les facteurs de coagulation. Le rdle de certains de ces facteurs

dans les événements thromboemboliques veineux a clairement été¢ démontré (20).
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Concernant les thromboses artérielles, leur réle est controversé (21). Les troubles de
coagulation potentiellement impliqués dans la survenue d’un IC sont rapportés dans une revue
de 2010 (22). Actuellement, seul le lien entre le syndrome des anticorps antiphospholipides
(SAPL) et la survenue d’un IC est bien établi (23, 24).

Les autres troubles de coagulation potentiellement impliqués dans 1’IC sont :

le déficit en protéine C, protéine S et antithrombine,

- la mutation Leiden du facteur V et la résistance a la protéine C activée,

- la mutation G20210A du gene de la prothrombine,

- I’hyperhomocystéinémie et les polymorphismes de la MTHFR
(méthylénetétrahydrofolate réductase),

- I’élévation du facteur VIII,

- laprotéine Z et les polymorphismes du gene de la protéine Z.

Les résultats des études s’intéressant a 1’association entre ces facteurs et la survenue d’un IC
sont contradictoires, notamment pour la protéine Z et les polymorphismes de son gene, objets
de notre travail. Nous allons d'abord détailler les troubles de coagulation dits "classiques"

avant de s'intéresser a la protéine Z dans le chapitre suivant.

a. Déficit en protéine C(PC), protéine S (PS) et antithrombine (AT),

Ces déficits sont peu fréquents dans la population générale (0.2-0.5%) (22). Les
résultats des études prospectives sont donc contradictoires en terme d'implication de
ces anomalies dans la survenu d'un IC, principalement en raison du faible nombre de
patients inclus (25). Concernant les études rétrospectives, une ¢étude japonaise
concernant 26 800 patients présentant une pathologie cardiovasculaire met en évidence

la survenue plus précoce d'IC chez les patients présentant un déficit en PC (26). Au
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contraire, Martinelli et collaborateurs ne mettent en évidence aucun lien entre un
déficit en PS, PC ou AT et la survenue d'un IC (27).

Une méta-analyse publiée en 2005, concernant 18 études cas/controles, met en
évidence une corrélation possible entre la survenue d'un IC et la présence d'un déficit
en PC. La prévalence du déficit en PC chez des enfants ayant présenté un IC exprimée
en odds ratio est de 6.49 [2.96-14.24] pour un intervalle de confiance de 95% (28). Les
résultats ne sont pas significatifs concernant la PS et I'AT. Ces résultats significatifs
pour la PC sont obtenus chez des enfants et ne sont pas reproduits dans une population

adulte.

b. Résistance fonctionnelle a la PC activée (RPCa) et mutation Leiden du
facteur V

La RPCa constitutionnelle a été décrite en 1993, et un an plus tard son "substratum"
génétique était mis en évidence : la mutation Leiden du facteur V (29 , 30). Cette
mutation explique 90 a 95 % des RPCa, pour les autres cas, une RPCa peut étre
expliquée par un déficit en PS, un anticoagulant lupique, ou un traitement
anticoagulant. La mutation Leiden du facteur V est a transmission dominante.

Elles ont été avant tout décrites comme des facteurs de risque de thrombose veineuse :
c'est a l'heure actuelle le facteur de prédisposition le plus fréquent de maladie
thromboembolique veineuse. La RPCa a aussi été beaucoup étudi¢e dans la pathologie
artérielle et notamment dans I'IC. La majorité des études démontre que ni la RPCa, ni
la mutation Leiden du facteur V ne sont un facteur de risque d’infarctus cérébral (31).
Deux méta analyses sur des grands effectifs (18000 cas et 58000 contrdles pour la
premicre, 56 études analysées incluant 54 547 patients et controles au total pour la

deuxiéme) ont montré, concernant la présence d'une mutation Leiden du facteur V, une
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augmentation non significative du risque d’IC (OR 1,27 IC95%, [0.86-1.87]) pour
I’'une, et pour la deuxiéme une augmentation trés modérée de ce risque (OR 1,33
IC95% [1.12-1.56] p=0,03) (32, 33). Une augmentation significative du risque d’IC
en cas de mutation Leiden du facteur V est mise en évidence dans certains sous-

groupes de patients :

Les sujets jeunes (moins de 45 ou moins de 55 ans) (respectivement OR 1,33

IC95% [1,12; 1, 58] et OR 3,1 IC95% [ 2,3 ;4,1]) (32, 34)

- Les femmes jeunes de moins de 60 ans (OR 8,8 1C95% [2 ; 38]) (35)

- L'association d'une contraception oestro-progestative et d'une mutation Leiden
du facteur V (OR 12,9 1C95% [1,3 ; 133,7]) (36)

- Patients ayant un IC cryptogénique ou avec un foramen ovale perméable

(OR 4.7 (IC95% [1.4 ; 16.1]) (31).

C. Mutation G20210A du gene de la Prothrombine

La mutation G20210A du gene de la prothrombine est responsable d'une élévation du
taux plasmatique de la prothrombine, précurseur de la thrombine.

Concernant le risque thrombotique artériel cérébral, Hankey et collaborateurs n’ont
pas mis en évidence de différence significative entre 219 patients (sans limite d’age)
ayant eu un premier événement ischémique cérébral et 205 témoins appariés en age et
sexe. (3.7% vs. 2% p=0.3) (25). A I'inverse, une équipe espagnole a montré une
association significative entre la présence de cette mutation et la survenue d'un
infarctus cérébral de cause indéterminée chez un sujet jeune (< 50 ans), sans facteur de
risque vasculaire (OR 3.75 1C95% [1.05; 13.34]) (35). Ce risque concernerait

davantage les hommes que les femmes jeunes (<60 ans) (35).
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Une méta analyse de 10 études (cohortes et cas/controles) et 1625 patients comparés a
5050 contrdles, évalue le risque thrombotique artériel chez les patients porteurs de la
mutation et met en évidence une augmentation non significative du risque d’IC tous
ages confondus (OR 1.30 ;IC 95% [0.91 ; 1.87]), et un risque significatif un peu plus
¢levé avant 55 ans (OR 1.66 ; IC 95% [1.13; 2.46]) (33). Une autre méta analyse
concernant 19 études cas/contrdles retrouve cette association significative (OR 1.44 ;

IC 95% [1.11 ; 1.86]) (32).

d. Homocystéine et polymorphisme de la MTHFR

L'homocystéine est un acide aminé soufré dérivée de la méthionine. Elle est
transformée en cystéine par la cystathionine B-synthase (CBS) qui nécessite la
vitamine B6 (pyridoxine) comme co-facteur. Elle peut également étre reméthylée pour
reformer la méthionine sous I’action de la méthionine synthase ou de la bétaine-
homocystéine méthyl transférase. La méthylcobolamine provenant de la vitamine B12
est co-facteur de la méthionine synthase. Le métabolisme des folates intervient comme
source de groupes méthyl par ’action de la 5,10 méthylénetétrahydrofolate réductase
(MTHFR). Ainsi, le taux plasmatique d'homocystéine est dépendant a la fois de
facteurs nutritionnels (vitamines B6, B12 et acide folique) et de facteurs génétiques
(déficits enzymatiques). L’analyse génétique précise le statut hétérozygote ou
homozygote du variant C677T du gene de la MTHFR (37).

L’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque d’occlusion artérielle par un
mécanisme d’athérogénese ou thrombotique (38). Dans une étude cas témoins d’IC
chez des patients de moins de 50 ans: I’hyperhomocystéinémie était un facteur

indépendant de risque de récidive d'IC (p=0.004) (37).
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Dans une méta analyse de 16 études (1487 IC et 2554 contrdles), le taux plasmatique
moyen d’homocystéine était significativement plus élevé chez les IC que chez les

témoins sans IC (OR 1,79 1C95% [1.6 ; 2,0] p <0.001) (39) .

Concernant la mutation de la MTHFR, certaines séries n’ont pas mis en évidence de
modification du risque d’IC mais elle s’accompagne d’un taux d’homocystéine
significativement plus ¢élevé (37). D’autres séries retrouvent cette corrélation entre la
mutation et une hyperhomocystéinémie a la fois chez les patients et les controles, mais

aussi un risque accru d’IC (33).

e. Facteur VIII

Le facteur VIII ou facteur anti-hémophilique A est le co-facteur du facteur IX.
L’¢lévation du facteur VIII est un facteur de risque de maladie thromboembolique
veineuse en dehors de tout syndrome inflammatoire (40). Quelques €tudes ont été
effectuées en pathologie artérielle avec des résultats contradictoires. Une étude sur les
apparentés de premier degré de sujets présentant une élévation du facteur VIII
montrait que les membres de la famille qui avaient un facteur VIII augmenté avaient
plus de risque de faire un accident artériel tout confondu (IC, accident ischémique
transitoire, infarctus du myocarde, artériopathie oblitérante des membres inférieurs)
(40). Une ¢étude prospective sur pres de 15 000 sujets de 45 a 64 ans montrait que
I'augmentation du facteur VIII entrainait une augmentation du risque d'IC (41). De
plus, chez les sujets jeunes de moins de 45 ans, I'augmentation du facteur VIII est
associée a l'augmentation de la pathologie artérielle quelle qu'elle soit (42). L'étude

YAMIS confirme ceci chez les sujets de moins de 40 ans ayant présenté un IC (43).
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f Anticorps Anti Phospholipides

Les anticorps (Ac) anti phospholipides (APL) sont des auto-anticorps dirigés contre
différentes protéines associées aux phospholipides (PL) en particulier au niveau des
cellules endothéliales et des plaquettes. Il s'agit d’un trouble de coagulation acquis
d'origine autoimmune. Le mécanisme pathogeéne de ces Ac est complexe, ils sont
prothrombogeénes et proinflammatoires (44). Le terme d’Ac APL regroupe les anti-
cardiolipines, 1’anticoagulant circulant lupique et les anticorps anti $2-GP1. Il existe
une relation entre le taux d'Ac APL, et le risque de thrombose en particulier avec
I’anticoagulant circulant lupique. La survenue d’un IC dans un syndrome des anticorps
anti-phospholipides (SAPL) est due soit a une thrombose in situ soit a une
vasculopathie cérébrale dans le cadre d’un Lupus érythémateux disséminé. Il existe
aussi d’autres mécanismes associés comme une embolie a point de départ valvulaire
cardiaque (endocardite de Libman Sacks, thrombus intra cardiaque, valvulopathie du
ceeur gauche, dégénérescence myxomateuse de la valve mitrale) (45). Les critéres
internationaux du SAPL, cliniques et biologiques, ont été définis pour la premiére fois
en 1999 (46) et révisés en 2006 (47). Le diagnostic de SAPL est retenu si au moins un
critére clinique et un critére biologique définis dans I’annexe 1 sont réunis.

Le lien entre IC et APL a été montré en particulier chez les patients jeunes (24).
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III) Protéine Z

La protéine Z (PZ) est une glycoprotéine de 62kDa comprenant 360 acides aminés. Sa
moitié N-terminale présente une grande homologie de structure avec les facteurs VII, IX, X et

la protéine C : 1 domaine Gla et 2 domaines EGF-like (Figure 1).

® 8- N ® % 5 85 8 383
PZ(PROZ) & 8§ 8 888 & & o egd & 88
[ '--,.‘ L4
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|\|H2 GLA EGF EGF Rl COOH

Figure 1 : Structure de la protéine Z et de son géne (48)

Elle a été identifiée dans le plasma bovin en 1977 puis isolée et caractérisée dans le plasma
humain en 1984 par Broze et Miletich (49). C’est une protéine vitamine K dépendante
synthétisée par le foie. La concentration plasmatique de cette protéine est variable d’un
individu a I’autre et la grande majorité des études trouvent une concentration moyenne de PZ
située entre 2,2 et 3pug/ml. Les techniques de dosage, 1’influence géographique, le sexe, 1’age
ne semblent pas étre mis en cause dans la variation de ces normes d'une étude a l'autre
(11, 50, 51). D’apres Broze et collaborateurs, le taux de PZ diminue s'il existe une
insuffisance hépatocellulaire, une CIVD, une amylose, ou en cas de traitement par
antivitamine K (10, 52). En revanche, le taux plasmatique de PZ semblerait plus élevé chez
les femmes sous contraception orale. A/ Shanqueeti et collaborateurs a montré une différence
moyenne de PZ de 38% (IC95% [26.1% ; 50,2%] p<0.001) entre un groupe de femmes agés
de 18 a 70 ans incluses ayant un premier événement thromboembolique veineux suivant un

traitement cestro-progestatif —comparativement aux femmes témoins (53). L’hypothése
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pouvant expliquer les variations interindividuelles est celle d’un controle génétique de la
concentration de la PZ (13).
La norme retenue pour le taux plasmatique de PZ est comprise entre 0,9 et 2,7ug/ml. On parle

de déficit en PZ lorsque le taux plasmatique est inférieur a 0,9 pg/ml.

1) Gene de la protéine Z

Le géne de la PZ est situé sur le chromosome 13 en région 13q34 (54). C’est un gene

de 14 kilobases composés de 8 exons avec €pissage alternatif possible de ’exon 1 (Figure 2).

Exon lalbll Il IV V VI Vil VI
| | I I
H-H——H
E G

Intron AlA2B C D
Figure 2 : Structure du géne de la protéine Z (54)

F

Quatorze polymorphismes dans le géne de la PZ ont été identifiés en 2001(14). En 2004, trois
polymorphismes supplémentaires sont identifiés et certains des polymorphismes seraient
directement liés au taux plasmatique de PZ (50). Quatre polymorphismes ont été
particuliérement étudiés en pathologie vasculaire :

- Le polymorphisme A-13G, situé¢ dans le promoteur du gene de la PZ

- Le polymorphisme G-42A, situé dans I’intron C du geéne de la PZ

- Le polymorphisme G-103A, situ¢ dans I’intron A du geéne de la PZ

- Le polymorphisme G-79A, situé dans I’intron F du geéne de la PZ.
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La fréquence allélique de ces polymorphismes semble variable d’une étude a 1’autre dans les

populations contrdles (Tableau 1).

Séries Fréquence Fréquence Fréquence Fréquence
N individus allélique A-13G allélique allélique G-42A | allélique G79A
G-103A
Rice. 2001 (14) A :93.7% G :79.9%
150 donneurs G:63% A :20.1%
Santacroce. G : 86% G:97.5% G:77%
2004 (50) A 14% A :2.5% A :23%
100 témoins
Lichy. 2004(55) A :93.3% G :75.6%
199 contrdles G:6.7% A :243%
Lichy. 2005 (56) G:75.4%
203 controles A :24.6%
Santacroce. G :87.8% G :87.6% G :81.5%
2006 (57) A:12.2% A:12.4% A :18.5%

197 contrdles

Tableau 1 : Fréquence allélique de 4 polymorphismes du gene de la protéine Z dans 5 grandes
séries

Plusieurs ¢études ont montré que ces polymorphismes influencaient la concentration

plasmatique de PZ (57). Une étude récente a montré I’influence séparée des polymorphismes

G-79A, G-103A et A-13G mais également un effet additif : plus il existe de polymorphismes,

plus le taux plasmatique de PZ diminue (13).

2)  Fonctions de la protéine Z

La PZ sert de cofacteur au ZPI (inhibiteur dépendant de la PZ). Le ZPI est une
protéine plasmatique faite d’une seule chaine d’un poids moléculaire de 72kDa isolée pour la
premiére fois en 1998 dans le plasma humain. Sa synthése est majoritairement hépatique.
Cette protéine appartient a la famille des serpines (inhibiteurs de protéases, comme I'

alantitrypsine ou l'antithrombine). La concentration de ZPI semble étre régulée par la
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concentration de PZ et il a été également établi que le ZPI est en exces par rapport a la PZ
dans le plasma humain, la protéine Z circule donc de facon totalement complexée. Le ZPI
inhibe le facteur X activé a la surface des phospholipides en présence de calcium et de PZ

comme le montre la figure 3.

|1} | Phospholipides membranaires || ]"! ‘ VA \ [\

D000 0000000300 00000000000000000000

2 mécanismes d’action du couple PZ-ZPI. A gauche : le complexe préformé PZ-ZPI va se lier au facteur X activé en
présence de phospholipides et calcium par I'intermédiaire du domaine Gla de PZ (en orange). A droite : ZPI est activé par les

glycoaminoglycanes présents a la surface des cellules endothéliales et se lient au facteur X activé et PZ.

Figure 3 : mécanismes d’action du couple PZ-ZPI (48)

La présence de PZ multiplie par 1000 la vitesse d’inhibition du facteur X activé par le ZPI1. La
physiologie de la coagulation est rappelée dans I’annexe 2.

L’activité inhibitrice du ZPI est « consommée » lors de la coagulation. Le complexe PZ-ZPI
pourrait &tre donc un inhibiteur important de la coagulation du fait de sa capacité a inhiber le

facteur Xa fixé sur les phospholipides.
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3)  Protéine Z et pathologie vasculaire

a. L’infarctus cérébral

Le role de la PZ dans l'infarctus cérébral est a I'heure actuelle trés discuté. Le déficit
en PZ serait associé a une augmentation du risque de survenue d’un infarctus cérébral
chez les sujets jeunes (age moyen 33 ans) (58) mais aussi chez des sujets plus agés
(age moyen 57 ans) (59). D’autres auteurs n’ont pas mis en évidence cette tendance
(60, 61). Au contraire, c'est I’élévation de la concentration de PZ qui serait un facteur
de risque de survenue d’IC pour une autre équipe (62). Enfin, I’élévation de la
concentration de PZ serait retrouvée uniquement a la phase aigiie de I’IC suivie d’une

baisse des taux proches de ceux des témoins a 3 et a 6 mois (60, 61).

Le role des polymorphismes du géne de PZ a é¢galement été étudié au cours de I’IC. La
premiere étude chez 151 patients et 164 controles montrait 1’absence de lien entre la
présence des polymorphismes A-13G et G-79A et la survenue d’un IC (63). Une autre
¢tude a mis en évidence un possible role protecteur du polymorphisme G-79A chez
200 patients agés de moins de 50 ans persistant apres ajustement des risques relatifs
sur les facteurs de risque habituels d’IC (55). Ce rdle protecteur n’a pas été¢ confirmé a

posteriori en 2006 (64).

b. Thrombose veineuse

Le role du taux plasmatique de la PZ dans la survenue de la thrombose veineuse
profonde reste discuté. Le déficit en PZ ne semble pas étre un facteur de risque de
thrombose veineuse. Les 2 premiéres études montraient soit 1’absence de différence du

taux plasmatique de PZ entre 56 patients ayant une maladie thromboembolique
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veineuse sans facteur de risque identifi¢ et 88 contrdles de méme age (65), soit un taux
plasmatique de PZ plus bas chez 46 patients porteurs d’une mutation Leiden du facteur
V isolée ayant eu un événement thrombotique veineux par rapport a 46 sujets témoins
sans aucun antécédents (66). Dans 2 autres études avec de plus grands effectifs (426
patients vs 471 témoins appariés pour la premiére étude et 443 patients vs 394
controles pour la deuxieme), il a été montré que le déficit en PZ n’était pas un facteur
de risque indépendant de thrombose veineuse (27, 53). Cependant, il pourrait majorer
I’impact des thrombophilies constitutionnelles classiques telles que la mutation
G20210A du facteur II, I’hyperhomocystéinémie et la mutation Leiden du facteur V
(67).

Concernant la thrombose veineuse cérébrale (TVC), I’influence des polymorphismes
n’a pas €té prouvée (56, 68). Aucune étude concernant I’influence de la concentration

en PZ sur la TVC n’a a notre connaissance été réalisée.

C. La maladie coronarienne

Les études sont conflictuelles en ce qui concerne le taux plasmatique de PZ et
identifient tantot une association entre taux bas de PZ et syndrome coronarien aigu
(SCA) tantot I’absence de relation. Deux études ont montré des taux plasmatiques de
PZ significativement moindres chez des patients ayant eu un syndrome coronarien
aigu par rapport aux témoins (69). De méme, le fait d’avoir un syndrome coronarien
aigu et un déficit en PZ inférieur au 5éme percentile serait un facteur de risque de
récidive d’événement cardiaque majeur a 1 an persistant apres ajustement sur les
facteurs de risques habituels. Ces résultats sont contradictoires avec une autre étude
prospective sur le role de la PZ au cours de la maladie coronaire : il n’y avait pas de

différence significative entre les taux plasmatiques de PZ de 297 patients ayant eu une
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maladie coronaire vs 539 sujets asymptomatiques au cours de 5 années de suivi.
L’étude plus récente de Le cam et collaborateurs montrait I'absence de lien significatif
(70).

Concernant les polymorphismes, il n’a pas ét¢ montré¢ de différence significative entre
176 patients de moins de 46 ans ayant un SCA comparés aux controles appari€s en age
et en sexe pour chaque polymorphisme. Par contre la combinaison de 3 génotypes
rares (concernant les polymorphismes A-13G, G-103A, et G-79A) était associé¢ de
fagon significative a la survenue d’un SCA (OR 3.31 1C95% [1.06 ; 12.15] p=0.0099)

(70).

d. Artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI)

Une seule étude a été publiée au sujet du role de la PZ dans la survenue de pathologies
artérielles périphériques (71). L’étude comparait 120 patients a 306 témoins appariés
en age et en sexe. L’age médian était de 75 ans. La médiane du taux plasmatique de
PZ était significativement plus basse chez les patients (1,59ug/ml) que chez les
témoins (1,73pg/ml) (p<0.05). Un nombre significativement plus important de patients
(24.2%) que de controles (5.3%) (p<0.0001) avait un dosage plasmatique de PZ
inférieur au cinquiéme percentile de la population contréle (OR 5.83 1C95%
[2.83; 12.01]) apres ajustement sur les facteurs de risques vasculaires classiques
(HTA, diabete, dyslipidémie, tabagisme actif, antécédents familiaux). Enfin, le taux

plasmatique de PZ était d’autant plus bas que le stade de I’AOMI était avancé.

e. Pathologies gravidiques

Les résultats des différentes études sont également contradictoires a ce sujet. Le déficit
en PZ serait plus fréquent chez les femmes ayant des pertes feetales entre la dixieme et
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la 15e semaine (72). Quatre groupes étaient comparés au cours de cette étude : 200
femmes ayant eu au moins 3 fausses couches spontanées (FCS) inexpliquées avant 8
semaines, 200 femmes ayant une premiére FCS inexpliquée entre 10 et 19 semaines,
50 femmes ayant une premiére mort feetale in utero inexpliquée au début de la 20°
semaine et 200 témoins sains (grossesse non compliquée). Le dosage de PZ était
réalis€¢ 6 mois apres 1’accident obstétrical. Il y avait une différence significative entre
le groupe ayant une FCS inexpliquée entre 10 et 19 semaines et les autres groupes
(p<0.0001 OR=6.7 [1C95% 3.1-14.8]). L’analyse sur ce sous-groupe permettait de
mettre en évidence un taux significativement plus bas de PZ entre 10 et 15 semaines
(p<0.0001).

Deux autres équipes ont mis en évidence le role du déficit en PZ au cours de pertes
feetales plus tardives :

- L’¢quipe de Bretelle et collaborateurs en 2005 a mis en évidence une
fréquence du déficit en PZ significativement plus élevée dans le groupe de 25
patientes ayant un retard de croissance intra-utérin (RR 1.96 1C95% [1.16;
3.32] p=0.041) et 7 patientes avec une mort feetale in utero (RR 3,36 1C95%
[1,65 ; 6,8] p=0.0031) (73).

- L’équipe de Erez et collaborateurs a mis en évidence une concentration
plasmatique médiane significativement plus basse chez les 130 patientes ayant
une pré éclampsie (1.6pg/ml) comparativement aux 71 patientes ayant une
grossesse normale (2.4pg/ml) (p<0.0001) (74). Le déficit en PZ associ¢ a la
survenue d’une pré éclampsie n’était pas montré dans 1’é¢tude de Bretelle et
collaborateurs. Enfin en 2008, un role protecteur du polymorphisme G-79A
(OR=0.4 1C95% [0.2 ; 0.9] ) vis-a-vis des pertes feetales entre la huitieme et la

12 semaine de gestation a été mis en évidence (75).
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IV) Objectifs de I'étude

L’objectif principal de cette étude était de déterminer si le taux plasmatique de la PZ et/ou les
principaux polymorphismes du geéne de la PZ étaient associés a la survenue chez le sujet jeune
d’un infarctus cérébral sans cause retrouvée.

Les objectifs secondaires étaient de décrire I’ensemble des troubles de coagulation de la
population des patients jeunes ayant eu un infarctus cérébral, et de décrire les patients ayant

un déficit en protéine Z.
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V) Matériel et Méthodes

Il s’agit d’une étude rétrospective cas-témoins effectuée au CHU de Rouen du ler mai 2008

au 31 mai 2009.

1) Sélection des cas

Les données ont été recueillies dans les dossiers des patients hospitalisés au sein de 1'unité

neurovasculaire du service de Neurologie du CHU de Rouen entre le 1® mai 2008 et au 31 mai

2009.

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

- Age> 18 ans et <60 ans

- Hospitalisation pour un premier Infarctus cérébral (IC) confirmé par une Imagerie

par Résonance Magnétique (IRM) cérébrale ou une Tomodensitométrie (TDM)

cérébrale.

- Bilan étiologique complet selon les recommandations de la Société Frangaise

Neuro-Vasculaire de 2008 (1) :

o Bilan cardiologique : électrocardiogramme, monitoring cardiaque sur 24

heures, échographie cardiaque trans-cesophagienne ou a défaut une
¢échographie trans-thoracique,

Bilan biologique : numération et formule sanguine, numération
plaquettaire, CRP, bilan de coagulation (temps de Quick, temps de
céphaline activée, fibrinogéne), troponine, glycémie a jeun, bilan

¢lectrolytique, bilan lipidique a jeun (Triglycérides, Cholestérol total, HDL
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et LDL), clairance de la créatinine et protéinurie recherchée a la bandelette
urinaire (BU) ou protéinurie des 24 heures si BU positive, bilan hépatique
(transaminases, gamma glutamyl transférase et phosphatase alcaline)

o Bilan radiologique: écho-doppler des troncs supra-aortiques et
angioscanner des troncs supra aortiques et cérébral, et/ou IRM et ARM
(Angiographie par résonance magnétique) cérébrales

o Bilan de thrombophilie aprés signature du consentement éclairé pour
chaque patient : taux plasmatique de la protéine Z, étude des 4 principaux
polymorphismes génétiques de la protéine Z (polymorphismes A-13G, G-
79A, G-103A, et G-42A), dosage des protéines S, C et de I'antithrombine,
recherche d’une résistance a la Protéine C Activée et mutation Leiden du
facteur V, recherche de la mutation G20210A du géne de la prothrombine,

¢tude des polymorphismes de MTHFR, dosage du facteur VIIIL.

Les critéres d’exclusion étaient les suivants:
- Age <18 ans ou >60 ans
- Bilan étiologique incomplet

- Imagerie cérébrale normale ou diagnostic différentiel

2) Témoins

Nos résultats ont été comparés a une population témoin type constituée de 101 sujets
dont dispose le laboratoire d’hémostase du CHU de Rouen.

Les données cliniques disponibles étaient les suivantes : 1’age au moment de

I’inclusion dans la cohorte de témoins, 1’absence d’antécédents personnels ou familiaux de
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thrombose veineuse ou artérielle, la prise ou non chez les femmes d’une contraception orale
cestro-progestative ou d’un traitement hormonal substitutif de la ménopause.

Les données biologiques disponibles pour les témoins étaient le taux plasmatique de PZ, la
recherche des principaux polymorphismes du géne de PZ, la recherche de mutation Leiden du
facteur V, mutation G20210A du geéne de la prothrombine, 1’é¢tude génétique des

polymorphismes MTHFR.

3) Mesure de la concentration plasmatique de la protéine Z

Il s’agit d’un prélévement sanguin veineux réalisé sur tube citrat¢ au cours de
I’hospitalisation du patient a la phase aigiie de I’IC. Le dosage de la PZ a été réalisé grace a
un kit commercial (Diagnostica Stago, Asnicres, France) utilisant une technique ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) par un automate ETI-MAX3000.

4) Etude des polymorphismes génétiques de la protéine Z

Pour I’analyse des polymorphismes A-13G, G-79A, G-103A, et G-42A, le

prélevement était réalisé sur tube EDTA.

a. Extraction et amplification par Polymerase Chain Reaction (PCR)
L’ADN était extrait sur sang total a partir des leucocytes par méthode rapide (GFX
genomic blood DNA purification kit ; Pharmacia Biotech, New Piscataway Jersey,
USA). Les étapes ¢étaient les suivantes: ajout d’une protéase lysant les leucocytes et un
tampon de lyse pour les hématies puis ajout d’éthanol permettant de « peloter » I’ADN
et d’éviter le passage dans le filtre. Aprés plusieurs étapes de centrifugation et de
lavages, I’ADN ¢était récupéré dans un microtube et un tampon d’¢élution ajouté afin de
détendre I’ADN. On obtenait ainsi I’ADN génomique en suspension.
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L’ADN ¢tait ensuite amplifi¢ par PCR sur thermocycleur GeneAmp*PCR system

9700 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France).

Chaque tube de réaction contenait :

- I’ADN extrait a amplifier (sous forme de double brin codant 5°—3’ et non codant
3'—>5),

- un tampon de réaction contenant du magnésium Mg2+ (Tris-HCI pH9 a 100mM,
MgCI2 a 15mM, KCI a 500mM) (ATGC Biotechnologie, Cambridge, UK)

- 0,1 mole (M) de MgCI2 (ATGC Biotechnologie, Cambridge, UK)

- une DNA polymerase : 1U de Taq (Thermus aquaticus) Polymerase,

- 0,4 uM d’amorces correspondant au fragment a amplifier (Sigma Proligo, France)
(tableau 2)

- des acides nucléiques : 50 uM de chaque dNTP : dATP, dTTP, dGTP, et dCTP
(ANTP Set, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).

- Eau: pour 50 pul de volume final

La quantité d’ADN extrait était fonction du type de polymorphisme recherché.
Une fois le mélange réalis¢, la PCR se déroulait en plusieurs phases :
- une phase de dénaturation de I’ADN durant de 5 minutes a 94°C
- 40 cycles d’amplification :
o 30 secondes de dénaturation a 94°C
o 30 secondes d’hybridation des amorces a une température déterminée par
la séquence nucléique des amorces (Tableau 2)
o 1 minute d’¢élongation par la Taq polymérase a 72°C (30 secondes pour le
polymorphisme G-42A)

- Un cycle d’¢longation de 7 minutes a 72°C
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) , Concentration | Température
Polymorphisme Amorces Séquences des amorces _ Lo
finale en MGCI2 | d'hybridation
PZ13A 5-GGGTCCTCTGAGCCTTCACCGTTCATTT-3'
A-13G 82°C
PZ13B 5-CAGGCACAACAGACAGGTAGCCAGATG-3'
2mM
PZ79A 5-TAACACCATAGACAGAGTCCGATATTCGC-3'
G-79A 80°C
PZ798 5-ATGAACTCGGCATTAGAACATGGTTGGAA-3'
PZ103A 5-ACCTTAGTGATCCGCACTG-3'
G-103A 1,25mM 60°C
PZ103B 5-CTTGCTTCTTCATAGACACAGA-3'
PZA2A 5-GAGGCAGGGCTGGGAGAT-3'
G-42A 56°C
Pz428 5-GCTCCACTCTGTCCTCCT-3'
Tableau 2 : Amorces et conditions d’amplification
b. Digestion enzymatique

Pour I’analyse des polymorphismes G-103A, G-79A, et A-13G, 15 pul d’ADN amplifié

¢taient mis en présence d’une enzyme de restriction. L’incubation durait une nuit a une

température dépendant du polymorphisme recherché. L’enzyme de restriction

reconnaissait une séquence particuliere du géne appelée site de restriction et coupait

ainsi ’ADN. Les particularités de cette étape pour chaque polymorphisme sont

résumées dans le tableau 3.
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Enzyme de restriction

Polymorphisme
ymorp (laboratoire)(quantité)

A-13G Hha | (BioLabs) (10U)
G-79A Hpa | (BiolLabs) (2,5U)
G-103A BsmB | (BioLabs) (2,5U)

Température de . L .
peratu Profil obtenu aprées digestion

digestion
allele muté G 2 fragments 157 et 115 pb
37°C
allele A 1fragment 272 pb
allele muté A 2 fragments 221 et 99 pb
37°C
allele G 1 fragment 320 pb
allele muté A 1 fragment 366 pb
55°C
allele G 2 fragments 122 et 244 pb

Tableau 3 : enzymes de restriction et profil apres digestion des différents polymorphismes. Pb

= paire de bases

Seule la recherche du polymorphisme G-42A ne nécessitait pas d’étape de restriction

puisqu’il s’agit d’'une mutation par insertion ou délétion.

c. Migration

Apres avoir ajouté 5 pl de bleu de bromophénol a 2,5% par échantillon, on dépose

10 pl du mélange dans chaque puit d’un gel de polyacrylamide a 6%. Sur chaque gel,

on dépose également un marqueur de taille (& X 174RF DNA HAE Digest, Biolabs,

Beverly, USA), un témoin non digéré, un témoin homozygote et un témoin

hétérozygote pour le polymorphisme considéré. Puis la migration s’effectuait pendant

20 minutes a 200V.

d. Coloration et photo

Le gel était placé dans une cuve contenant du bromure d’éthydium pendant 7 a 10

minutes. Puis on le transfére sur plaque UV pour révélation (photo 1, 2 et 3).
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Polymorphisme g-103a

366 pb

244 pb

122 pb

1- homozygote

2- hétérozygote

3- non muté

4- témoin non digéré

Photo 1 : mise en évidence du polymorphisme G-103A (76)

Polymorphisme g79a

1- hétérozygote

2- non muté

3- homozygote

4- témoin non digéré
MT: marqueur de taille

Photo 2 : mise en évidence du polymorphisme G-79A (76)
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Polymorphisme a-13g

272 pb

1- homozygote

2- non muté

3- hétérozygote

4, 5 et 6- non muté

7- témoin non digéré
MT: marqueur de taille

Photo 3 : mise en évidence du polymorphisme A-13G (76)

5)  Bilan de thrombophilie

a. Recherche du déficit en protéine C et en antithrombine
Le dosage de PC et AT ¢était effectu¢ par méthode chromogénique spécifique
(Diagnostica Stago ; Behring). Le déficit en PC était défini par un taux inférieur a 75%

et le déficit en AT par un taux inférieur a 85%.

b. Recherche du déficit en protéine S et dosage du facteur VIII

Le dosage de la PS libre et totale et du facteur VIII étaient réalisés par méthode ELISA
(Diagnostica Stago, Asnieres, France). Le déficit en PS était défini par un taux
inférieur a 65% de la normale. Le dosage du facteur VIII était anormal si son taux

dépassait 150% de la normale.
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c. Recherche de la mutation Leiden du facteur V, mutation G20210A du
gene de la prothrombine, étude des polymorphismes de la MTHFR

L’ADN ¢était extrait selon la méthode rapide d’extraction comme citée ci-dessus pour
les polymorphismes du géne de la PZ.

La mutation Leiden du facteur V était détectée selon le protocole décrit par Bertina et
collaborateurs (29).

La mutation G20210A du gene de la prothrombine était détectée selon le protocole
décrit par Poort et collaborateurs (77).

L’étude des polymorphismes de la MTHFR ¢tait réalisée selon la méthode décrite par

Frosst et collaborateurs (78).

6)  Recueil de données

Pour chaque patient, étaient relevées les caractéristiques cliniques initiales suivantes:
- lesexe

- lage

- le score NIHSS initial (Annexe 2)

- les facteurs de risque vasculaires:

o hypertension artérielle (HTA),

o

hypercholestérolémie (HCT) (LDL cholestérol >2.6mmol/l),

o diabéte,

o tabagisme actif,

o présence d’un surpoids défini par un indice de masse corporelle supérieur a
25 selon les criteres OMS,

o les antécédents familiaux de premier degré de pathologie artérielle

(insuffisance coronarienne, IC, AOMI).
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- le traitement par :

o antiagrégants plaquettaires,
o anticoagulants de type Anti vitamine K,

o contraception cestro-progestative.

- I’¢étiologie de I’IC selon la classification TOAST

- le taux plasmatique de PZ exprimé en pg/ml. La norme étant définie entre 0.9 et

2.7 pg/ml. Un taux < a 0.9ug/ml déterminait le déficit en PZ, un taux > a 2.7ug/ml

définissait I'augmentation de PZ.

- I’étude génétique des polymorphismes de PZ :

@)

o

O

O

PZ G- 103A : présence d'au moins 1 allele muté (génotype GA ou AA)

PZ G- 42A: présence d’une délétion ou insertion ou délétion/insertion
(génotype AG ou AA)

PZ A- 13G : présence d’au moins 1 alléle muté (génotype AG ou GG)

PZ G- 79A : présence d’au moins 1 allele muté (génotype GA ou AA)

- la présence d'une autre anomalie du bilan de coagulation :

O

o

déficit en PC défini par un taux inférieur a 75% de la normale

déficit en PS défini par un taux inférieur a 65%

deéficit en AT défini par un taux inférieur a 85%

¢lévation du facteur VIII défini par un taux supérieur a 150%

mutation Leiden du facteur V

mutation G20210A du geéne de la prothrombine : mutation définie par au
moins 1 allele muté (génotype GA ou AA)

¢tude du polymorphisme C677T du géne MTHFR : présence d'au moins 1

allele muté (génotype CT ou TT).
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Pour chaque témoin, les données suivantes étaient disponibles :
- I’age au moment du prélevement
- lesexe
- un traitement par
o contraception cestro-progestative,
o traitement hormonal substitutif
- le taux plasmatique de PZ en pg/ml
- I’étude génétique des polymorphismes du geéne de la PZ
- larecherche de mutation Leiden du facteur V
- larecherche de mutation G20210A du gene de la prothrombine

- I’étude génétique des polymorphismes MTHFR

7)  Statistiques

Pour les analyses statistiques, les logiciels NCSS 6.0 et StatXact 4.0 étaient utilisés.

Nous avons réparti la population en 4 groupes:

- Patients avec un IC sans cause (ICO) retrouvée malgré le bilan étiologique
complet, correspondant a la classification E de TOAST en excluant les causes
multiples.

- Patients avec un IC avec cause identifiée ou causes multiples (IC+), correspondant
a la classification A, B, C , D et le sous-groupe des causes multiples de la
classification E de TOAST.

- Patients ayant un IC, tous confondus (ICO plus IC+)

- Témoins
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Les comparaisons de groupes étaient réalisées a I’aide du test exact de Fisher pour les
variables qualitatives : age, HTA, diabéte, hypercholestérolémie, surpoids, tabagisme
actif, un traitement par antiagrégant plaquettaire ou anticoagulant en cours, la présence
d’antécédents familiaux artériels, la présence d’Ac antiphospholipides, la présence
d’un déficit en AT, PC, PS, d’une élévation du facteur VIII, la présence d’une
mutation G20210A, d'une mutation Leiden du facteur V, les polymorphismes MTHFR

et polymorphismes du géne de PZ.

Pour les variables quantitatives, soient le score NIHSS initial, I'dge, le taux
plasmatique de PZ, le test de Student était utilisé aprés avoir vérifié la distribution
normale de la population (test de Kolmogorov-Smirnov). Dans le cas contraire, le test

non paramétrique de Mann et Whitney était utilise.

Les groupes constitués étaient d’abord comparés en analyse univariée, puis en analyse
multivariée a I’aide du modele de régression logistique en intégrant les variables
significatives (p<0.05) en analyse univariée. Nous avons privilégi¢ pour la régression
logistique d'intégrer les variables pouvant, d'apres la littérature, jouer un réle sur la
concentration de PZ, notamment 1'age, le sexe, et les principaux polymorphismes de
PZ. Nous n'avons pas intégré les chiffres de concentration plasmatique de PZ dans la

régression logistique car certaines données pour les témoins manquaient.

T

€
Dans un 1 temps, les groupes ICO et IC+ étaient comparés séparément au groupe de
témoins.
Dans un 2° temps, le groupe ICO était comparé au groupe IC+.

Enfin, le groupe tous IC confondus était comparé aux témoins.
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VI) Résultats

Cent dix sept patients de moins de 60 ans suspects d’infarctus cérébral ont été
hospitalisés consécutivement dans le service de neurologie du CHU de Rouen entre le 1% mai
2008 et le 31 mai 2009.

Sept patients ont été exclus en raison d'un diagnostic différentiel autre qu'un infarctus
cérébral (2 pathologies inflammatoires, 1 compression médullaire, 1 ictus amnésique, 1
phlébite du membre inférieur, 1 atrophie multisystématisée, 1 malaise vagal).

Parmi les 110 patients avec diagnostic d'IC confirmé, 5 patients ont été exclus car
I’ADN n’¢était pas disponible (schéma 1). Au total, 105 patients ayant un IC ont été ainsi
inclus dans notre étude.

Deux groupes ont été par la suite constitués : un groupe de 69 patients ayant un
infarctus cérébral de cause identifiée ou causes multiples (IC+) et un groupe de 36 patients
ayant un infarctus cérébral de cause non retrouvée (ICO0).

Quatre patients du groupe IC+ avaient un traitement préalable par antivitamine K
(AVK) en raison de fibrillation auriculaire (2), lupus érythémateux disséminé (1), endocardite
septique (1). Le dosage plasmatique de PZ n’était pas réalisable pour ces 4 patients.

Tous les patients ont signé un consentement libre et éclairé pour la réalisation du bilan
de thrombophilie et des analyses génétiques.

Cent un sujets sains constituaient la population témoin et ont été analysés (schéma 1).
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Schéma 1 : Inclusion des patients

117 patients recrutés
Suspicion d’AVC ischémique

7 patients exclus
Diagnostic différentiel

A 4

Infarctus cérébral confirmé par IRM
(ou TDM) cérébrale

110 patients

5 patients exclus
Pas d’ADN disponible

A 4

3 groupes constitués

Infarctus sans cause
aco

36 patients (34.3%)

- 0 patient sous AVK

Infarctus avec cause TEMOINS
(IC+) 101 sujets sains
69 patients (65.8%)

- 4 patients sous AVK
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1) Données démographiques et antécédents des patients avec IC

Cent cinq patients ayant un premier IC ont été inclus, dont 46 femmes et 59 hommes.
Il y avait 16 femmes dans le groupe ICO (44.4%) et 30 femmes dans le groupe IC+ (43.5%).
L’age moyen des patients était de 45,6 ans (44.39 ans pour le groupe IC 0 et 46.86 ans pour le
groupe IC+).

Concernant les facteurs de risque vasculaires, parmi tous les patients ayant un IC, 35
avaient une HTA (33.3%), 24 une hypercholestérolémie (22.8%), 67 un tabagisme actif
(63.8%), 10 un diabéte (9.5%), 45 un surpoids (42.8%). Vingt et un patients (20%) avaient
des antécédents familiaux artériels de premier degré (10 dans le groupe ICO et 11 dans le
groupe IC+).

Dix patientes suivaient un traitement cestro-progestatif au moment de 1’'IC (9.5%) (4
dans le groupe IC et 6 dans le groupe IC+), 4 patients étaient sous anticoagulants (3.8%) et 15
patients sous traitement antiagrégant plaquettaire (14.3%) (3 dans le groupe IC 0 et 12 dans le
groupe IC+).

Les caractéristiques cliniques des patients sont résumées dans le tableau 4.

IC
n patients 105

Age moyen (médiane) 46,01 (48)
Femmes 46 (43,8%)

Facteurs de risque vasculaires
Hypertension artérielle 35(33,3%)
Hypercholesterolémie 24 (22,8%)
Tabagisme 67 (63,8%)
Diabete 10(9,5%)
Surpoids (IMC > 25) 45 (42,8%)

Score NIHSS médian a I'entrée 2
Antécédents familiaux 21 (20%)
Traitements

oestroprogestatif 10(9,5%)
anticoagulant 4(3,8%)
anti-agrégant plaquettaire 15 (14,3%)

Tableau 4 : Données cliniques et antécédents des patients ayant un infarctus cérébral
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2) Données cliniques a l'entrée

Le score NIHSS médian était de 2 dans les 2 groupes ICO et IC+.

Une ou plusieurs anomalies du bilan de thrombophilie était retrouvée chez 84 patients
tout IC confondus (80%). Cinquante-neuf patients avaient le polymorphisme MTHFR
(56.2%), une élévation du facteur VIII était retrouvée chez 56 patients (53,3%), la mutation
Leiden du facteur V chez 7 patients (6.7%). Deux patients avaient un déficit en PC (1.9%), 3
patients un déficit en PS (2.8%), 3 patients un SAPL biologique (2.8%), 2 patients un déficit
en AT (1.9%) et 2 patients la mutation G20210A du facteur II (1.9%). Ces anomalies
n’étaient relevées que dans le groupe IC+.

La concentration plasmatique moyenne de PZ dans le groupe IC tous confondus était de

1,78+0,72pg/ml.

Les étiologies des IC étaient réparties ainsi :
- 15 maladies des gros vaisseaux (14.3%)
- 22 cardiopathies emboligenes (20.9%)
o 14 FOP (Foramen Ovale Perméable) massif défini par passage de plus de
30 bulles au test des bulles dont 5 associés a un anévrysme du septum inter
auriculaire (ASIA)
o 6 Arythmies Complétes par Fibrillation Auriculaire (AC/FA)
o 2 endocardites
- 10 maladies des petites arteres (9.5%)
o 1 CADASIL
o 9HTA
- 20 autres étiologies (19%)

o 16 dissections artérielles carotidiennes ou vertébrales (15.2%)
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o 1 angéite cérébrale liée a une intoxication par cannabis
o 1 lupus érythémateux disséminé avec syndrome des Ac antiphospholipides
o 1 coagulation intravasculaire disséminée dans un contexte néoplasique
o 1 syndrome de Moya Moya
- 2 étiologies multiples (1.9%) associant maladie des petites artéres et athérosclérose
des gros vaisseaux

- 36 patients n'avaient aucune cause retrouvée (34.3%)

3) Description de la population témoin

Parmi les 101 témoins, il y avait 62 femmes (61.3%) et 39 hommes (37.1%). L’age
moyen ¢était de 41,43+10,68 ans. Vingt-trois sujets (22.8%) prenaient une contraception par
cestro-progestatif.

Concernant le bilan de thrombophilie, 4 patients avaient une mutation G20210A (3.9%), 3
patients une mutation Leiden du facteur V (2.9%) et 62 patients un polymorphisme MTHFR
(61.3%).

La concentration plasmatique moyenne de PZ dans ce groupe était de 2.11+0.59ug/ml.
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4) Analyse univariée

a. Comparaison des groupes IC0 versus [C+

Les groupes ICO et IC+ étaient comparables en analyse univariée. L’age moyen du
groupe ICO ¢était de 44,39+8,74 ans, pour le groupe IC+ il était de 46.86+8,83 ans
(p=0.09). Il n’y avait pas de différence significative en terme de facteurs de risque
vasculaires, de score NIHSS, de traitements et de bilan de thrombophilie (Tableau 3).
Concernant le taux plasmatique de PZ, la concentration moyenne dans le groupe 1CO
¢tait de 1.80+0,54 pug/ml versus 1.77+£0,81 pg/ml dans le groupe IC+. La différence
n’était pas significative.

Concernant l'analyse des polymorphismes du géne de la PZ, la répartition dans chaque

groupe n’était pas significativement différente (Tableau 5).
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ICO IC+ p
n patients 36 69
Age moyen (médiane) 44,39 (47) 46,86 (49) 0,09
Femmes 16 (44,4%) 30 (43,5%) 0,54
Facteurs de risque vasculaires
Hypertension artérielle] 9 (25%) 26 (37,7%) 0,14
Hypercholesterolémie| 8 (11,6%) 16 (23,2%) 0,56
Tabagisme| 23 (63,9%) 44 (63,8%) 0,58
Diabete| 4 (11,1%) 6 (8,7%) 0,47
Surpoids (IMC > 25)| 15 (41,7%) 30 (43,5%) 0,51
Score NIHSS médian a I'entrée 2 2 0,65
Antécédents familiaux 10 (27,7%) 11 (15,9%) 0,12
Traitements
oestroprogestatif|] 4 (11,1%) 6 (8,7%) 0,47
anticoagulant 0 4 (5,8%) 0,12
anti-agrégant plaquettaire| 3 (8,3%) 12 (17,4%) 0,17
Bilan thrombophilie
Déficit protéine C 0 2 (2,9%) 0,43
Déficit protéine S 0 3(4,3%) 0,28
Déficit en antithrombine 0 2 (2,9%) 0,43
Syndrome des Ac antiphospholipides 0 3(4,3%) 0,28
Augmentation FVIII| 22 (61,1%) 34 (49,2%) 0,17
Mutation G20210A du Fll| 1 (2,7%) 1(1,4%) 0,57
Mutation Leiden du FV| 2 (5,5%) 5(7,2%) 0,55
Polymorphisme MTHFR| 22 (61,1%) 37 (53,6%) 0,3
Conce,ntratlon plasmatique moyenne de 184054 177+081 0,94
PZ +- écart type (ug/ml)
Polymorphismes du géne de la PZ (au
moins 1 allele muté)
PZ A-13G| 4(11,1%) 6 (8,7%) 0,47
PZ G-103A| 12(33,3%) 15(21,7%) 0,15
PZ G-79A| 16 (44,4%) 24 (34,8%) 0,22
PZ G-42A| 2 (5,5%) 11 (15,9%) 0,11

Test exact de Fisher pour les variables quantitatives et test de Mann et Whitney pour les

variables qualitatives. Différence significative si p<0,05

Tableau 5 : Comparaison en analyse univariée des groupes ICO versus IC+
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b. Comparaison des groupes IC tous confondus (ICO et IC+) versus
témoins

Il y avait significativement plus de femmes dans le groupe de témoins (61.3%) que
dans le groupe de patients ayant un IC avec ou sans cause (43,8%) (p=0.04). Vingt-
deux pour cent des témoins prenaient une contraception par cestro-progestatif au
moment de I’analyse. IIs étaient significativement plus nombreux que dans le groupe
IC (9.5%) (p=0.04).

La concentration moyenne plasmatique de PZ était significativement plus basse dans
le groupe de patients ayant un IC que dans le groupe témoins (1,78+0,72 vs
2,11+0,59ug/ml) (p<0.001).

Concernant l'analyse des polymorphismes du géne de la PZ, quarante patients ayant un
IC (38.1 %) présentaient un polymorphisme G-79A. Vingt-quatre témoins présentaient
ce polymorphisme (23.7%). La différence était significative entre ces 2 groupes pour
ce polymorphisme (p=0.02). Il n’y avait pas de différence significative entre les 2
groupes concernant la prévalence des 3 autres principaux polymorphismes du géne de

laPZ (Tableau 6).
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IC Témoins p
n patients 105 101
Age moyen (médiane) 46,01 (48) 41,4 (40) <0,001
Femmes 46 (43,8%) 62 (61,3%) 0,04
Facteurs de risque vasculaires
Hypertension artérielle| 35 (33,3%)
Hypercholesterolémie| 24 (22,8%)
Tabagisme| 67 (63,8%)
Diabete| 10 (9,5%)
Surpoids (IMC > 25)| 45 (42,8%)
Score NIHSS médian a I'entrée 2
Antécédents familiaux 21 (20%)
Traitements
oestroprogestatif| 10 (9,5%) 23 (22,8%) 0,04
anticoagulant| 4 (3,8%)
anti-agrégant plaquettaire| 15 (14,3%)
Bilan thrombophilie
Déficit protéine C| 2 (1,9%)
Déficit protéine S| 3 (2,8%)
Déficit en antithrombine| 2 (1,9%)
Syndrome des Ac antiphospholipides| 3 (2,8%)
Augmentation FVIII| 56 (53,3%)
Mutation G20210A du FIl| 2 (1,9%) 4(3,9%) 0,67
Mutation Leiden du FV| 7 (6,7%) 3(2,9%) 0,18
Polymorphisme MTHFR| 59 (56,2%) 62 (61,3%) 027
Concelntratlon plasmatigue moyenne de 178+0,72  2,11+0.59 <0,001
PZ +- écart type (ug/ml)
Polymorphismes du géne de la PZ (au
moins 1 allele muté)
PZ A-13G| 10(9,5%) 11 (10,9%) 0,46
PZ G-103A| 27 (25,7%) 24 (23,7%) 0,44
PZ G-79A| 40 (38,1%) 24 (23,7%) 0,02
PZ G-42A| 13 (12,4%) 18(17,8%) 0,18

Test exact de Fisher pour les variables quantitatives et test de Mann et Whitney pour les
variables qualitatives. Différence significative si p<0,05

Tableau 6 : Analyse univariée comparant les IC tous confondus versus témoins
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c. Comparaison des groupes IC0 versus témoins

Les groupes ¢étaient différents de maniére significative pour le sexe (16 femmes

(44.4%) versus 62 (61.3%) (p =0.04), pour la prise de contraception cestro-

progestative (4 patients (11.1%) versus 23 (22.8%) (p=0.04). 1l n’y avait pas de

différence concernant 1’age.

La concentration plasmatique moyenne en PZ était significativement plus basse dans

le groupe 1CO (1,8+0,54 vs 2,11+£0,59ug/ml) (p=0.003).

Il existait une association significative entre la présence d’un polymorphisme G-79A

du geéne de la PZ et la survenue d’un IC de cause non retrouvée (p=0.025) (Tableau 7).

ICO Témoins p
n patients 36 101
Age moyen (médiane) 44,39 (47) 41,4 (40) 0,11
Femmes 16 (44,4%) 62 (61,3%) 0,04
Traitement oestroprogestatif 4(11,1%) 23 (22,8%) 0,04
Concelntratlon plasmatigue moyenne de 18+054 2.11+-0,59 0,003
PZ +- écart type (ug/ml)
Polymorphismes du géne de la PZ (au
moins 1 allele muté)
PZ A-13G| 4(11,1%) 11 (10,9%) ns
PZG-103A| 12 (33,3%) 24 (23,7%) ns
PZ G-79A| 16 (44,4%) 24 (23,7%) 0,025
PZG-42A| 2(5,5%)  18(17,8%) ns
Bilan thrombophilie
mutation G20210A du FlIf 1 (2,7%) 4(3,9%) ns
Mutation Leiden du FV| 2 (5,5%) 3(2,9%) ns
polymorphisme MTHFR| 22 (61,1%) 62 (61,3%) ns

Test exact de Fisher pour les variables quantitatives et test de Mann et Whitney pour les variables

qualitatives. Différence significative pour p<=0,05. ns=non significatif

Tableau 7 : Analyse univariée comparant les groupes IC0O versus témoins
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d. Comparaison des groupes IC+ versus témoins

La différence était significative entre les 2 groupes pour I’age (p<0.001), le sexe
(p=0.04) et pour la prise d’cestro-progestatifs (p=0.04).

La concentration plasmatique de PZ était significativement plus basse dans le groupe
IC+ que dans le groupe témoins (1,77+0,81 versus 2,11+0,59ug/ml) (p<0.001). Nous
n’avons pas constaté de différence significative concernant la prévalence des

polymorphismes du geéne de la PZ entre les 2 groupes (Tableau 8).

IC + Témoins p
n patients 69 101
Age moyen (médiane) 46,86 (49) 41,4 (40) <0,001
Femmes 30 (43,5%) 62 (61,3%) 0,04
Traitement oestroprogestatif 6 (8,7%) 23 (22,8%) 0,04
Conce’ntratlon plasmatique moyenne de 1774081 211 +-0,59 <0,001
PZ +- écart type (ug/ml)
Polymorphismes du géne de la PZ (au
moins 1 alléle muté)
PZA-13G 6(8,7%) 11 (10,9%) ns
PZG-103A 15(21,7%) 24 (23,7%) ns
PZ G-79A 24 (34,8%) 24 (23,7%) ns
PZG-42A 11(15,9%) 18 (17,8%) ns
Bilan thrombophilie
mutation G20210A du FIl 1 (1,4%) 4(3,9%) ns
Mutation Leiden du FV 5 (7,2%) 3(2,9%) ns
polymorphisme MTHFR 37 (53,6%) 62 (61,3%) ns

Test exact de Fisher pour les variables quantitatives et test de Mann et Whitney pour les variables
qualitatives. Différence significative pour p<=0,05. ns=non significatif

Tableau 8 : Analyse univariée comparant les groupes IC+ versus témoins

5)  Analyse multivariée

Afin de déterminer les facteurs prédictifs indépendants de survenue d'un infarctus
cérébral sans cause retrouvée, les données de l'analyse univariée intégrées dans le modéele

multi-varié étaient les suivantes : 1’age, le sexe, et la présence d’au moins un alléle rare du
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polymorphisme PZ G-79A. La prise de contraception par cestro-progestatif n'était pas intégrée

dans I’analyse multi variée car directement liée au sexe des sujets.

Le polymorphisme PZ G-79A était un facteur de risque indépendant d’IC sans cause

par rapport aux témoins (Tableau 9).

. Intervalle de
Odds ratio - p
- confiance 95%
PZ G-79A 2,5 1,35; 4,62 0,03

Analyse réalisée a l'aide du modele de regression logistique linéaire.
p significatif si <0,05

Tableau 9 : Comparaison des groupes IC 0 versus témoins en analyse multivariée

L’age était un facteur de risque indépendant d’IC avec cause par rapport aux témoins

avec un Le sexe féminin était un facteur protecteur d’IC avec cause (Tableau 10).

Intervalle de
Odds ratio - ___ p
- confiance 95%
Age 1,06 1,03;1,08 0,002
Sexe 0,44 0,27; 0,71 0,01

Analyse réalisée a l'aide du modele de regression logistique linéaire.
p significatif si <0,05

Tableau 10 : Comparaison des groupes IC + versus témoins en analyse multivariée

L’analyse multi variée des groupe IC tous confondus versus témoins mettaient en
¢vidence qu’un age plus ¢€levé et le polymorphisme PZ G-79A étaient des facteurs de risque
indépendants d’IC. Le sexe féminin ¢était un facteur protecteur indépendant d’IC

(Tableau 11).
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. Intervalle de
Odds ratio - ___ p
- confiance 95%

Age 1,04 1,02; 1,07 0,005
Sexe 0,48 0,31; 0,73 0,01
PZ G-79A 1,92 1,20; 3,06 0,046

Analyse réalisée a l'aide du modele de regression logistique linéaire.
p significatif si <0,05

Tableau 11 : Comparaison des groupes IC tous confondus versus témoins en analyse

multivariée

6)  Caractéristiques de la population ayant un déficit en PZ

Dans notre étude, 13 patients avaient un déficit en PZ (12.4%) soit un taux < 0,9
pg/ml. Seul un patient (7%) avait un IC de cause non retrouvée mais présentaient d’autres
anomalies du bilan de thrombophilie associée. Les 12 autres patients avaient une cause €tablie
a leur IC. Les données pour chacun de ces patients sont résumées dans le tableau 12. Trois
témoins (2.97%) avaient un déficit en PZ.

Le déficit en PZ était significativement plus fréquent chez les patients ayant un IC que

chez les témoins (p=0.01).

64



n=13 patients

[PZ](ug/ml)

Etiologie del'IC

Bilan de thrombophilie

10

11

12

13

0,08

0,32

0,35

0,47

0,51

0,55

0,55

0,57

0,6

0,67

0,74

0,82

0,85

Athérome
Athérome
CIVD (néoplasie)
Athérome
Dissection
Inconnue
Dissection
AC/FA
Dissection
Dissection
FOP isolé
AC/FA

AC/FA

déficit PC, PS, MTHFR

FV Leiden, PZ42, PZ79, PZ103

élévation FVIII, MTHFR

Pz13
élévation FVIII, MTHFR, PZ79
élévation FVIII, FV Leiden, MTHFR, PZ79, PZ103
Pz13, PZ79, PZ103

déficit PC, FVIII, MTHFR

élévation FVIII, PZ79, PZ103

élévation FVIII, MTHFR

MTHFR, PZ42

Pz42

CIVD= Coagulation Intravasculaire Disséminée, AC/FA=Arythmie Compléte par Fibrillation
Auriculaire, FOP=Foramen Ovale Perméable, PC/PS=protéine C /S

Tableau 12 : Etiologies de I’IC retenues chez nos patients déficitaires en PZ (<0,9ug/ml) et
résultat du bilan de thrombophilie
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IV) Discussion

1) Objectif principal

L’objectif principal de notre étude était la recherche d’une association entre le taux
plasmatique de PZ et/ou la présence d’un polymorphisme du géne de la PZ et la survenue
d’un IC chez le sujet jeune inexpliqué malgré un bilan étiologique complet. L'hypothése étant,

d'apres la littérature, qu'un déficit en PZ jouerait un role prothrombogéne.

a. Taux plasmatique de PZ

Nous n'avons pas mis en évidence de lien entre le taux plasmatique de PZ et la
survenue d'un IC chez le sujet jeune sans cause retrouvée au bilan étiologique.

Nous avons mis en évidence une diminution significative du taux plasmatique de PZ
dans le groupe IC tous confondus comparativement aux témoins. Nous avons
¢galement mis en évidence qu'un déficit en PZ (taux <0.9pg/ml) était li¢ a la survenue
d'un IC chez le sujet jeune, mais pas spécifiquement dans le sous-groupe des IC sans

cause retrouveée.

Ce résultat est en accord avec plusieurs études réalisées entre 2001 et 2007 :

- la premicre chez 169 sujets de moins de 60 ans ayant eu un IC sans cause
retrouvée versus 88 controles: 20% des patients avaient un déficit en PZ
(<0.9png/ml) (5% des contrdles) (58). Le dosage était réalisé¢ 3 mois apres 1’épisode

thrombotique en dehors de tout traitement anticoagulant.

- une ¢tude chez des sujets de tous ages (age moyen 58 ans) :154 patients ayant un

premier IC et 206 témoins. Le taux plasmatique de PZ dosé a la phase aigiie de
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I’IC était significativement plus bas dans les sous-groupes de patients suivants : les
non diabétiques (1.78+-0.77pg/ml versus 2.28+-0.88ug/ml, p<0.0001) et les
hommes (1.90+-0.90png/ml versus 2.42+-0.99pg/ml p=0.0004). Un déficit en PZ
inférieur au 15° percentile (< 1.46ug/ml) était associé significativement a la

survenue d’un IC avec un odds ratio a 2.6 (IC95% [1.5-4.3]) (59).

Enfin, une méta analyse réalisée en 2010 incluant 28 études cas-controles et 33
¢tudes de cohorte soit 4218 patients ayant un événement thrombotique (artériel ou
veineux) et 4778 contrdles, a montré que la diminution de la concentration en PZ
¢tait un facteur de risque indépendant de survenue de thrombose (OR 2.90 1C95%
[2.05; 4.12] p<0.00001) (80). Ce lien ¢tait confirmé¢ dans le sous groupe
concernant les pathologies artérielles (IC, IDM, AOMI) (OR=2.67 1C95% [1.60 ;
4.48] p=0.0002) mais également dans les 2 autres sous groupes : complications
gravidiques (OR 4.17 IC95% [2.31 ;7.52] p<0.00001), maladie thromboembolique

veineuse (OR 2.18 IC95% [1.19 ; 4.00] p=0.01).

La diminution du taux plasmatique de PZ serait prothombogene et expliquerait ainsi le

lien retrouvé dans les précédentes études ainsi que la notre.

Les conséquences d’un déficit en PZ ont été analysés sur des souris dont le géne de la

PZ est inactivé (PZ (-/-)). En effet, Yin et collaborateurs montre que les souris PZ(-/-)

ont un développement normal alors que les souris PZ(-/-) atteintes de la mutation

Leiden du facteur V meurent toutes en périodes néonatales de thromboses massives

(65).

Concernant I’atteinte artérielle, 1’étude de Greten et collaborateurs en 1998 suggere

un role de la PZ dans le développement des 1ésions d’athérosclérose (81). En effet,
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I’é¢tude immunohistochimique d’artéres de 18 patients étudiés ayant une pathologie
thrombotique artérielle (dont 11 diabétiques) mettait en évidence des dépots de PZ au
sein des lésions d’athérosclérose. Aucun dépdt n’était retrouvé chez les 5 sujets
contrdles. De méme, 1’étude histologique des placentas de patientes ayant une perte
feetale mettait en évidence des dépots de PZ au sein des 1ésions vasculaires de 50% des
patients déficitaires en PZ et 33% des patients sans déficit en PZ. Cependant la
différence n’était pas significative entre les 2 groupes (73). Le déficit en PZ serait-il
secondaire au dépot de PZ au sein des Iésions artérielles ? Les études ont mis en
é¢vidence des taux bas de PZ méme a distance de 1’événement aigu: Gris et
collaborateurs a 6 mois de la complication obstétricale (72), Vasse et collaborateurs a

3 mois d’un IC (58), Heeb et collaborateurs a 2 mois d’un IC (59).

Une des hypotheses est que le caillot artériel est principalement formé de plaquettes
recrutant en quantité importante des phospholipides, nécessaires pour [’activité
anticoagulante du complexe PZ/ZPI (82, 83). L’existence d’un récepteur spécifique de
PZ au niveau artériel pourrait étre une hypothése. Enfin, il existe un lien entre
I’inflammation et I’ischémie artérielle (84). Le complexe PZ/ZPI pourrait jouer un rdle
anti-inflammatoire indépendamment de ses propriétés anticoagulantes comme
confirmé pour d’autre facteurs anticoagulants «naturels » et serait ainsi
« consomme » a la phase aigue (85). Cependant I’activité inhibitrice de PZ sur la
synthése des cytokines n’a pas ¢ét¢ démontré (12). L’analyse a la fois des taux
plasmatiques de PZ et des polymorphismes met en évidence des taux plus bas de PZ
associé aux génotypes rares (86). Il est également montré que le taux de PZ diminuait
avec la sévérité de la maladie artérielle. Il pourrait ainsi s’agir d’un déficit acquis en

PZ et pourrait constituer un marqueur de la sévérité de la pathologie vasculaire.
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Cependant une étude n’a pas montré de corrélation entre le taux plasmatique de PZ et

I’épaisseur de la paroi des arteres carotides (87).

A I'inverse, deux études trouvent un lien entre IC et augmentation du taux plasmatique
de PZ. L'équipe de Kobelt et collaborateurs en 2001 : chez 157 patients de tous ages
(age moyen 40 ans) ayant eu un IC sans cause retrouvée versus 190 controles (age
moyen 39 ans) (p=0.04). Le dosage de PZ était réalisé au moins 2 mois apres I’IC. Les
patients ayant un IC avec une cause retrouvée étaient exclus de 1’étude et les causes
retenues pour ces patients n’étaient pas précisée (62). Cette hypotheése est ¢galement
soutenue par une étude de 173 patients de tout age en phase aigué d’un premier IC
versus 186 controles appariés en age et en sexe (taux plasmatique de PZ 1.46pug/ml
versus 1.16pg/ml pour les témoins, p <0.0001). A 3 et 6 mois de I’IC, la concentration

moyenne de PZ était en revanche comparable entre les patients et les controles (61).

La grande variabilit¢ des résultats des différentes études peut étre expliquée par
plusieurs mécanismes :

- La réalisation du prélévement soit a la phase aigiie ou a distance de I’'IC est a
discuter car les mécanismes inflammatoires systémiques intervenant a la phase
aigué de 1'IC pourraient modifier le taux de PZ. Cette hypotheése a été
récemment ¢tudiée dans les pathologies cancéreuses ou le lien entre
inflammation et taux de PZ est discuté (88). Des études ont rapporté des taux
plus bas de PZ chez des patients avec des taux élevés d’interleukine-6 (IL-6) et
de fibrinogene (89, 90). Cependant, une autre étude a montré une élévation du
taux plasmatique de PZ dans les 72h aprés une coronarographie (86). Les

différences entre les études peuvent étre liées aux comorbidités des patients
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testés. Par exemple, le déficit en PZ associé a 1’augmentation d’IL-6 était
montré chez des patients ayant une leucémie aigue ou un lymphome,
hémopathies connues pour étre associées a des anomalies de coagulation, le
déficit en PZ pouvant étre ainsi une conséquence de la consommation de
facteurs de coagulation (90). Plus récemment un lien entre ’activité de la
polyarthrite rhumatoide (r=-0.45, p<0.0001), I’augmentation de la CRP
(r=-0.48 p<0.0001) et le déficit en PZ était mis en évidence (91). Néanmoins,
méme si ce taux est modifié¢ en phase aigué, un taux préalablement bas de PZ
pourrait é€tre €évoqué chez les patients porteurs d'un ou plusieurs
polymorphismes du geéne de la PZ et exposer ces patients a un surrisque de

thrombose artérielle.

L’age de la population testée est é¢galement variable selon les études. Une
hypothese est que la présence de facteurs de risque vasculaires chez les sujets
plus agés pourrait masquer le réle de la PZ dans la survenue d'une thrombose
artérielle et expliquer que le lien soit retrouvé particulierement dans le sous-
groupe des patients jeunes.

En revanche, le taux plasmatique de PZ, selon la littérature, ne semble pas étre
dépendant de I’age. Comme tous les facteurs vitamine K dépendants, le taux
plasmatique de PZ est plus faible a la naissance sans différence entre les
prématurés et les non prématurés en 1’absence d’hypotrophie (92). Ensuite, il

n’y a plus de variation avec 1I’age chez I’adulte (51).

Le sexe féminin est, de fagon connue, un facteur protecteur de survenue d'un

IC. En ce qui concerne le taux de PZ, d'aprés Heeb et collaborateurs il ne
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différait pas dans le sous-groupe des femmes ayant un IC par rapport aux
femmes témoins (79). Pour A/ Shanqueti et collaborateurs, le sexe n'influence
pas le taux de PZ (53). En revanche il semblerait plus élevé sous contraception
cestro-progestative, chez les femmes de moins de 49 ans (53). Dans notre
¢tude, le taux de PZ chez les témoins a pu étre biaisé par la prédominance de
femmes prenant une contraception cestro-progestative dans ce groupe. Une
analyse en sous groupe sur la population de femmes uniquement aurait ainsi pu

étre intéressante et pourrait faire 1’objet de travaux ultérieurs.

Malgré les controverses, un lien entre diminution du taux plasmatique voire déficit en
PZ et IC semble exister. Notre travail conforte cette hypothese chez les patients jeunes
mais pas dans le sous groupe des IC sans cause retrouvée. Une diminution du taux de
PZ semble jouer un rbéle prothrombogéne en addition a d'autres facteurs
prothrombogénes. En revanche cela ne semble pas étre une cause suffisante pour
provoquer 1'IC. En effet, si on s’intéresse a nos 13 patients déficitaires en PZ, la
majorité (12 patients) avait au moins une anomalie du bilan de thrombophilie associ¢e
et le bilan étiologique de I’IC avait permis de mettre en évidence une cause autre a
I’'IC.

De facon parallele, dans les thromboses veineuses, il a ét¢ montré qu’étre porteur
d’une mutation du facteur V, une hyperhomocystéinémie ou une mutation G20210A
du facteur II et d’un déficit en PZ était associé a un début plus précoce des thromboses
et a un nombre plus important d’épisodes thrombotiques (66). En revanche, un taux
plasmatique bas de PZ seul ne serait pas un facteur de risque d’épisode

thromboembolique veineux (93).
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b. Role des polymorphismes

La détermination du taux plasmatique de PZ en fonction des polymorphismes du gene
de PZ est également avancée par plusieurs auteurs (13).

Notre étude a montré que la prévalence du polymorphisme G-79A était plus fréquente
dans la population de patients jeunes ayant un IC sans cause retrouvée que dans la
population témoin et ce de fagon indépendante (OR 2.5 IC95% [1.35 ; 4.62] p=0.03).
I existait également une plus forte prévalence de ce méme polymorphisme dans le
groupe de patients ayant un IC toutes causes confondues par rapport aux témoins
(OR 1.92 1C95% [1.20 ; 3.06] p=0.046). Le polymorphisme G-79A du gene de la PZ
semble donc étre un facteur de risque de survenue d'un IC chez le sujet jeune et dans le
sous-groupe des IC sans cause retrouvée. Notre population de témoins est originaire de
la méme région en France, et de méme origine ethnique et est représentative du bagage

génétique de notre région.

Ces résultats confortent ceux de précédentes études méme si 1’implication des
polymorphismes du gene de la PZ a été peu étudiée au cours de I’'IC :

- Une ¢étude réalisée chez 91 enfants ayant eu un IC et 70 contrdles rapportait
¢galement un lien entre polymorphisme G-79A et IC mais uniquement pour les
patients homozygotes : seul le génotype AA ¢était un facteur de risque
indépendant de survenue d’IC (94). Nous n’avons pas étudié¢ dans notre travail
les sous groupes de patients en fonction du génotype ce qui serait nécessaire

dans un prochain travail.
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- Une étude allemande réalisée en 2004, analysant 200 patients consécutifs
(144AIC et 56AIT) et 199 témoins de méme origine ethnique sans antécédents
de pathologie vasculaire mettait en évidence un rdle protecteur de I'allele A de
facon significative pour le polymorphisme G-79A (55). Le génotype GG était
un facteur de risque d’IC cryptogénique (OR 0.2 IC95% [0.1 ; 0.4] p=0.0005),
ou d'origine cardio-embolique (OR 0.4 IC95% [0.2 ; 0.8] p=0.015). Il n’y avait
pas de différence significative entre les 2 groupes pour le polymorphisme A-
13G. Cette étude incluait cependant les AIT ce qui est susceptible de biaiser

leurs résultats qui n’ont pas été confirmés a postériori.

Deux autres études contre-disent nos résultats et ne montraient pas d'association
significative entre polymorphismes du géne de PZ et IC tous confondus, chez des
patients tous ages confondu aprés ajustement sur les facteurs de risques habituels
d’IC :
- Staton et collaborateurs en 2005 : 100 hommes et 50 femmes (age moyen 67
ans) (63),
- Obach et collaborateurs en 2006 : 266 hommes et 124 femmes (4ge moyen 67

ans) (64).

Les caractéristiques des populations ne sont en revanche pas comparable a notre
population étudiée en terme d’age, de répartition des sexes, et le sous groupe de

patients ayant un IC sans cause retrouvée n’était pas analysé.

L’¢tude de Staton et collaborateurs montre 1’association indépendante entre la

présence de polymorphismes A-13G, et G-79A et le taux plasmatique de PZ (63). Une
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seconde étude a été réalisée en 2009 sur 306 sujets sains issus de la cohorte FITE NAT
d’origine caucasienne sans antécédents personnels de thrombose veineuse ou
artérielle, d’insuffisance hépatique ou rénale, n’ayant pas de traitements anticoagulants
au long cours (13). Tous les sujets avaient un dosage plasmatique de PZ et une étude
ADN a la recherche des polymorphismes du géne de PZ suivants : A-13G, G-49A, G-

103A. Les résultats sont résumés dans ’annexe 4.

Il a ainsi ét¢ montré une corrélation entre le taux plasmatique de PZ et les
polymorphismes du géne mais également D’effet additionnel des différents
polymorphismes représentés dans le tableau par la colonne "score". Plus le score est
¢levé, plus le patient est porteur de plusieurs de ces polymorphismes, et plus le taux
plasmatique de PZ était bas (p>0.001).

Santacroce et collaborateurs ont étudiés 100 sujets sains (41 hommes et 59 femmes ;
age médian 52.5 ans) d’origine italienne et ont testé 1’influence de 7 polymorphismes
du geéne de la PZ sur le taux plasmatique de PZ. Une association significative était
mise en évidence pour les polymorphismes G-79A et G-103A (50).

Lichy et collaborateurs ont mis en évidence une corrélation entre le polymorphisme
G-79A et le taux plasmatique de PZ dans un sous groupe de 42 sujets sains
(coefficient de Spearman = -0.48). Les taux de PZ pour les patients ayant eu un IC
n’étaient pas disponibles dans cette étude (55).

L’¢étude de van Goor et collaborateurs portant sur 118 patients (premier IC ou AIT)
d’origine caucasienne comparés a 113 témoins appariés en age et en sexe mettait en
évidence une association significative (apres ajustement sur les FDRCV) entre un taux
plasmatique bas de PZ et la survenue d’un IC en phase aigue (7-14 jours)

(OR 3 1C95% [1.1; 8.7]) et a distance de I'IC (3 mois) (OR 5.1 1C95% [1.2-21.9]).
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Pour les patients ayant le génotype AA ou GA du polymorphisme G-79A, le taux
plasmatique était significativement plus bas mais non associé significativement a la

survenue d’un IC (95).

Dans d’autres pathologies telles que 1’ischémie myocardique, la thrombose veineuse
cérébrale, ou les pathologies gravidiques et plus récemment dans les crises vaso-
occlusives de la drépanocytose, la présence de certains polymorphismes du géne de
PZ semblent également jouer un rdéle prothrombogéne (68, 75, 96, 97). Dans la
maladie de Behget, il a été montré une fréquence plus importante de 1’allele A du
polymorphisme G-79A comparativement aux contréles (OR 6.8 1C95% [2.6 ;17.9]

p=0.0001) (98).

2)  Description de notre population

Notre population était constituée de 105 patients jeunes ayant un IC. Parmi ceux-ci,

trente six patients soit 34,3% n’avaient pas d’étiologie déterminée malgré le bilan exhaustif

réalisé selon les recommandations de la SFNV de 2008, proportion compatible aux données

de la littérature. (3, 8, 99, 100), en dehors de quelques exceptions : 1’équipe de Leys et

collaborateurs (101) : 62.4% et Musolino et collaborateurs (102) : 13.3%. Ces pourcentages

varient en fonction de I’exhaustivité du bilan étiologique réalisé.

Pour le groupe ayant un IC avec cause identifiée, la répartition des étiologies était

comparable aux données de la littérature (5, 9, 103, 104).

Il n’y avait pas de différence significative pour 1’age entre les 2 groupes IC+ et ICO.

Concernant les déficits en PC, PS et AT, nous n’avons pas mis en évidence de lien

significatif avec la survenue d’un infarctus cérébral, ce qui est concordant avec la littérature
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(22). Leur prévalence dans notre étude dans la population tout IC confondus variait de 1.9 a
2.8%. (22, 25). Dans la population générale la prévalence est estimée entre 1/2000 et 1/5000
pour le déficit en AT, entre 1/200 et 1/700 pour le déficit en PC et entre 0.05 et 1% pour le

déficit en PS (105).

Concernant la mutation G20210A du facteur II et la mutation Leiden du facteur V,
nous n’avons pas mis en évidence de différence significative entre les différents groupes.
La prévalence de mutation G20210A du facteur II varie de 2 a 4% dans la population générale
(3.9% dans notre population de témoins), et de 3 a 5% pour la mutation Leiden du facteur V
(2.9% pour nos témoins) (105). Dans notre population d’IC, 6% des patients avait une
mutation Leiden du facteur V et deux pourcent une mutation du facteur II, ces valeurs sont
comparables a la précédente étude de 2001 pour les 219 cas, 4.6 et 3.7% respectivement. Il

n’y avait pas non plus de différence significative avec les témoins (25).

L’¢lévation du facteur VIII était présente chez 50% des patients ayant un IC avec ou
sans cause dans notre étude. Il n’y avait pas de différence significative entre ces 2 groupes
malgré une prévalence un peu plus importante dans le groupe des IC sans cause qu’avec cause
(61 vs 40%). Nous n’avons pas pu comparer cette prévalence a celle des témoins car la
donnée était indisponible chez ces derniers. Dans la littérature, 1’élévation du facteur VIII est
associ¢e au risque de thrombose artérielle selon Folsom et collaborateurs (41). Une étude
récente réalisée en 2013 a propos de 116 patients consécutifs ayant un IC montre une
proportion de 84 patients (72.4%) avec une ¢lévation du facteur VIII>150% (106). Ce chiffre
est également ¢levé mais les patients recrutés dans cette étude étaient sélectionnés justement
en raison d’une suspicion de coagulopathie et leur adge n’était pas précisé. Une étude

descriptive trés récente portant sur des patients jeunes entre 46 et 63 ans a montré que chez 5
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des 9 patients ayant un IC sans cause retrouvée, une ¢lévation du facteur VIII (>150%) était
retrouvée et qu’elle persistait chez ces 5 patients a 8-10mois (107). La présence d’un
thrombus carotidien était également retrouvée chez 3 de ces patients. Les données disponibles
pour la population générale sont une prévalence de 1’augmentation du facteur VIII variant de

6 a 36% selon les études (108).

Concernant le polymorphisme du gene MTHFR, on estime a 30 a 40% la prévalence
des individus hétérozygotes, et a 10-15% les homozygotes dans la population caucasienne
(78). Dans les différents groupes de notre étude, la prévalence variait de 50 a 60% (patients
homozygotes et hétérozygotes confondus). Il n’y avait pas de différence significative entre les
différents groupes. Concernant le risque d’IC associé¢ au polymorphisme MTHFR, une récente
¢tude sur 155 patients agés de moins de 55 ans ayant un IC et 150 contréles a montré que la
prévalence du polymorphisme MTHFR était significativement supérieure au contrdles
(p<0.001) mais uniquement en analyse univariée. Il n’y avait par ailleurs pas de différence
significative entre les 2 groupes concernant la mutation G20210A du facteur II et la mutation
Leiden du facteur V(109). Une récente revue de la littérature a ce sujet met en exerce les
données conflictuelles quant au px polymorphisme MTHFR, tant6t 1’association avec la
survenue d’un IC est significative tantot il n’y a pas de différence significative. Par contre,
I’hyperhomocystéinémie semble jouer un rdle et étre corrélée a la présence du polymorphisme

MTHEFR (110).

3)  Forces et limites de I’étude

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a la comparaison des patients

jeunes ayant un infarctus de cause non retrouvée et ceux ayant un infarctus de cause connue
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concernant la PZ et les polymorphismes de son gene. Chez les patients souffrant d'un
infarctus cérébral, I'enquéte étiologique est primordiale puisqu’il en découle une prise en
charge thérapeutique spécifique : et une évaluation du risque de récidive et du pronostic du
patient.

Chez les patients ayant un IC sans cause retrouvée, il est difficile d’estimer le risque
de récidive dans la littérature.

Notre ¢étude comporte plusieurs biais: il s’agit d’une étude rétrospective. La
population de témoins était déja constituée et certaines données notamment les facteurs de
risque vasculaires n’étaient pas disponibles. Notre population de patients n’était pas
comparable aux témoins en termes d’age, de sexe méme si la littérature ne montre pas
d'association forte entre taux plasmatique de PZ, polymorphismes, et ces variables. Le faible
¢chantillon de patients est également une limite et la poursuite de ce travail serait nécessaire

sur de plus grands effectifs pour augmenter la puissance des résultats. .
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V) Conclusions et perspectives

Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence de role spécifique de la protéine Z et
des polymorphismes de son géne dans la survenue d’un IC sans cause retrouvée chez le sujet
jeune. Il n'y a donc aucun argument a 1'heure actuelle pour doser la PZ et/ou rechercher les

polymorphismes principaux chez ces patients.

Notre travail met cependant en évidence un probable lien significatif entre taux
plasmatique de PZ abaissé, déficit en PZ, présence du polymorphisme G-79A et survenue
d'un infarctus cérébral chez le sujet jeune. Ces anomalies du taux de PZ ou de son
polymorphisme génétique pourraient potentialiser le risque de thrombose en se combinant a
d’autres facteurs thrombogenes comme une autre anomalie du bilan de coagulation ou la
présence de facteurs de risque vasculaires, ou une cause connue d’IC comme une dissection

ou une pathologie cardio-embolique (59, 66, 93).

La PZ semble également impliquée dans d’autres pathologies variées telles que les
néoplasies et les pathologies hématologiques comme démontrées récemment
(88, 111, 112). Le spectre d’action de la PZ semble donc large et partiellement connu. A
I’heure actuelle les données a son sujet sont insuffisantes. Le rdole de la PZ et des
polymorphismes de son gene dans les pathologies thrombotiques reste encore a ¢lucider par

des études plus larges et prospectives.
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VI) Annexes

Annexe 1 : Criteres cliniques et biologiques du Syndrome des Anticorps anti Phospholipides
selon les critéres révisés de 2006 (47)

Criteres cliniques :

1. Thromboses

Un ou plusieurs épisodes de thrombose artérielle, veineuse ou capillaire de tout tissu
ou organe. L’IC est un critére clinique de diagnostic d'un SAPL. La thrombose doit
avoir été objectivée par des critéres valides (résultat d'imagerie appropriée ou
d'histopathologie univoque). Pour les résultats histopathologiques la thrombose doit
exister en I'absence d'inflammation significative du vaisseau thrombosé.

2. Pathologie obstétricale

- une ou plusieurs mort(s) foetale(s) d'un foetus morphologiquement normal
aprés 10 semaines de gestation, documenté par échographie ou examen direct du
foetus,

- ou, une ou plusieurs naissance(s) prématurée(s) d'un nouveau-né
morphologiquement normal avant 34 semaines de gestation en rapport
avec : une éclampsie, une prééclampsie sévere

- ou une insuffisance placentaire documentée, ou, au moins trois
avortements spontanés consécutifs inexpliqués avant 10 semaines de
gestation, aprés exclusion d'une anomalie anatomique ou hormonale
maternelle et d'une anomalie chromosomique maternelle et paternelle.

Critéres biologiques :

1. Présence dans le plasma d'un Anticoagulant Lupique (LA), sur au moins

deux prélévements distants de plus de 12 semaines, mis en évidence d'apres les
recommandations de la société internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH).
Cette recherche est faussée en cas de traitement héparinique (faux positifs).

2. Anticorps Anti Cardiolipine (aCL) de type IgG et/ou IgM dans le sérum ou

le plasma, présent a titre moyen ou fort (> 99eme percentile ou > 30 GPL ou MPL mais
cette valeur varie selon le kit de dosage utilisé), sur au moins deux prélévements
distants de plus de 12 semaines.

3. Anticorps Anti-B2 glycoprotéine-1 de type IgG et/ou IgM dans le sérum ou

le plasma, présent a titre moyen ou fort (> 99eme percentile), sur au moins deux
prélevements distants de plus de 12 semaines.
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Annexe 2 : Physiologie de la coagulation

8|gnjosu| QIQnios suabounqi

suuqgl4 ~ J suuqld
X . BIIX en |-
= nig _— | |

HIA
Xl
IX - BIX alle|nssi|
e S inajoe
11X . elX 5
}Joeju0D awdlsAg
anbasuuju| 310/ anbasulxg a10A

81



: score NIHSS

Annexe 3

Juened
np SN0ED 12 178d Sp INS|EWTEYS | 5P [EmeAn0T un wEd
e22elep ene Bnod epnomm o0 | #p eEned s AEmed

S0, P E0TESTE, T BI005 N EOQINE 18 ST etE i o

& FERbHTEE = meron e eSec0yq mopEmdmTy - "4 msmn pop meEmmExe] Tensia durgy np no
¥ VETEANIT 8] S3US5qY - S[[ENS1A SYMOE | 2P SIEIOUESNNE PO SpEpstes-2ad 2poes
£ "BqUIO} STV 8] - MejEsad R0 IETE ALY T TNy - &P "eNE[NI0 FWOEN #p 582 uy “senbiseqde sjuened ss
FEEsEd B0 JUEWE AT STL0} T2 2E5E) eXg NP 1o Ined S0 om0, T E#NqIE
mEpEo TN eneg med pened 2] STETI ] S[I0S 2qma} EJES | 3005 ] FHEJUHIE{HNT 158w unp esqo g s dEsed
H (s o) e PEEE Lo apmeys sedjnad s gy e - senbifeydeo-dfii3h sernzouemn se] rEd eNoWEA | 8D 58D U SNQUYE EFES | 22038 8] ‘SXSPEI N0ENEUO[0A
“BInp wETd & 2IpmERE A ot e dmos Bsi[Ered no eea50] WOHEIAR( - | #1anoE sun Fed spnpes eRe yeanod ¥nsd sep senSnfuos
1 SRS ST SE8 ()] &P STHOT WE BN ST ¥ BN - ‘e dmoo#sAEred 1 2007 TOWEED STES STET | TOWElASP Sp 583 uf #nbiso[ed asnsnds swes 58158 jmosas
1] BN AP 5B - amed 7o unmod eEnome 152 emnomonaa | | (senbeqdsa-0iiiia) sexepel 12 SNRI0A SUEWEATOT
POFPSER] QS W 1 | puenb engiaye jseemas &) S[ERed e1sA[EIE - | 59T "5856) JUOIES XOEIOZNOY SJUSMRANON 58] S[OEg
SAMES SEIG R w Ananpdns aaqmam np HEMAY | S 1] TETRON - HELyomomay | §
‘gpdmos us
e J5@ sayEe) esemmesd B 2[neg sqdoms sarpro seAnEp
J2sHAN ‘FnbsAqd spovdedn aRnE SO 0o WHENdE p
‘BWINER & 583 UF TOWENID IS sENpage vres eancrde |
BI025 83 EPTOHENAXE [ HIINLO] ELAED MEEITIEXE | ‘spuemmzo B § sed pundes su jusyed 2] 15 ssse|qie] sunp
J2 ENQUE BRS § &1005 9 ‘SUOUEY B[P N0 &[MEeds | 2P aREMoNE $5800q 2P N0 moNEmdE p 580 UE ¥} np FemuE nad su sem ‘enbosnbe mou sanEu=
ey s AErEd mn serq 3] Bd jEdas T 02 U JemaAIs SEONS #5858 axquEn snbey pydeaaon wm ey yEed 2] 15 S0 q SmTod srEpe TN J5e aanasds T
SUTITIHS W0 Fed WO STETT TR L0 #1307 [E0A TOHE] M) s fun fed s3umnaous eng ned enby seyde "SEESHAN BRg Jusansd B0 SWEM 58 15 “e[dums =Ipso
yEnEd =7 seFuo(E wowsed we ) § EuoEHE)XE U E0E]d 15e METEI KW & eeSuoEuopsod T SEIPI0 T P IMOTE 8{N08KE ] - | U0 FESHH[] SUUHEHT won wem B Jemwey ep j8 nianop
ue g N0 e51s5E wowsod wE ()4 B 58q &] Dea seumed) uorsuspwe we se)d 15 mmensadns exqmem e 1 " S8 M5 SIPE0 [0ES WN Hn2exy - | sind ‘xned se] remre ep )E ARaAn0 pmenEed nEEpUEmE]
uu._n,d_mﬂ_ uu.m_ m._-_.u._m.__nuﬁ c_ .Hm._uum“_.n.mﬂonm.ﬂu_u H mm._”m«ﬂn.mnm - uu.nm-_.u._m.__n—u u.m_ ._Huu.—n.z uﬁ
‘pos 22 enb aseymEm enbenk =p jueyed o pE
sed &u &p 32 yu=ned np ssuodss sssvmerd €] enb sjdmos
“IEMIEYE ] J8UEE JmEanod HE nEmETIEd e erpueid eu ep yEpodnn 15: [ Sseqde SUn s8] ToU
59] 0 ‘e|qissod TP eINSeW B SUE(] TOSFES 2HNE 210} 2P o enbysinSm] 2XEq SUnp F50Ed
"BIETIIE B] 8P SINEWAS B I5sE) 8 (W0 ] pros w2 b eyE nb ereass surEsdp sun p TESFEHETE
J& SITE]Y] #1181 SPEIATEOTETI)) SSTIRMOTNOP FUINER U0, P TR sun,pyey npepuodas sed jusansd
£ (emewsym 2 ernsisadns eEwRey) pdmos s1si[EmE - | moWEMOs FUN JESHHN ‘mosUsEIdmod am b symened ¥nE enqumE w1Es | sroos = HEHEEHE
"(E[EI01qns Lo 2[E)0} B0E] |P SE[QUON EP N0 SUANIESI S[QWE] 28] sed Juemmerdmos &u b ¥nasodms no senbrsede
T ¥] 2p et enred B ep ewsdTeRd) s[pured @1sA[ErE] - | ep sB0 UF Xned se] JSULIE] e J@ S[RINeS ‘mofsenh | syuened XnE enquyE BEs [ 23008 & seeidecce sed jues eu
‘(emmos npeREmLAsE | 58] Jeas] 8P "SJUED 58] JERUOM &p juenEd T { P FUNINE § Eamepemrod puodes ep] - | seagemrxosxdde sesuodes 5e] | epemod ene pop ssmode sy
1 ‘mauEE- Skt uo s np rETEIEgE) armsmm s A[EE] - | NP FELG0 TIOREY INS N0 SPUETIIOD J0g 1 Toysenk amas sun enb puodar e - | SRS }E UN0D TR SFUTR [SP SO 2] juened nE IRpUETE]
1] E[FULIOT PO - ene) AEdeIE] | T 1] “JIEEIEnI0d smoysenk pxne puodsy - WA 3P MEFALN] | QT
11 Wen] ;200 mod sesun JIases
eanerds ePed Sp SIEIOSES SE] )@ S[[EMSIA
UOWOUHXE P SED UE SMIYE EBIEST | 23025 “enbsEq je TR jmemeTE0)
&7 "wastes ¥ pos wenb apEnb eepdmoen 352 menEd 2[00 seaEEEaAno sENR0m
S)1280 Sp SED WS SMUUYE BISS [ 21025 £ seus[Es s des s EmE b jus g o ugy -
=7 HETHtHETED sun no syew anEmATE sedi)0e12)E 20k RONE IUSTIEANOTI T30 NE0
amm e {178 enb enquyE BT eU | modenEssE0eT )58 SSNEMOMOp J8 B5TE)m ‘SESMESNO[NOR STOWE[IHS
E10258 "SUMIEE [HO NS §)58)EIE5 [SN5HA UDHEIIHS FUMN & JERSI0I }52 00 se8jedes | xne (ermysod ep SXe[Jes &P SIUSP IE) JUSMEAN O UNINE
dmEYs 8] WONES[ONUEP MO S[EIHNEQUN T | suonEmmys sp b PEEes e e JuETSA wop - | Jed pEEes eu yueyEd o] 15 enb enqimgE 15 § 23005 @
£ (2[eonT00 epos0 BTN IO ) STEFHET] S domETMRY] - | 831080 &P SE2 U JISUISANO UE S10P UP “BIMEM | TIOSES S0E Swnp no [EEPEH-ET0 sumen m p snbysimdmy
T #Edmnd s doUETmEY] - | 8192 NP Spres el mened & 15 FUro SIed TOHETOIN s #UnLIed B[[eAs 152 15 puodes | eJiIIEq FULD ‘HOWEqUM SUNDP WEJ np e[qissodun
1 (eqEnstamyomxe no) e[ERed ssdomerme] - | epsuod eRe exmod [eusia duEgs @ 1 0 IS8 ST (B0 S ) JUETIStA WO - | 352 &3e]dmo0 ToNENEAR SN 15 FEt &m0 des SN B510)
0 TEnsta JIEGI NP SqNoH TNy - [Pusta dmeyq) | £ 0 JETIE AL PSERT B IS kA - FIWAEWDD 3P MEBAIN] | ET

"SR TRt/ 9] HIN ZH0DS

82



CIVLIOL

eopdse[ep gjoaun sea ek
uEm 5 #Und wEm exdordes sed JIEImaR] &) E[[BU0 SRS

“H{dE S sEmEl 158 u e Je0 ‘amesed
152 & 15 enb SaN00s JSRU EFWOWE
182 10 2INsEm E] swe(] s us ssud
#02 185 E o SRULE QR E e p o e(EnEds
-G8 2omediEan aunp eameserd 8] 58100
7 Sep HOmms s8] noasoszdep mssesdun
sumop sEm  Cenbiseqde 5@ jmened
E] 15 () 158 2J095 &7 SFUDOU POSEAWSTES
TOROMRYE SUNP SRR B E eanards]
enb ToOWpUO? B OEENSlA  UOWIMNXE

‘2quIE(
B[ £ 'SEN] P ‘%06] B SpTEAVI NS00} ERE P

BU0Q 7] SUEP SpuEREd
YME 18 mmnum.mﬁﬁmunu suened ¥nE ‘sImo _H.ﬂ &
EJUESQE] UE “SNQUIE BJES [ 210958 TERIE[H] JUEp
TN AR EmEpE- ST 5 v m p smeyE symeyEd
XME ENGYE BES [ 230 2T senbsrdeno xnerodns
syueEd XTE ENINE J52 () 0 | 25035 & ENUED
JISTIERE]D J52 [E30) L0 2J2ags Pjep unubsso] enb
ENQUYE &7 NOP #1 7 23025 2] JEULIEGEEY noyep
un syl mod sdroo np sered sejmeRInp e

T | #Epomzun pnyd ms pepodno arpaps SIREEEMMEY - | sun p apRes v peqRadmaaraaes (2051 T |eoueismod sed euyuened o] [E)O} B RseARs aNR(] - | s =pad pop wemmexs T wdmoa e spdimes JAv T
"B FPOTI P SUNSUEP SUENONS | FoNep U0 B Hened & 15 5NqUYE 158 [ 23035 FIPN0} ENE P IERSU0D | B SR SHISTRS SE(qNOR 58] sMeg snbemyde no smyuod
E[EIRJEIq MOWEMIYS B] B efjemmostad no sfEeds | 2 -semepeoerdseanasds sep oy senuelqo e yEned o] sem snded g smom jse amnbid | juened 2] zes saydaoiaon nonE[nuys serde pEREr
I ‘BANIPTE S[)IE) ‘S[[E05}A SIMEENFSUN0 TONIMYY - | 2RT 2anad seJUBsTIMS STONEIIIONT S3(] T | T0eNBE00 NP GRPOM B BISIPINISTRS JOTe(] - | 2 no exnbid 8] ¢ 2053 §] N0 TONBSTES B] FIpNT
0 0N - smaaEn no nogaugxy | [1) o E[EmI0} - P e e
"TOWE[INIE
U0 Jj5E) SR U2 58 MARNWEE | #nb
WIeAR Rz Jopeu ENEd & T memeledue "MOISTE|¥E UE 5ER) nowsod B &p mued € zeU
{2 ®p TUQSEF ] AWMY SH[E HOP 7 Fpno} #p JeHed N JEpURDE P U SjIR1E BIRS 158}
TOEETITTEES T ‘SNbITEISm jusmsTs duss &] "E)1080 8D SBD WY EOOMUEEIS 481008 5] ENE[NIE
§ B srbmesemeporsq0 SANE TONEQMU- |SWNE MO CmOWEqUMpP SEY memb e8g0[q =p no uowEndmep ser ug cesdEmd
mmm%mw SNQIAJE BRS BT § 23005 7] "I2ass S1sETdE 158 no erpuesdmod jned e mb juened wn zEgy
‘enbynmryseno wswpde efenmeaz gnojaeasnopodosd | sun jmede jueved of zep emem ems SESQE ST SXIPISOD BIES E1AE]E T INSOM PNIEp
[ 0T N0 BIAE | U2 [ Ju=iazp 0k | B5es susjuods sIno2sip np 530 e5E3mE] un sed eznbydye eng sed jnad suepz 1senb aydmos
T | Smowss (B Mete][s) 5 JENed I SN035IP 8] - 2JeAsg - (NP TOWE[NOWIET 'SSH B] &p SJOMW 59 &0 251d BRES ST SIEJE BT[] 5600 T SEP SeESHEET
seymagip senbpenk | mjedes op no ey ep meed B MEpIEWER 1 EilbjiiE swpompenonEndoy - | juoses nousS-ofE je ZeU-E0p seanands 58 SRAN
earstxdmos ene med end ne e spomsenbiend smom | ue 22)se) ERg pOp EEQiea umssardye] T RMUEM 7 Mod gjuesery - | XNeA 5e[e5IEer |58 LSRN, T [ERIE]MN S5 NE][F 2l
I nE e SEd NONTE U menEd ] | SRIEPOTIE SERIEKT - | THFTLION [qUIES UOWE[MOMME] 15 SMWE[Y 1 BN Mod #ussan] - | SmeyE sun JYIIEYILT B J5E WER 180 2P NG B
0 TEHLON - auquesig | 07| ¢ EUEIY - 521 53p AXENY
#(dmms 2IpI0 UNINE ENIE¥E N1E ENbynm
“[E30 2383uE] npusuegeidmed | 152 Juened o 15 enb enqiyE eng pop eu
£ epen eSelme] ep sed : epqoEewsetde | emaynyy - | ¢ &m008 o eepn] e monEsdo0d B Juop no
‘mened np sesmoder | ¥nesdnys sjeied Mme snqiEEsRs ¢ 23005
sep nyred  9elqo se] Byumep mad ST [] TONESIEATOY | & "S2N[BAR BI2S SIYRAE] ‘2qmym Juened
¥ep sprod &) oy spodidng mepemTEXe T esn] oe | U0 ZE) mnneder 8] e E(Eq A TORonpoId
#EEIEYDE SUOEUD QI 52 SUPTE)R T FUMED 2 eNNPED | B3 EJEO[EA? U0 J7 WM B SUEp 5e0w(d
mod 325 I8y & S10]7E SEP SNE] POP INEJEIIIEY: T | 515(q0 SEP ISR b pEEd NE BIpURWED
I "ENEJISMEET] 56 wowsendve T aeass sspydy - | o 'sjEnsia SE[qROR B 5ED U UEMIEYE]
yenednp esuodere] |ep sequepeaesd seseqd sep 530 sesUmap 1 sEbTEE e meynonse e8E00]q ToyEIndITY -
ep Rued & e5emm | seqimep ned mepemmee 7 eqesodm | suSknosxns smodes e] ep nped e nb 1w £ ETE AT P EURs Y -
EN0A B[RENP STLNDJ SPEmop &P Iped B uonesieanod | ‘serbymeds seanarde sea ep mued e enfeas VETETE]E]ST
] pUEI mtsUEEndIoD B #p N0 SMONSIP NPUORINES (158 U0sTeeIdmos &p nesau e seserd T | =qmoy [y e[ mepmEsed entnd JETE AR TNy -
B[SHEND | Tossardye | op su0] B] #p WL SeRMIdXE | 2P 2)S)] BUN 2N] 2P 1@ SINEY 2X0E SUNINS W B 0s s Bqumojer u [ & e HEE
®EPl SEPRAIEINE!S TOTENI STES ST Ususzidmon | sequesendel eyl se] RUMDT 2p 8jueserd 1 | ¢ wepmedemepmemsns yred eu mops o d 6] ‘0 -
&p seponded SEP 0 SNIENY] B[EP S[{EINISIPI | BI85 IN] INB GInE B] JOS JUE[ROID &S 0 "SEPORES { MEpuRd O op Soussqy -
I epedatne)sie |[ SRpOTIE SErIp 1sEndy - | SUEDS B SRFED &P HEHEANE BIDURTIED U PO MEUETMEIWET QG »
0 =Ende p ed Moy - s2eduR[nIEpy | 6 SUINES AW BIqUETIEY o IDALIFJUL JUGWIW 0P ALY

&3



Annexe 4 : Impact des polymorphismes du gene de PZ, scores additionnels, et génotypes sur

le taux plasmatique de PZ. Etude de 306 sujets sains d’origine caucasienne (13)

Polymorphisms PZ plasma level P (ANOVA)*
(%) Mean £ 5D
PZ A-13G
AA (88.0) 216 £0.59 } i
AG (116) .73 £ 047 e
GG {0.4) | 44
PZ G-103A
GG (T21) 126 £ 0.54 L<oonr |7
GA (26.1) 752053 - < 0,001
AA (1.8) 122029 s )
PZ GT9A
GG (63.4) 230 £ 0.5 y =
GA (32.6) | 85 £ 0.56 - — < 0,001
AA (4.0) .22 £0.23 g0 | |
Additionnal effect
Score (%)
0(529) 231 052
| {11.4) 211 £0.52
2{167) .73 20,54
3{62) | 66 2051 <000/
4(1.0) .21 £ 041
5(0.7) .21 £0.01
6(0.3) | 44
Combined effect
Genotypes (%)
AMGGIGG (59.1) | 2322052
AAJGAIGA (145) | 1.71 20.5%
AAIGGIGA (109) | 2102053 —
AGIGA/GA (6.1) 1732052 '
AGIGAIGG (2.5) 197 20.37
Rares genotypes” (6.9)] 1.3 £ 0.50
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RESUME

INTRODUCTION - Quinze pourcent des infarctus cérébraux (IC) surviennent chez le sujet
jeune de moins de 60 ans et ont un impact socio-économique important. La réalisation d’une
enquéte étiologique compléte comprend des explorations de la coagulation. Les troubles de
coagulation représentent 0.5 & 15% des causes d’IC chez le sujet jeune. La protéine Z (PZ) est
une protéine vitamine K dépendante qui semble jouer un réle important dans la régulation de
la coagulation. Plusieurs auteurs se sont intéressés au role de du taux de PZ et des
polymorphismes de son gene dans la survenue des thromboses artérielles et veineuses, mais
les résultats sont conflictuels et ce lien reste discuté.

OBJECTIFS DE L’ETUDE - Evaluer le réle du taux plasmatique de PZ et des
polymorphismes du géne de la PZ dans la survenue d’un IC chez le sujet jeune sans étiologie
retrouvée.

MATERIEL ET METHODES - 1l s’agit d’une étude cas témoins effectuée au CHU de Rouen
de mai 2008 a mai 2009. Les patients agés de plus de 18 ans et moins de 60 ans ayant un
premier IC ¢étaient inclus. Une population de 101 témoins indemnes d’éveénement
thrombotique artériel ou veineux était a notre disposition. Les caractéristiques cliniques
suivantes étaient recueillies : sexe, age, traitement en cours, score NIHSS, facteurs de risque
vasculaires. Une enquéte €tiologique comprenant le bilan de thrombophilie complet selon les
recommandations de la SFNV a été effectuée pour les patients. La mesure du taux
plasmatique de protéine Z et I’analyse des 4 principaux polymorphismes de PZ, PZA-13G,
PZG-79A, PZG-103A et PZG-42A ont été effectués pour les patients et les témoins. Les
patients étaient répartis en 2 groupes selon le bilan étiologique. Les patients ayant un IC sans
cause (ICO) ont été comparés aux patients ayant un IC avec cause retrouvée (IC+) puis ont été
comparés aux témoins. Une régression logistique a été effectuée afin de déterminer les
facteurs de risque de survenue d’un IC chez le sujet jeune sans étiologie retrouvée.

RESULTATS - Parmi les 105 patients inclus ayant un IC, 36 (34.3%) n’avaient pas
d’étiologie retrouvée a I’IC. Nous n’avons pas retrouvé de lien entre protéine Z et IC sans
cause retrouvée. En revanche le taux plasmatique de PZ était significativement plus bas dans
le groupe IC tous confondus comparativement aux témoins (1,78 + 0,72 vs. 2,11 £ 0,59
pg/ml, p<0,001) et le polymorphisme G-79A était significativement plus fréquent chez les
patients (OR 1,92 IC95% [1,20 ; 3,06] p=0,046). Les témoins était significativement moins
ageés (p<0,001) et plus souvent des femmes (p=0,04).

DISCUSSION - Le déficit en PZ et le polymorphisme G79A du geéne de la protéine Z sont des
facteurs de risque de survenue d’un infarctus cérébral chez le sujet jeune. Il existe
probablement une régulation génétique du taux plasmatique de PZ. L’abaissement du taux de
PZ et son déficit semblent étre des facteurs prothrombogenes mais ne semblent pas étre une
cause suffisante pour expliquer un infarctus cérébral. C’est probablement 1’association a
d’autres facteurs prothrombogenes qui jouerait un réle important. Le dosage de PZ et la
recherche des polymorphismes ne sont pas indiqués a I’heure actuelle dans 1’enquéte
¢tiologique d’un IC méme lorsqu’aucune cause classique n’est retrouvée. Leurs roles restent a
I’avenir a ¢lucider.

MOTS CLES - Infarctus cérébral, Protéine Z, Polymorphismes du géne de la protéine Z
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