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Introduction

l. Maladie thromboembolique : définition et incidence

La thrombose veineuse correspond a la formation d’un caillot, appelé thrombus, dans le réseau
veineux et a pour consequence une obstruction partielle ou totale de la circulation sanguine. La
maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une pathologie cardiovasculaire qui regroupe
la thrombose veineuse profonde et sa complication, I’embolie pulmonaire. La thrombose
veineuse survient de maniere prépondérante au niveau des membres inférieurs. Elle est dite
profonde (TVP) quand elle touche les vaisseaux de gros calibre. On distingue la TVP
proximale, qui se trouve entre la veine cave inférieure et la veine poplitée, de la TVP distale
qui touche les veines de la jambe. L’embolie pulmonaire (EP) est le résultat d’un caillot qui se
détache et qui, par le flux de la circulation sanguine, se loge dans 1’artére pulmonaire et cause
alors son obstruction. Ses conséquences cardio-pulmonaires peuvent étre graves et le pronostic

vital peut étre engagé. Plus la TVP est proximale, plus le risque d’EP est important.

La MTEV est un probléme de santé publique qui touche chaque année environ 10 millions de
personnes dans le monde ®. Dans la population européenne, I’incidence annuelle est de 1 a 2
pour 1000 personnes comprenant 60 % de TVP et 40 % d’EP associées ou non a une TVP 2 Le
risque de MTEV augmente exponentiellement avec 1’age, aussi bien chez les hommes que chez
les femmes. L’incidence de MTEV est faible (0,5 a 1 pour 1000 personnes) chez les jeunes
adultes et elle atteint 5 & 7 pour 1000 vers 80 ans 2.

Apres un premier événement thrombotique, le risque de récidive est estimé a 30 % dans les dix
ans 3. Le risque est plus important les six premiers mois qui suivent 1’épisode. 11 est de 11 pour
100 patients-années puis il diminue et se stabilise dans les trois années suivantes pour finir a 2

pour 100 patients-années dans les dix ans apres 1’épisode aigu.
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La MTEV entraine une perte de qualité de vie pour les patients touchés et comporte un risque
important de complications. La plus fréquente, touchant plus d’un tiers des patients atteints
d’une TVP, est le syndrome post-thrombotique. Ce syndrome se caractérise par une
insuffisance veineuse chronique. Les symptomes peuvent aller de la douleur et ’cedéme a la
claudication veineuse. L hypertension pulmonaire thromboembolique chronique (HTPC) est
diagnostiquée chez 4 a 5 % des patients ayant subi une premiere EP. L’HTPC est due a une
diminution du flux vasculaire des artéres pulmonaires causée par I’embolie et & un remodelage
vasculaire des vaisseaux entrainant alors une dyspnée d’effort et une insuffisance cardiaque

droite # °,

Apres ’infarctus du myocarde et 1’accident vasculaire cérébral, la MTEV est la troisiéme cause
de déces dans les pathologies cardiovasculaires. La mortalité a un mois est estimée a 6 % en
cas de TVP et 12 % en cas d’EP . Un modeéle épidémiologique européen a montré que les

MTEV étaient responsables de plus de 300 000 décés par an °.

II.  Physiopathologie de la MTEV

La MTEV est une pathologie multifactorielle qui survient lors de la rupture de I’équilibre
physiologique entre les paramétres procoagulants et anticoagulants. Trois éléments essentiels
responsables de cette rupture ont été décrits pour la premiére fois en 1856 par Rudolph Virchow.
IIs constituent la triade de Virchow qui comprend 1’hypercoagulabilité, la stase veineuse et la

Iésion endothéliale (figure 1).

L'hypercoagulabilité, composant majeur de la triade dans la constitution de la MTEV,
correspond a I'augmentation de la viscosité sanguine. Elle peut étre constitutionnelle ou acquise.
Elle comprend les maladies génétiques ou acquises de la coagulation et les états
d’hyperviscosité sanguine retrouvés en cas de polyglobulie, de grossesse, de post-partum ou de
prise d’cestrogenes, d'hypercholestérolémie ou encore de pathologies inflammatoires ou
cancéreuses. En effet, une maladie inflammatoire ou un cancer peuvent entrainer une
hypercoagulabilité importante en activant la cascade de la coagulation de maniere inappropriée

et sont donc considérés comme des facteurs de risque de MTEV.

La stase sanguine correspond a la diminution du flux veineux. Elle peut étre due a
I’immobilisation, I’insuffisance veineuse, le cancer, la grossesse. Ce ralentissement de la
circulation sanguine cause alors I’hypoxie de I’endothélium. Il est surtout responsable d’une

majoration de la taille des microthrombi déja constitués.
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La lésion endothéliale, quant a elle, expose le sous-endothélium a la circulation sanguine,
activant alors I’hémostase primaire et donc 1’adhésion des plaquettes au facteur Von Willebrand
et au collagene. Ce processus active la cascade de la coagulation. Les traumatismes comme la
chirurgie, la compression ou la contusion vasculaire, I’inflammation (artérite, phlébite...),

I’obésité, le tabagisme ou 1'athérosclérose sont des facteurs favorisant les 1€sions endothéliales.

/ Hypercoagulabilité \  Stase sanguine \
’ thrombophilie \  immobilisation
r‘ polyblogulie \ insuffisance veineuse

cancer

\ hypercholestérolémie
g rossesse

inflammation
\ cancer /
\ grossesse

Lésion vasculaire ’
traumatisme /
inflammation
obésité

. tabagisme

arthérosclérose

Figure 1 : Triade de Virchow
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[11.  Facteurs de risque de la MTEV

La MTEV est une maladie multifactorielle. Sa survenue dépend de facteurs de risque génétiques
et/ou environnementaux. La MTEV est généralement causée par |’action simultanée de
plusieurs facteurs de risque. Ils peuvent alors avoir une action additive ou synergique *.
Cependant, seuls 50 % des cas de MTEV peuvent étre expliqués par des facteurs de risque.
Lorsque ce n’est pas le cas, ¢’est-a-dire lorsqu’aucune étiologie n’a été retrouvée, on parle

d’¢épisode thrombotique non provoqué.
I11.1. Facteurs de risque génétiques

La part de I'nérédité dans la thrombose veineuse est estimée entre 50 et 60 % ’. Selon de
nombreuses études, le risque relatif de survenue d’un événement thrombotique chez un patient
dont un des apparentés de premier degré a pour antécédent une MTEV est compris entre 2 et 3
par rapport a la population générale 8 °. Ce risque dépend de 1’4ge, du caractére provoqué ou
non de la TVP ainsi que du nombre d’apparentés symptomatiques °. En effet, le risque relatif
de MTEV chez les patients présentant un antécédent de MTEV est de 2,45 (avec un intervalle
de confiance a 95 % (IC 95 %) compris entre 1,66 et 3,61). Le risque relatif est évalué a environ
50 (IC 95 % : 31,47-85,00) lorsque plusieurs apparentés sont symptomatiques °. L’antécédent
familial de MTEV constitue un facteur de risque indépendant, quel que soit le résultat du bilan
de thrombophilie 1°.

[11.1.1. Bilan de thrombophilie

Afin d’explorer la prédisposition des patients aux thromboses, un bilan de thrombophilie est
réalisé. Dans ce cas, cing anomalies génétiques sont classiqguement recherchées. On peut les
différencier en fonction de deux caractéristiques : leur prévalence dans la population générale

et leur conséquence sur le risque thrombotique.

17


https://paperpile.com/c/CNQUNV/uGQkD
https://paperpile.com/c/CNQUNV/ASRrQ
https://paperpile.com/c/CNQUNV/TrDCU
https://paperpile.com/c/CNQUNV/E4J3G
https://paperpile.com/c/CNQUNV/TrDCU
https://paperpile.com/c/CNQUNV/TrDCU
https://paperpile.com/c/CNQUNV/E4J3G
https://paperpile.com/c/CNQUNV/OxnBZ

Tout d’abord, on distingue les variations entrainant un déficit en inhibiteurs de la
coagulation : I’antithrombine (AT), la protéine C (PC) et la protéine S (PS). Ces variations,
rares dans la population générale, multiplient par 10 le risque de la survenue d’un événement
thrombotique. On parle alors de thrombophilie sévere. Les variations du facteur V Leiden et du
géne de la prothrombine appartenant au bilan de thrombophilie sont plus fréquentes dans la
population générale (respectivement 5 et 2 % dans la population caucasienne 1 1?) et, a I’état
hétérozygote, n'augmentent que modérément le risque de thrombose (risque relatif compris
entre 3 et 5 dans le premier cas et 2 a 3 pour le second) 13 1% 1l s’agit alors d’une thrombophilie
modérée. Lorsque ces deux dernieres variations sont combinées (hétérozygotie composite) ou
retrouvées a 1’état homozygote, le risque thrombotique devient majeur. On parle alors de
thrombophilie séveére.

I11.1.1.a. Déficit en antithrombine

L’AT est une protéine codée par le gene SERPINCL1 présent sur le chromosome 1. Inhibiteur le
plus puissant de la cascade de la coagulation, il entraine principalement 1’inactivation des
facteurs Ila et Xa mais aussi, dans une moindre mesure, d’autres éléments de la coagulation
comme les facteurs [Xa, XIa, Xlla, activateur du plasminogene tissulaire, 1’urokinase, la

trypsine, la plasmine et la kallicréine.

A Détat basal, ’AT a une faible activité anticoagulante. Son effet inhibiteur est potentialisé
d’un facteur 1000 lorsqu’elle s’associe a 1’héparine ou toute autre molécule héparine-like,

comme les héparanes sulfates (polysaccharides de la famille des glycosaminoglycanes).

Décrit pour la premiére fois par Olav Egeberg en 1965, le déficit en AT est de transmission
autosomique dominante. Il est rare dans la population générale et essentiellement présent sous
forme hétérozygote (les formes homozygotes entrainant de maniére systématique, a I’exception
d’un sous-type, une mort in utero). Sa prévalence est estimée entre 1/500 et 1/5000 personnes
en population générale 1 et est retrouvée a 3 et 6 % des patients présentant une MTEV 16 e
déficit en AT est associé & un risque élevé de thrombose avec un risque relatif de 10 8. A ce
jour, plus de 300 variations sont décrites. 1l s’agit majoritairement de variations faux-sens
(72 %) 17 (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene= SERPINC1).
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On distingue plusieurs types de déficits. Le déficit de type | correspond au déficit quantitatif et
est caractérisé par une diminution dans les mémes proportions de l'activité et de I’antigene. Il
est le plus souvent la conséquence de courtes délétions ou insertions dans le gene. Le déficit
qualitatif de type II est défini comme une diminution de I’activité de I’AT avec un taux
d’antigéne normal. On différencie deux types de déficits qualitatifs : les déficits IIRS et IIHBS.
Une variation au niveau du site actif de I’AT caractérise le déficit de type IIRS alors qu’une
variation au niveau du site de liaison de I’AT a I’héparine est responsable du type IIHBS. Enfin,
le type IIPE (effet pléiotropique) est expliqué par une atteinte des deux sites de I’AT. Tout
patient atteint d’un déficit quantitatif présente un haut risque de thrombose, plus important
qu’avec un déficit qualitatif. Le déficit [IHBS est le moins thrombogeéne. Comparé au déficit
de type I, le déficit de type IIHBS présente un risque relatif de MTEV de 0,28 (IC 95 % : 0,20-
0,40) 8 11 est le seul qui peut s’observer & 1’état homozygote. Dans ce cas, il est associé a un

risque majeur de MTEV.

[11.1.1.b. Déficit en protéine C

La PC est un inhibiteur vitamine K dépendant de la cascade de la coagulation codé par le gene
PROC présent sur le chromosome 2. La thrombomoduline est activée par sa liaison avec la
thrombine. Ce complexe active alors la PC en PC activée qui, avec son cofacteur la PS, inhibe
le facteur V activé. Ce complexe, en présence de facteur V, inhibe également le facteur VII1I

active.

Le déficit en PC est décrit pour la premiére fois en 1981. Le déficit quantitatif (type I) se
manifeste par un taux d’antigéne de la protéine et une activité proportionnellement diminués.
Le déficit qualitatif (type 1) est défini par une activité diminuée avec un taux d’antigéne normal.
Parmi les déficits qualitatifs, on distingue le type ITAC et le type [TAM que I’on peut différencier
en dosant I’activité de la PC par méthode chromogénique. Dans le premier cas, elle s’avere
normale alors qu’elle est diminuée dans le second.

Le déficit en PC est de transmission autosomique dominante. Les formes hétérozygotes sont
retrouvées chez 0,2-0,3 % des individus de la population générale et chez 3 % des patients
présentant un premier épisode de MTEV. Les formes homozygotes, cliniquement plus graves,

sont quant a elles plus rares *°.
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Le risque relatif de MTEV en cas d’un déficit en PC est d’environ 7 (IC 95 % : 2,9-18,4) %,
Les déficits homozygotes sont associés a des tableaux cliniques lourds qui apparaissent tét dans
la vie du patient. En effet, on retrouve dans les premieres heures de vie des thromboses

disséminées ainsi que des purpuras fulminans entrainant des nécroses cutanées et sous cutanées.

[11.1.1.c. Déficit en protéine S

La PS est une glycoprotéine vitamine K dépendante dont I’action principale est d’étre le
cofacteur de la PC activée permettant 1’inactivation des facteurs Va et Vllla. Plus récemment,
il a été démontré que cette protéine a une autre fonction inhibitrice en jouant le role de cofacteur
du Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) et entrainant donc I’inactivation du facteur Xa 2.
Dans la circulation sanguine, la PS existe sous plusieurs formes. On la retrouve majoritairement
sous forme inactive et complexée avec C4b-binding protein. Sa forme libre (40 %) est la forme

active qui peut se lier a la PC.

La PS est codée par le gene PROS1 présent sur le chromosome 3. Le premier diagnostic de
TVP causée par un déficit en PS a été posé en 1984 par Comp et al.. A ce jour, ’ensemble des
variations sur le géne PROS1 est répertorié dans la

database suivante : http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php. La grande majorité des variations

correspond a des mutations faux-sens ou non-sens. La prévalence du déficit héréditaire en PS
est estimée entre 0,03 et 0,13 % dans la population générale 22 et varie entre 1 et 13 % chez les
patients présentant une TVP. Cette importante fourchette est due aux variations des critéres
cliniques de TVP selon les études et a la complexité du diagnostic de déficit en PS. Il est a noter
que la prévalence est plus importante dans la population japonaise ou le polymorphisme
rs12198474, dit Tokushima, est frequemment retrouvé. En effet, au Japon, on compte une
prévalence globale de 1 & 2 % de déficit en PS et on I’estime a 22 % chez les patients avec TVP.
Cette variation est caractérisée par la transition d’une adénine en guanine en position 586
donnant un acide glutamique a la place d’une lysine en position 196. 22,

Le risque relatif de MTEV associé au déficit hétérozygote en PS est d’environ 8 8. Le risque de
MTEV augmente avec la diminution du taux de la protéine. On retrouve différents types de
deéficit en PS : les types quantitatifs (type | et 111) et le type qualitatif (type I1). Dans les types |
et Il on retrouve une diminution du taux de PS libre ainsi qu’une baisse de son activité.
Cependant, le taux de PS totale est abaissé uniquement dans le type 1. Dans le cas d’un déficit
qualitatif, seule 1’activité est abaissée. Les taux de protéine totale ainsi que sa forme libre sont

normaux.
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Les déficits en PS a I’état hétérozygote causent des TVP et EP, le plus souvent a I’age adulte
(50 % des patients deviennent symptomatiques a partir de 55 ans). Dans 50 % des cas, ces
thromboses ne surviennent pas aprés une exposition a des facteurs de risque environnementaux
dits transitoires 2. Les patients atteints de ces variations sous forme homozygote ont une
clinique semblable a ceux atteints d’un déficit en PC homozygote. On retrouve donc un purpura
fulminans de maniére précoce causant des nécroses tissulaires et pouvant étre associé a une

consommation intravasculaire disséminée (CIVD).

I11.1.1.d. Facteur V Leiden : la variation R506Q du géne du facteur V

Le facteur V est une protéine de la cascade de la coagulation codée par le gene F5 présent sur
le chromosome 1. Il comporte 25 exons et code pour un pré-pro-cofacteur de 2224 acides
aminés (AA). En perdant son nucléotide signal de 28 AA lors de sa translocation dans le
réticulum endoplasmique, I’é1ément devient un procofacteur. La structure protéique de celui-Ci
contient alors 6 domaines : A1-A2-B-A3-C1-C2. 11 s’active aprés 1’élimination protéolytique
du domaine B et devient alors le cofacteur V activé. La protéine est alors constituée de chaines
reliées de maniére non covalente par un ion Ca®* 23 (figure 2). Une fois activé, il peut, en
association avec le facteur X activé, provoquer la protéolyse du facteur II et donc I’activer a

son tour.
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Figure 2 : Structure du gene et de la protéine du facteur V
(A) : structure du gene. Les exons sont marqués par les batonnets verticaux de couleur
Structure de la protéine du facteur V avant (B) et aprés (C) activation

(Duga et al.)

La variation dite du Facteur V Leiden, correspondant au polymorphisme rs6025, entraine la
transition d’une adénine en guanine en position 1691 au niveau de I’exon 10. Cette variation a
pour conséquence une variation faux-sens a la position 506 en changeant une arginine en
glutamine. L arginine en position 506 correspond a un site de clivage par la PC activée . Cette
variation du facteur V a alors une double action pro-thrombotique : d’une part elle empéche
I’inactivation du facteur V activé par la PC et d’autre part elle inhibe son réle de cofacteur de
la PC activée.

A I’état hétérozygote, le risque de MTEV est multiplié par 3 a 5. Ce risque est bien supérieur a
1’état homozygote (risque relatif de 15 & 20) 2.

La variation du facteur V Leiden est la variation prothrombotique la plus fréquente dans la
population caucasienne. Sa prévalence est de 5 %. Cette derniére est plus importante dans la
partie nord de I’Europe (avec un taux allant de 8 a 15 % en Suede par exemple) et, au contraire,
plus faible dans I’Europe du sud (2-4 %). On parle de gradient nord-sud. Par ailleurs, ce

polymorphisme est absent en Afrique, en Chine et au Japon 2.
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[11.1.1.e. Variation G20210A du géne de la prothrombine

La prothrombine est codée par le géne F2 présent sur le chromosome 11. Une fois activée, la
prothrombine se transforme en thrombine et active a son tour le fibrinogéne en fibrine, derniére
étape de la coagulation. La thrombine permet également I’amplification de la cascade de la
coagulation au niveau de la voie endogéne en activant les facteurs VIII, 1X et XI. Son r6le
procoagulant est donc primordial. Elle posséde également une action anticoagulante en se fixant

sur la thrombomoduline permettant alors I'activation de la PC.

La variation G20210A du gene de la prothrombine (ou encore appelée polymorphisme
rs1799963) entraine une augmentation du taux plasmatique de la prothrombine par la formation
d’ARN messager plus stable. Ce taux plus important est responsable d’une augmentation de
son activité et entraine alors un risque plus important de thrombose. Le risque relatif de MTEV
chez les patients porteurs de cette variation est proche de 3 (IC 95 % : 1,4-5,6) . La prévalence
de la variation G20210A dans la population générale est de 2 % en Europe. Par ailleurs, elle est
absente dans la population noire d’Amérique et rare en Afrique et en Asie. Chez les patients

atteints de MTEV, sa prévalence est estimée a 6 % 1.

I11.1.2. Découverte de nouveaux variants associés la MTEV

Les facteurs de risque génétiques explorés par le bilan de thrombophilie et décrits plus haut
n’expliquent que 5 % de I’héritabilité de la MTEV (elle-méme estimée a 50 %) 8. Ceci suggére
alors qu’il existe de nombreux autres facteurs de risque non encore identifiés. L’implication du
groupe sanguin ABO dans la MTEV est le premier & avoir été identifié grace a une 1’étude
prospective datant de 1969 2° et a ensuite été confirmée par de nombreuses autres études 26 27,
Les patients de groupe non-O présentent un risque de MTEV significativement augmenté
(OR=1,79; IC 95 % : 1,56-2,05) ?’. Ce risque dépend du groupe génotypique. Une étude a
montré que les patients de groupes génotypiques A1A1, A1B et A2B avaient un risque 2,44
fois plus important de faire une MTEV comparativement aux patients de groupes OO, A2A2 et
A20. Le groupe sanguin ABO interviendrait dans le processus thrombotique en transférant des
unités saccharidiques sur les membranes des facteurs de la coagulation comme le facteur VIII
ou le facteur de Von Willebrand mais aussi des marqueurs thrombotiques
(exemple : thrombomoduline), de I’inflammation (exemple ICAM-1) ou cardiovasculaires
(exemple : HEG-1) et modulerait alors leur activité et leur clairance. Les groupes sanguins ABO
sont déterminés par un locus présent sur le chromosome 9 qui code pour une glycotransférase

(A ou B) permettant le transfert du sucre sur 1’antigéne H présent a la surface des globules
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rouges et des cellules endothéliales. Le polymorphisme rs579459 code pour la glycotransférase
A et est a I’origine du groupe sanguin Al. Le groupe sanguin A2 correspond a un moins grand
nombre d'unités saccharidiques sur les antigénes H. Il est d au polymorphisme rs1053878 qui
est caractérisé par une diminution importante de 1’activité de la glycotransférase A. Le groupe
sanguin B est la conséquence du polymorphisme rs8176743 qui code pour la glycotransférase
B. Enfin, le polymorphisme rs8176719, caractérisé par 1’insertion d’un seul nucléotide, code
pour une enzyme inactive. Seul l'antigéne H est alors présent. Il sagit du groupe sanguin O %,
D’autres variations génétiques impliquées dans la MTEV ont pu étre découvertes par la suite
grace a deux stratégies : les études gene-candidat et, plus récemment, 1’approche pangénomique
ou GWAS (Genome Wild Association Study).

111.1.2.a. Etudes géne-candidat

Les études géene-candidat ont été mises en place pour les pathologies génétiques complexes
dont la transmission ne dépend pas, a I’inverse des maladies mendéliennes, de la présence d’un
seul géne muté. Cette approche est basée sur une connaissance physiopathologique de la
maladie étudiée pour sélectionner les genes impliqués. Le principe est de séquencer ces génes
dans une population de personnes atteintes afin d'identifier des variants. Ces variants sont
ensuite génotypés dans une population de cas et une autre témoin afin de calculer leurs
fréquences dans chacune de ces deux populations. Une fréquence de variations
significativement plus importante chez les sujets atteints permet alors de mettre en évidence
une association entre ces variations et la pathologie étudiée. La limite de cette technique est
qu’il n’est alors possible d’explorer que les génes des marqueurs déja connus de la maladie.

Cette méthode a permis de mettre en évidence les variations que nous détaillerons ci-dessous.

e Polymorphisme du géne du fibrinogéne

Le fibrinogéne est une glycoprotéine constituée de deux domaines D reliés par le domaine E
par des ponts disulfures. Le domaine D comporte trois chaines polypeptidiques (Aa, Bp et y)
reliées entre elles par leurs extrémités N-terminales au niveau du domaine E. Lors de
I’activation de la cascade de la coagulation, la thrombine activée clive le fibrinogéne au niveau
N-terminal des chaines Aa et Bf et produit des monomeres de fibrine qui s’associent d’abord
linéairement puis latéralement pour former un réseau et devenir insolubles. Le facteur XIII
active a un role de stabilisateur du caillot de fibrine en créant des liaisons covalentes entre les
monomeéres de fibrine adjacents °. Le fibrinogéne, élément final de la cascade de la

coagulation, joue un réle primordial dans la MTEV. En effet, I’étude LETS (Leiden
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Thrombophilia Study) a montré que 1’augmentation du taux plasmatique de fibrinogene
augmente le risque de MTEV. Les trois chaines polypeptidiques Aa, BB et y sont
respectivement codees par les genes FGA, FGB et FGG regroupés dans un haplotype de
50 kilobases (kb) sur le chromosome 4 *. L’haplotype FGG-H2 (figure 3) est significativement
associé a une augmentation du risque de thrombose. Cependant, cet haplotype ne modifie pas
le taux global du fibrinogéne plasmatique mais a un effet qualitatif sur la glycoprotéine *.
Plusieurs études ont démontré que la diminution du taux de la chaine alternative y’ du
fibrinogéne et du ratio y’/y total est associée a une augmentation du risque de thrombose
veineuse. Le polymorphisme rs2066865, contenu dans 1’haplotype FGG-H2, est localisé dans
la partie 3’UTR du géne et modifie la cytosine en position 100034 en thymine (10034C>T) et
entraine alors une diminution du taux de y’ 8 Les porteurs & I’état homozygote du
polymorphisme FGG rs2066865 ont un risque augmenté de premier événement thrombotique
estimé a2,4 (IC 95 % : 1,5-3,9) ¥. Des études GWAS ont ensuite confirmé 1’association de ce

polymorphisme a la MTEV, et plus récemment & I’AVC ischémique %°.
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Figure 3 : Structure des haplotypes des genes FGA, FGB et FGG du fibrinogéene

(Marieke et al.)
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e Polymorphisme du géne du récepteur endothélial de la protéine C

La PC est un facteur anticoagulant vitamine K dépendant qui inhibe, avec son cofacteur la PS
et apres activation par le complexe thrombine-thrombomoduline, les facteurs Va et Vllla. Son
activité est augmentée d’un facteur 20 lorsqu’elle est liée a son récepteur endothélial (EPCR)3L.
De plus, le récepteur endothélial & la PC présente une autre activité anticoagulante : il limite la
formation du thrombus en favorisant la clairance du facteur VIla et en limitant son activation

par le facteur tissulaire .

Le gene codant pour le récepteur endothélial de la PC se trouve sur le chromosome 20. Le
polymorphisme rs867186 a été reconnu comme associé a un risque modéré de MTEV avec un
OR de 1,22 (IC 95 % : 1,11-1,33) 3L 1l change en position 693 de I’ADN génomique une
adénine en guanine (g.693A>G) et entraine alors la transformation de la sérine du codon 219
en glycine. Cette variation explique entre 56 % et 87 % des variations du taux d’EPCR soluble®.

e Polymorphisme du géne F2

Outre la variation G20210A qui a été mise en évidence grace a la méthode géne-candidat, le
polymorphisme rs3136516 présente une association avec le risque de MTEV. Retrouvée a une
fréquence de 38 % (source GnomAD) dans la population générale, cette variation est
caractérisée par la substitution d’une adénine par une guanine en position 19911. Elle a pour
conséquence une modification du motif de déclenchement d’épissage dans I’intron 13 et
entraine une augmentation des taux plasmatiques de facteur Il & Le génotype homozygote
présente une association avec le risque de MTEV a un OR de 1,48 (IC 95 % : 1,06-2,06) *.

e Polymorphisme du géne F5

L’approche géne-candidat a permis de mettre en évidence la variation rs4524 qui cause la
substitution d’une lysine par une arginine en position 858 (p.K858R) et entrainerait une
augmentation de 1,21 du risque de MTEV. Cette variation n’est pas en lien avec un déséquilibre

de liaison de la variation du facteur V Leiden. 8.

111.1.2.b. Etudes GWAS

L’approche GWAS a été utilisée pour la premiére fois dans les années 2000 dans le contexte
de la MTEV devant les résultats décevants de la méthode gene-candidat. Contrairement a
I’approche gene-candidat, il s’agit d’une approche agnostique, c’est-a-dire sans hypothése a
priori. Elle consiste a génotyper au moins 300 000 polymorphismes (a ce jour plusieurs

millions) a 1’échelle du génome entier a 1’aide de puces afin de mettre en évidence des
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associations entre des variations ponctuelles (Single Nucleotide Polymorphism (SNP)) et le
phénotype d’intérét. Les facteurs de risque génétiques déterminés grace a la GWAS sont des
polymorphismes fréquents qui ont des effets modérés voire faibles face a la pathologie. Les OR
sont voisins de 1,3. Le risque de faux-positif par cette technique est trés important. En effet, en
raison du grand nombre de polymorphismes testés, il existe une inflation majeure du risque o.
Le seuil de significativité (p-value) doit alors étre corrigé afin de ne pas surestimer 1’effet des
SNP. L’¢épreuve de correction de Bonferroni est utilisée. Elle consiste a ajuster le seuil de
significativité au nombre de tests (p-value corrigée = p-value/n, avec n le nombre de tests
statistiques). Cette méthode permet de limiter le nombre de faux-positifs grace a des seuils
conservateurs. Il est par ailleurs nécessaire de répliquer les résultats dans une étude

indépendante pour confirmer I’association avec la maladie 3,

e Polymorphisme du géne GP6

La glycoprotéine VI, codée par le gene GP6 présent sur le chromosome 19, est un récepteur
plaquettaire du collagéne. L’examen de trois études cas-témoins (études LETS, MEGA-1 et
MEGA-2) a permis de mettre en évidence une forte association entre le variant rs1613662 du
géne GP6 et la MTEV . Cette variation caractérisée par la transition d’une adénine en guanine
en position 655 entraine la substitution d’une sérine par une proline en position 219. Elle code
pour deux isoformes de protéines (GP6a et GP6b) réparties a une fréquence de 85 % et 15 %
respectivement 3. Avec la protéine la moins fréquente, on observe un risque diminué de MTEV
(OR 0,87). Elle entraine une diminution de I’activation plaquettaire 3’. Cette observation
suggere donc que les plaquettes n’ont pas un role uniquement dans le processus des thromboses

artérielles, comme pensé précédemment, mais également dans celui des thromboses veineuses®.

e Polymorphismes des génes CYP4V2 et F11

Une étude a permis de mettre en évidence I’association entre la MTEV et le polymorphisme
rs13146272 du gene CYP4V2, codant pour le cytochrome du méme nom appartenant a la famille
4 des cytochromes P450 °. 11 s’agit de la plus forte association mise en évidence dans cette
étude ayant évalué environ 20 000 SNPs situés sur 10 887 genes. Le variant rs13146272 est
caractérisé par la substitution d’une glutamine par une lysine en position 259 ', Il est associé a
un OR de 1,24 (IC 95 % : 1,11-1,37) pour le risque de MTEV . De plus, le géne CYP4V2, non
connu pour étre en lien avec les mécanismes thrombotiques, se situe a proximité de genes du

chromosome 4 codant pour des facteurs de la cascade de la coagulation : le gene de la
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prékallikréine (KLKB1) et celui du facteur XI (F11). Les patients porteurs la variation
rs13146272 a I’état hétérozygote ont des taux de facteur XI augmentés de 3 % par rapport aux
patients portant 1’allele sauvage. Cette augmentation est estimée & 7 % lorsque le

polymorphisme rs13146272 est a 1’état homozygote. *.

Le facteur XI, facteur de la voie endogéne de la cascade de la coagulation, est activé par le
facteur Xlla et par la thrombine. Il active a son tour le facteur IX. Une diminution de ses taux
plasmatiques est associée a un risque de saignement. A I’inverse, 1’élévation du taux de facteur
Xl entraine une augmentation du risque de MTEV. Le risque de MTEV est multiplié par 2,2
(IC 95 % : 1,5-3,2) chez les patients présentant des taux augmentés de facteurs XI
comparativement aux patients présentant des taux normaux 3. Un déséquilibre de liaison a été
mis en évidence entre le polymorphisme de CYP4V2 décrit plus haut et deux SNPs de F11 :
rs2289252 et rs2036914 *°.

e Polymorphisme du géne KNG1

Le géne KNGL1 code pour le kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM), cofacteur de la
prékallicréine (PK). Ces deux éléments appartiennent a la phase contact et, formant un
complexe, ils activent le facteur XII et initient alors la voie endogéne de la coagulation & %, Le
KHPM rapproche également le facteur XI de la surface du facteur Xlla facilitant ainsi son
activation et augmentant alors 1’activation de la voie endogéne de la coagulation “°. Ces
éléments occupent donc une place importante dans la cascade de la coagulation. Cependant, les
déficits en KHPM, PK ou en facteur XII, provoquant un allongement du TCA, n’entrainent pas
de symptomatologie hémorragique, a I’'inverse d’un déficit en facteur VIII ou IX. Un
raccourcissement du TCA dii a une variation du KHPM, de la PK ou a I’augmentation du facteur
XI1 a par ailleurs des conséquences thrombotiques. En effet, une étude fonctionnelle a montré
que les modéles murins démunis de facteurs XI1 ou XI étaient protégés du risque de thrombose
de la méme fagon que les modeles murins sauvages traités par de I’héparine. Les auteurs
émettent 1’hypothése qu’un déficit en facteur XII ne semble pas prévenir la formation d’un
thrombus mais provoquerait un déséquilibre dans sa structure et éviterait ainsi 1’occlusion des
vaisseaux . Une autre étude a remarqué que le temps de formation du thrombus était retardé
aussi bien chez les souris déficitaires en KHPM que les souris déficitaires en facteur XI, mettant
ainsi en évidence I’implication de l'interaction entre le facteur XI et le KHPM dans la formation
d’un caillot “°. Une GWAS a mis en évidence un lien entre le polymorphisme rs710446 du géne

KNG1 et le risque de MTEV 8. Il est caractérisé par la transition d’une thymine par une cytosine
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en position 1742 entrainant la mutation faux-sens en position 581 permutant I’isoleucine en
thréonine. Ce polymorphisme provoque un raccourcissement du TCA et est associé a un risque
de MTEV avec un OR de 1,19 (IC 95 % : 1,071-1,336) *.

e Polymorphisme du géne SERPINC1

Le gene SERPINC1 code pour 1°‘AT qui est un puissant inhibiteur de la coagulation. Le
polymorphisme rs2227589 est significativement associé a une diminution modérée de I’activité
de I’inhibiteur *. Ce SNP, d’une fréquence allélique de 10 %, se trouve dans 1’intron 1 du géne
et est caractérisé par la transition d’une guanine en adénine. Les patients porteurs du
polymorphisme rs2227589A ont une discrete diminution de I’activité de I’AT par rapport aux
patients ayant le polymorphisme rs2227589G (94,8+/-5,6 % versus 99,5+/-5,8 %, p=0,001) *2.
Ces données sont confirmées par une autre étude qui a retrouvé un risque augmenté d’EP en
cas de présence de ce polymorphisme dans une étude cas-témoin (OR 2,31 avec IC 95 % : 1,09-
4,89) 3,

e Polymorphisme du géne SCL44A2

Une méta-analyse regroupant les données de 12 GWAS a mis en évidence pour la premiére fois
en 2015 un géne impliqué dans la MTEV qui n’est pas directement en lien avec I’hémostase 4.
Il s’agit du gene SLC44A2 qui code pour un transporteur de choline transmembranaire (CTL-
2). L’association entre le polymorphisme situé sur SLC44A2 et la MTEV a été confirmée par
une deuxiéme étude GWAS en 2016 *°.

Le polymorphisme rs2360742 est un SNP intronique. Il est retrouvé a une fréquence allélique
de 78 % et est associé a la MTEV avec un OR de 1,20 (p=5,59x1071%) 44 1 a également été
retrouvé en association complete avec le polymorphisme rs2288904 du méme géne. Celui-ci
est caractéris¢ par la transition d’une guanine en adénine en position 461 entrainant le
changement de I’arginine en position 154 par la glutamine. Le polymorphisme commun
rs2288904-G est associé a une augmentation de 1,28 du risque de MTEV

(p=2,64x107") 4,
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L’implication de CTL-2 dans le syndrome respiratoire aigu post-transfusionnel (aussi appelé
TRALI-Transfusion-related acute lung injury) est bien connue. L’antigéne HNA-3 se situe sur
la partie extracellulaire du CTL-2 des globules blancs, des plaquettes et de 1’endothélium
pulmonaire. Lors de transfusions plasmatiques, il peut étre reconnu par des anticorps anti-HNA-
3 du donneur et causer chez le receveur le TRALL, entrainant alors de graves symptémes cardio-
pulmonaires “°. Le réle de CTL-2 dans la formation d’un thrombus n’est pas encore totalement
élucidé. Il aurait un role dans la phase d’activation plaquettaire #’. 1l serait un partenaire du
facteur Von Willebrand et interviendrait lors de son interaction avec les polynucléaires
neutrophiles dans I’agrégation plaquettaire. Il modulerait alors le recrutement et I’activation des
neutrophiles.

SLC44A2 n’interviendrait pas dans le processus thrombotique en modifiant I'équilibre de la
coagulation mais plutét en jouant un rdle dans la phase d’initiation de la thrombose en

participant a I’inflammation #'.

e Polymorphisme du géne TSPAN15

Dans la méme méta-GWAS, une association entre le géne TSPAN15 et la MTEV a été mise en
évidence. Ce gene code pour la protéine tétraspanine 15 appartenant a la superfamille des
tétraspanines qui ont un réle immun de suppresseur ou promoteur de métastases.

Le polymorphisme rs78707713 est intronique. Sa fréquence allélique est de 88 % et son OR
pour le risque de MTEV est de 1,28 (p=5,74x10%) 4. Son réle dans la MTEV n’est pas encore
totalement élucidé.

La protéine Tspanl5 est le régulateur principal d’ADAMI10 qui permet le clivage de la région
extracellulaire du récepteur plaquettaire du collagéne GPVI %8,
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[11.2. Facteurs de risque environnementaux

Le tableau 1 liste les facteurs de risque environnementaux de MTEV. Ils peuvent étre classés
en fonction de leur niveau de risque (faible ou fort) ou en fonction de leur caractére persistant
ou transitoire. Ces deux éléments permettent d’évaluer le risque de récidive *.

En effet, une MTEV survenue aprés un événement transitoire a fort risque thrombotique
(comme aprés une chirurgie lourde par exemple) est associée a un risque de récidive faible. La
durée du traitement anticoagulant sera donc courte (3 a 6 mois). A ’inverse, lorsqu’une MTEV
est provoquée par un facteur de risque persistant comme un cancer, le risque de récidive sera
important a I’arrét du traitement. Il est donc nécessaire de poursuivre le traitement anticoagulant
tant que persiste le facteur de risque. Pour améliorer la prise en charge des patients, la société
internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH) a mis en place en 2016 une catégorisation

des facteurs de risque environnementaux (tableau 1).

Facteurs de risque environnementaux dits forts

Persistants Transitoires

Chirurgies lourdes

) Traumatismes importants ou fractures de
Cancer actif ) )
moins de 3 mois

. Immobilisations longues (> 3 jours)
Syndrome des phospholipides (SAPL)
Thrombopénie induite a I’Héparine (TIH)

Césarienne

Facteurs de risque environnementaux dits faibles

Persistants Transitoires

Maladies inflammatoires Grossesse et post-partum
Traitement hormonal

Antécedents familiaux de MTEV Infection

Chirurgie courte (< 30 min)
Pacemaker Traumatismes mineurs ou fractures
Immobilisation courte

Obésité (exemples : voyage > 4h)

Tableau 1 : Caractérisation des facteurs de risque environnementaux
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Les accidents thrombotiques survenus sans facteurs de risque environnementaux dont la liste

est décrite dans le tableau 1 sont dits non provoqués.

[11.2.1. Obésité

L’obésité est définie par un indice de masse corporel (IMC) supérieur 4 30 kg/m?. Elle augmente
le risque de MTEV ainsi que le risque de récidive. En effet, I’obésité multiplie par 2,33
(IC 95 % : 1,68-3,24) le risque de survenue d’un premier événement thrombotique 2. Ce risque
est directement proportionnel a ’IMC #°. De plus, un patient obése a un risque 1,6 fois plus
important de faire une récidive qu’un patient avec un IMC normal (IC 95 % : 1,1-2,4) *°. En
France, en 2021, selon les données du ministére de la santé et de la prévention, 17 % de la

population adulte est considérée comme obeése, soit 8 millions de personnes.
[11.2.2. Tabagisme

Le tabac est considéré comme un facteur de risque faible de MTEV *°. De nombreuses études
ont montré un risque relatif significatif de MTEV compris entre 1,14 et 1,36 chez les fumeurs
comparativement aux non-fumeurs >3, Ce risque augmente avec le nombre de cigarettes
consommeées par jour. Le risque de thrombose augmente de pres de 10 % (IC 95 % : 8,6 %-
11,8 %) pour chaque tranche de dix cigarettes journalieres. L’ impact sur le risque de MTEV est

considéré important & partir de quinze cigarettes par jour .
[11.2.3. Contraceptifs oraux combinés

L’incidence globale de la MTEV est comparable chez les hommes et les femmes (sexe ratio
proche de 1). Mais, de maniére intéressante, dans la tranche d’age 20-40 ans, les femmes ont
une incidence de MTEV plus élevée que les hommes !, contrairement aux autres tranches d’age
pour lesquelles les hommes présentent un risque de thrombose plus important. Ce phénoméne
peut étre relié a I’exposition aux facteurs de risque hormonaux (contraception orale, traitement
hormonal et grossesse). En effet, 50 % des femmes en age de procréer présentant une TVP ont

été exposées a un facteur de risque de ce type lors de leur événement thrombotique .
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L’utilisation de la pilule contraceptive est reconnue comme un facteur de risque de thrombose.
Il est malgré tout plus faible que la grossesse ou que le post-partum > qui sont associées
respectivement a une incidence annuelle de MTEV de 5 & 20 pour 10000 femmes et 40 a 65
pour 10000 femmes 0. Cependant, ce facteur de risque transitoire prend de plus en plus

d’ampleur avec 1’augmentation de la prescription de la pilule cestroprogestative.

En 2009, le pourcentage moyen mondial de femmes utilisant un moyen contraceptif était de
62,7 %. Dans les pays développés, il était estimé & 72,4 % 8. Les différents moyens de
contraception peuvent étre des méthodes hormonales comme la pilule cestroprogestative, le
stérilet hormonal, des méthodes physiques comme le préservatif masculin ou féminin, le stérilet
au cuivre, le spermicide ou encore des méthodes irréversibles comme la vasectomie. En 20009,
la pilule cestroprogestative représentait 8,8 % de ces moyens contraceptifs, soit la deuxieme
technique utilisée aprés la stérilisation féminine °. En France, en 2013, 97 % des femmes en
age de procréer utilisent une méthode contraceptive et 72 % d’entre elles de maniére médicale
(contraceptifs hormonaux ou stérilet). La pilule cestroprogestative est alors le premier moyen
utilisé. On compte prés de 6,1 millions de femmes prenant la pilule cestroprogestative °’ en

France et plus de 100 millions de femmes, a travers le monde °’.

Face a cette forte consommation, I’incidence d'événements thrombotiques augmente. On estime
que la pilule cestroprogestative serait responsable d’une augmentation de 1’incidence annuelle
de thrombose veineuse chez les femmes de 1 & 1,2 pour 1000 utilisatrices %8. En 2018, une étude
indique que cette incidence est de 8 a 10 pour 10000 femmes-années chez les consommatrices
de pilules *°. En France, I’ANSM estime que 20 femmes sous pilule cestroprogestative meurent
prématurément par an d’EP %, C’est pourquoi le risque thrombotique des femmes sous pilule

cestroprogestative est un réel enjeu de santé publique.

111.2.3.a. Rappel sur le cycle menstruel féminin

Le cycle menstruel féminin, régi par les hormones oestroprogestatives, est caractérisé par
différentes phases : la phase pré-ovulatoire, ou encore appelée phase folliculaire, I’ovulation et
la phase lutéale. Physiologiquement, la phase folliculaire est reconnue par une glaire cervicale
avec un maillage étroit et le col de I'utérus fermé. Elle correspond a la période durant laquelle
les follicules se développent. Lorsque le taux de I’hormone folliculo-stimulante (FSH) est
suffisant pour entrainer une croissance active des follicules, ceux-ci sécrétent 1’estradiol. Par
I’action des cestrogénes, le follicule dominant se détache des autres follicules. A I’approche de

I’ovulation, il produit des taux croissants d’estradiol entrainant alors une production accrue de
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glaire cervicale et une chute de la production de la FSH. Cette chute de FSH provoque une
maturation du follicule dominant et une ¢lévation des taux d’estradiol qui, a leur tour,
actionnent un rétrocontréle positif sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire pour entrainer un pic
de LH (hormone luténisante). Ce pic hormonal caractérise 1’ovulation et a pour conséquence la
chute de la production ovarienne d’estradiol. La glaire cervicale est alors lache et transparente
et le col de I'utérus ouvert, permettant ainsi le passage de spermatozoides. Apres I’ovulation,
le follicule se transforme en corps jaune qui sécrete la progestérone. La progestérone entraine
une diminution de production de la glaire cervicale et une augmentation de sa viscosité. Le
passage des spermatozoides devient de nouveau plus complexe. Le taux de progestérone et
d'estradiol augmentent simultanément. Ces hormones exercent alors un rétrocontréle négatif
sur 1I’axe hypothalamo-hypophysaire. La production de FSH et de LH au niveau de la glande
pituitaire diminue donc. Au cours de I’avancée de la phase lutéale, la production de
progestérone et d’estradiol par le corps jaune diminue, favorisant ainsi 1’augmentation de la
FSH. S’il n’y a pas eu fécondation, le corps jaune se détruit et I’endométre se desquame. C’est

la période des régles menstruelles et donc le début du cycle menstruel suivant 52,
[11.2.3.b. Histoire de la pilule cestroprogestative

La premiére pilule cestroprogestative, appelée Enovid®, est mise sur le marché en 1957 en tant
que traitement pour les désordres menstruels. Elle n’est utilisée en tant que moyen contraceptif
qu’en 1960. Elle est initialement composée de 150ug de mestranol et de 9,95 mg de
norethynodrel. Le mestranol est un cestrogéne, plus précisément une prodrogue de
I'éthinylestradiol (EE), et le norethynodrel un progestatif. Apres 1’observation de nombreux
effets indésirables comme des maux de téte et d’estomac, de la nausée et des vomissements, les
doses ont été abaissées respectivement a 75 pg et 5 mg. Il s’agit alors de la premicre génération
de pilule cestroprogestative. Elle n’est aujourd’hui plus sur le marché. Aprés une premiére année
d’utilisation, le cas d’une femme décédée de thrombose alors qu’elle prenait la pilule et 20
autres cas non mortels de TVP ou EP ont été rapportés 6. Afin de diminuer le risque
thrombotique lors de 1’utilisation de pilule cestroprogestative, les concentrations d’EE ont été
abaissees au cours du temps. Les contraceptifs oraux combinés (COC) dits de seconde
géneration en contiennent 50 pg ou moins. Ceux qui ont moins de 30 pg d'EE sont dits mini-
dosés. Les progestatifs ont également été changés pour permettre la diminution des doses d’EE
puis atténuer leurs effets indésirables et améliorer I’usage des COC des patientes. En effet, en
raison de leur action androgénique, les progestatifs peuvent entrainer de 1’acné, une peau grasse

et une diminution du cholestérol HDL (High density Lipoprotéine) 6. Dans les pilules de
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deuxiéme génération on retrouve le levonorgestrel ou le norgestrel alors que dans les pilules de
troisieme génération le progestatif utilise peut étre du desogestrel du norgestimate ou du
gestodene. A partir de 2001, les progestatifs de quatrieme génération (la drospirénone, la

chlormadinone, le dienogest ou le nomégestrol) sont commercialisés.

Le médicament Diane 35%, composé de I’acétate de cyprotérone 2 mg et d’EE 35 g, était
initialement utilisé€ en tant que contraceptif en cas d’acné importante. Face au nombre important
de jeunes patientes ayant présenté au moins un événement thrombotique en prenant ce moyen
contraceptif (risque relatif multiplié par 4 par rapport aux jeunes femmes ne prenant pas de
COC), cette composition a été suspendue temporairement du marché en 2013. En juillet 2013,
apres une réévaluation de la balance bénéfice/risque, elle est remise sur le marché mais non pas
avec I’indication de contraception mais en tant que traitement de deuxiéme intention de 1’acné

modérée a severe.
I11.2.3.c. Pilule cestroprogestative et risque thrombotique

La pilule cestroprogestative est un facteur de risque de thrombose connu depuis les années 1960
qui est modulé selon sa dose en EE et le type de progestatif utilisé.

La diminution initiale du taux d’EE a permis de significativement réduire le risque de TVP.
Toutefois, la baisse du taux jusqu’a des valeurs comprises entre 15 et 20 pg n’a réduit que de
maniére marginale le risque de TVP 52,

Il a été mis en évidence qu’a dose équivalente d’EE, toutes les pilules cestroprogestatives ne
présentent pas le méme risque thrombotique. En effet, une patiente utilisant un COC de
deuxiéme génération présente deux fois plus de risque de faire un événement thrombotique par
rapport a une patiente qui n’a pas de moyen contraceptif hormonal. Le risque apparait supérieur
avec les COC de troisiéme génération (risque relatif multiplié par 4) 23, Le risque de MTEV
est comparable entre les pilules cestroprogestatives de troisieme et de quatriéme génération.
Une méta-analyse a permis d’évaluer que le risque de MTEV était 1,29 (IC 95 % : 1,12-1,49)
fois plus important chez les utilisatrices de COC contenant de 1’acétate de cyproterone
comparativement a celles qui utilisent une pilule avec du lévonorgestrel et la méme quantité
d’EE ®. Une méta-analyse de 2017 confirme que les COC contenant moins de 50 pg d’EE
associées a du cyproterone acetate, desogestrel, dienogest, drospirenone ou gestodene sont
associées a un risque augmenté de TVP par rapport aux COC contenant du levonorgestrel. Par
ailleurs, il n’a pas eté retrouvé de différence de risque entre les pilules contenant du

levonorgestrel et du norgestimate. Les progestatifs ont donc eux aussi un impact sur la
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thrombose. Leur action n’est pas directe contrairement aux cestrogénes mais elle permettrait de
contrecarrer 1’effet procoagulant des cestrogénes. Ceux qui ont une action androgénique
importante, comme ceux de deuxiéme génération, seraient les plus efficaces >°. Ainsi, il est
recommandé en France de prescrire en premiére intention une pilule de deuxiéme génération®.
En cas de TVP ou d’EP, la pilule cestroprogestative doit étre arrétée en 1’absence de risque de
grossesse sur le cycle en cours, selon les recommandations du College National des
Gynécologues et Obsétriciens Francais (CNGOF).

En plus de I’'impact de la dose d'cestrogene et du type de progestatif utilisé, le risque
thrombotique des femmes sous pilule cestroprogestative varie en fonction de la durée
d’exposition. Le risque est plus important lors de la premiéere année de prise. Une étude cas-
témoin réalisée sur 10 ans et regroupant prés de 1000 patientes et 900 témoins a évalué que les
patientes sous pilule cestroprogestative depuis moins de 1 an ont un risque 9 fois plus important
que les femmes ne prenant pas la pilule. Les femmes sous contraceptif cestroprogestatif depuis
1 a5 ans avaient un risque 6,5 fois plus important alors que les femmes avec la pilule depuis
plus de 5 ans avaient un risque 5,9 fois augmenté (p=0,031) *. Dans cette population
d’utilisatrices au long cours, les femmes qui avaient thrombosé présentaient dans 25 % des cas
un autre facteur de risque transitoire au moment de I'événement thrombotique contre seulement
16% des femmes récemment sous COC. Selon cette méme étude, la durée de traitement serait
un facteur influencant le risque de MTEV uniquement chez les femmes de moins de 30 ans.
Enfin, plusieurs études ont également mis en évidence I’impact des autres facteurs de risque
environnementaux chez les patientes utilisatrices de COC. A titre d’exemple, les femmes
obeses prenant la pilule ont un risque de MTEV 10 fois plus important que celles qui n’en
consomment pas *°. En ce qui concerne le tabac, le risque de MTEV chez les femmes sous
pilule cestroprogestative dépend de trois éléments : du nombre de cigarettes fumées par jour, de
I’age de la patiente et de la concentration en EE. Le risque relatif de TVP ou d’EP chez les
patientes fumant plus de 20 cigarettes par jour est de 2,8 (IC 95% : 1,7-4,4) par rapport aux
femmes non fumeuses sous COC . Chez les patientes tabagiques, le risque de thrombose est

exponentiel avec I’age °’.
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I11.2.3.d. Risque thrombotique et pilule cestroprogestative chez les patientes présentant des

facteurs génétiques

La MTEV étant une maladie multifactorielle, les facteurs de risque génétiques et
environnementaux peuvent s’additionner et augmenter de maniere proportionnelle ou
exponentielle le risque de survenue de la maladie. Ainsi, les femmes prenant une pilule
cestroprogestative alors qu’elles possedent un déficit en inhibiteur de la coagulation ou la
variation du facteur V Leiden ont un risque augmenté par 5 de MTEV par rapport aux femmes
ayant le méme facteur de risque biologique mais qui n’utilisent pas ce moyen de
contraception®’. De plus, les femmes porteuses de la variation du facteur V' Leiden et utilisant
une COC présentent un risque de MTEV augmenté de 35 par rapport aux femmes sans
contraception hormonale et non porteuses de cette variation ®8. Une étude démontre que les
patientes sous COC et porteuses de cette variation a I’état hétérozygote présentent des ratios de
sensibilité de PC activée (APCr) semblables a ceux de patientes homozygotes pour la variation
du facteur V Leiden qui n’utilisent pas de moyen contraceptif hormonal. L’ APCr est défini
comme le rapport des quantités résiduelles de thrombine en présence de PC activée dans le
plasma d’un patient sur celles présentes dans des plasmas de témoins. Ces résultats suggerent
que la pilule contraceptive et la variation du facteur V Leiden ont une action synergique sur le

role de la PC activée et donc sur le risque thrombotique 823,
[11.2.3.e. Physiopathologie

La pilule oestroprogestative modifie 1’équilibre physiologique de la coagulation. En effet, chez
les patientes sous COC on retrouve a la fois une augmentation de la majorité des facteurs de la
cascade de la coagulation, avec en particulier une augmentation du taux des facteurs VII, 11,
VIII, X et du fibrinogéne %2638 et une diminution du taux de la PS, de I’AT, du TFPI et une
augmentation de la PC 828370 [ ’impact sur les acteurs de la cascade de la coagulation est
significativement différent entre les pilules de deuxiéme et de troisiéme générations. En effet,
avec les pilules de troisieme génération, on retrouve a la fois une augmentation plus importante
des facteurs procoagulants et une diminution accrue des inhibiteurs. En plus de ce desequilibre
de la cascade de la coagulation, la pilule cestroprogestative entraine une résistance acquise a la
PC activée et cette résistance est plus importante chez les utilisatrices de pilules de troisieme
génération. La résistance acquise de la PC activée serait due aux taux diminués de TFPI et de

PS libre chez les patientes sous COC®,
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Le TFPI régule la voie extrinséque de la coagulation en inhibant le facteur X activé en formant
un complexe avec celui-ci. Le complexe ainsi formé inhibe a son tour le complexe facteur
tissulaire-facteur V11 activé. Le TFPI, synthétisé principalement par les cellules endothéliales,
est a 80 % lié a la paroi vasculaire et seulement 20 % se retrouve dans la circulation sanguine.
Sa forme la plus active correspond a sa forme libre, qui ne représente que 10 % du TFPI présent

dans la circulation sanguine ™.

La PS, en plus de son action de cofacteur de la PC, joue également le réle de co-facteur du TFPI
et aide alors a la formation du complexe TFPI-facteur X activé.

Le taux de TFPI libre ainsi que le taux de PS libre sont négativement associés au risque de
thrombose (figures 4 et 5) . Ils sont aussi associés négativement et de maniére linéaire a la
résistance a la PC chez les patientes sous COC. D’autres études sont cependant nécessaires pour
comprendre le mécanisme biologique qui relie le TFPI et la PS a la résistance acquise a la PC

activée.

38


https://paperpile.com/c/CNQUNV/l5PKO
https://paperpile.com/c/CNQUNV/l5PKO

57

™ £
1 |

Mean free TFPI, ng/ml

1

o
Nomt 1smg3{rdw Ohse / 2mg CPA/ 150-;;%56 /
use mg
30ug EE EE 3Sug EE 30ug EE

Figure 4 : Risque relatif de thrombose en fonction du taux moyen de TFPI chez les patientes
sans contraception (« non-use »), sous pilule de deuxieme génération, de troisiéme génération

ou Diane 35®. (Raps et al.)

LNG : levonorgestrel, EE : éthinylestradiol, DRSP : drospirenone, CPA : acétate de cyproterone, DSG : desogestrel
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Figure 5 : Risque relatif de thrombose en fonction du taux moyen de protéine S chez les
patientes sans contraception (« non-use »), sous pilule de deuxieme génération, de troisiéme

génération ou Diane 35®. (Raps et al.)

LNG : levonorgestrel, EE : éthinylestradiol, DRSP : drospirenone, CPA : acétate de cyproterone, DSG : desogestrel

Enfin, les pilules cestroprogestatives impactent la formation d’un thrombus par I’intermédiaire
d’un autre acteur, la SHBG (Sex Hormone Binding Globulin). 1l s’agit d'une glycoprotéine qui
lie la testostérone au 17-R-estradiol dont le taux plasmatique augmente avec 1’cestrogéne de
maniére dose-dépendante et décroit avec les progestatifs. Il existe une relation linéaire entre le
taux de SHBG chez les patientes sous COC et le risque de TVP ®2. De plus, la SHBG est corrélée
a I’importance de la résistance de la PC activée chez les utilisatrices de COC. Le taux de SHBG

est alors considéré comme un marqueur du risque thrombotique °7.
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V. Prédiction du risque de thrombose avant la prescription d’une pilule

cestroprogestative

IV.1. Etat des lieux des recommandations de la prescription des COC

La MTEV a une incidence de 8 a 10 événements pour 10000 femmes-années. Bien que cet
événement reste rare chez les femmes en age de procréer, I’utilisation de la pilule
cestroprogestative est un facteur de risque transitoire qui augmente le risque de TVP et d’EP *°.
Face a ce risque, le Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais (CNGOF) et
la Haute Autorité de Santé (HAS) ont mis en place des recommandations de prescription de la
pilule cestroprogestative. Ces recommandations datent respectivement de 2017 et de 2019. Ils
préconisent un interrogatoire poussé lors de la consultation pour la prescription d’une
contraception afin de mettre en évidence des facteurs de risque de MTEV ou des contre-
indications potentielles. Avant 35 ans, la pilule cestroprogestative est contre-indiquée chez les
patientes présentant des migraines avec aura. En cas de tabagisme les COC ne sont alors pas
contre-indiquées mais les patientes doivent étre informeées du risque surajouté de thrombose et
un sevrage doit étre proposé par les médecins. Lorsque les patientes ont plus de 35 ans, le
tabagisme ainsi que les migraines sans aura deviennent une contre-indication. Le surpoids, les
antécédents familiaux, en particulier ceux au premier degré, le nombre ¢élevé d’apparentés
touchés ainsi que le diagnostic d’une thrombophilie sont reconnus comme étant des facteurs de
risque de la MTEV % °°, La liste des facteurs de risque est présentée dans la figure 6. En cas
d’antécédents familiaux au premier degré de MTEV avant 55 ou 65 ans si le propositus est
respectivement un homme ou une femme ou de thrombophilie biologique connue chez la
patiente, la pilule cestroprogestative est contre-indiquée. Le bilan de thrombophilie inclut le
dosage du Temps de Prothrombine (TP), du Temps de Céphaline Activée (TCA), des
inhibiteurs (AT, PC et PS) et la recherche des variations du Facteur V Leiden et du géne de la
prothrombine °’. 11 n’est pas recommandg, selon la CNGOF, de le réaliser en systématique mais

uniquement en cas d’antécédents vasculaires familiaux .
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Facteurs de risque vasculaire (FDRV) artériel et veineux et utilisation d'une
contraception hormonale combinée mstroprogestative (COP).

Utilisation d'une COP

Facteurs de risque artériel
ﬁ;ge =35 ans
Surpoids-obésité
Tabac > 15 cigarettes/j
Antécédents familiaux 1%
degré IDM ou AVC avant
55 ans (Homme) ou 65 ans
{(Femme)

Hypertension artérielle
Dyslipidémie
Non controlé
Controlé

Possible si pas d'autres FDREV
Possible si pas d'autres FDRV
Possible si pas d'autres FDRV
Contre-indication

Contre-indication

Contre-indication
Possible si pas d'autres FDRV

Contre-indication relative si
dyslipidémie survenue avec COP
Contre-indication si délai diabéte

=20 ans ou si complications vasculaires
Possible si pas d'autres FDRV,

mais en seconde intention

(1% choix Contraception
microprogestative ou DIU cuivre ).
Contre-indication

Possible si pas d'autre FDRV

Diabéte insulino-dépendant

Diabéte de type I

Migraine avec aura
Migraine simple
Facteurs de risque veineux
ﬁ;ge =35 ans Possible si pas d'autres FDREV
Surpoids-obesite Possible si pas dautres FDRV
Thrombophilie biologique connue Contre-indication
Antécédents familiaux au Contre-indication
1% degré de MVTE avant 50 ans

Figure 6 : Facteurs de risque artériel et veineux de 1’utilisation d’une contraception orale

combinée (CNGOF 2017)

Le risque de MTEV chez les femmes jeunes est une préoccupation mondiale. En 2017, la
société américaine de la médecine reproductive a publié ses recommandations concernant
I’utilisation des COC. Tout comme le CNGOF, le CDC (Centers for Disease Control
Prevention) ne recommande pas le bilan de thrombophilie en systématique chez les femmes en
demande d’une contraception hormonale. Le risque de cette prise de position est donc de sous-
estimer le risque de MTEV de certaines patientes. En 2005, une étude médico-économique a
également conclu qu’il n’était pas rentable de réaliser un dépistage systématique avant la
premiére prescription de pilule cestroprogestative. Il a été estimé que ce dépistage systematique
de thrombophilie codtait 200 402 £ pour prévenir un cas de MTEV. Le dépistage ciblé avait un
rapport codt-efficacité de 70 085 £ 2.
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IV.2. Etude PILGRIM

L’¢tude PILGRIM (Pili Genetic Risk Monitoring) est une étude cas-témoin ayant pour objectif
de mettre au point un dispositif de dépistage permettant d’améliorer la prédiction du risque
thrombotique chez les femmes sous pilule cestroprogestative. Il s’agit d’un projet hospitalier de
recherche clinique inter-régional (PHRC-I) intégrant les facteurs de risque environnementaux
et génétiques de MTEV dans la construction d’un score prédictif du risque de MTEV avant

mise sous pilule cestroprogestative.

IV.2.1. Résultats de la premiere étude

Une étude cas-témoin a été réalisée incluant des patientes sous COC ayant consulté entre 2003
et 2013 au Centre d’Exploration des pathologies Hémorragiques et Thrombotiques (CEHT) de
I’Hopital de la Timone a Marseille. Les cas étaient des patientes, sans antécédent cancéreux ou
de maladie auto-immune, ayant subi au moins un événement thrombotique objectivé lors de
leur traitement par pilule cestroprogestative. Les témoins sont des patientes de ce centre
spécialisé sous COC au moment de la consultation ne présentant pas d’histoire personnelle de
thrombose. Les femmes utilisant les pilules de premiére génération ou des pilules
exclusivement progestatives ont été exclues de I’étude. Pour chacune des femmes incluses dans
I’étude, un bilan de thrombophilie a été réalise et un questionnaire a permis de recueillir les
informations suivantes lors de leur événement thrombotique pour les cas ou de leur inclusion

dans I’¢tude, pour les témoins :

e leur IMC

e leur consommation de tabac et le nombre de cigarettes par jour si les patientes étaient
fumeuses

e le type de pilule cestroprogestative et la durée du traitement

e leur groupe sanguin

e leurs antécedents de MTEV

e leurs antécedents familiaux de MTEV.

L’étude a inclus 968 cas et 874 témoins. Quatre groupes de patientes ont été constitués en
fonction de la génération du progestatif utilise. Les résultats de cette étude ont été publiés en
2016 dans le journal Thrombosis and Haemostasis "*. Parmi les principaux résultats, le tabac,
I’obésité, la thrombophilie sévére et le groupe sanguin étaient significativement et

indépendamment associés au risque de MTEV.
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Les fumeuses étaient plus nombreuses chez les cas que les témoins (32,5 % versus 25,6 %,
p=0,001). Le risque de MTEV dépendait du nombre de cigarettes journalieres.
Comparativement aux non-fumeuses, il était évalué a 1,13 (IC 95 % : 0,89-1,44) chez les
fumeuses de moins de quinze cigarettes par jour, a 1,55 (IC 95 % : 1,10-2,21) pour les fumeuses
de 15 a 24 cigarettes par jour et a 3,48 (IC 95 % : 0,84-23,44) au-dela de 35 cigarettes par jour.

Le risque de MTEV était de 1,51 (IC 95 % : 1,16-1,97) en cas de surpoids (IMC > 25kg/m2) et
était estimé a 3,51 (IC 95 % : 1,97-6,66) en cas d’obésité sévere (IMC>35 kg/m2).

Concernant les facteurs de risque génétiques, la prévalence des groupes sanguins non-O était
plus importante chez les cas (76,1 % versus 63,3 %, p<0,0001). Le groupe sanguin non-O était
associe a un OR ajusté de 1,98 (1,57-2,49).

La thrombophilie sévére était associée a un OR de 2,13 (IC 95 % : 1,32-3,51).
IV.2.b. Résultats de la derniére étude : établissement du score PILGRIM

Une mise a jour de 1I’étude PILGRIM a évalué¢ I’effet de polymorphismes précédemment
identifiés comme associés a la MTEV en population genérale. Le polymorphisme rs2289252
de F11 était associé a un OR de 1,60 (IC 95 % : 1,33-1,94). L’association de facteurs de risque
fréquents de MTEV permettait d’identifier une population a risque élevé de MTEV : la
combinaison du groupe sanguin non-O, de I’obésité et du polymorphisme rs2289252 de F11,
retrouvée chez 5 % des patientes de 1’étude, était associée a un OR de 13,15 (IC 95 % : 5,20-
38,50) 4.

Ces résultats suggeérent que la prise en compte de facteurs de risque biologiques et
environnementaux fréquents pourrait permettre d’identifier des patientes a risque de développer

une MTEV sous COC.

Sur la base de ces résultats un PHRC-I intitulé « Construction et validation externe d’un score
clinico-biologique prédictif du risque de thrombose veineuse chez les femmes sous
contraceptifs oraux combinés » a été initié en 2018. L’objectif est d’établir un score prédictif
du risque de thrombose avant I’instauration d’une COC. Pour cela, le PHRC-I PILGRIM
comporte deux étapes. La premiere correspond a la construction du score prédictif intégrant des
facteurs environnementaux et génétiques fréquents. La seconde est 1’étape de validation externe
du score établi. Pour la premiére étape, les cas inclus sont les mémes que ceux du précédent
travail. Les informations clinico-biologiques de chacun des cas proviennent de son dossier

patient informatisé. Les témoins sont des femmes de la population générale sous COC issues
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de la cohorte « Nurinet-Santé ». Cette cohorte permettant 1’étude des relations entre la santé et
les comportements alimentaires a été initiée en 2009 et compte plus de 170 000 adultes
volontaires. Les témoins ont été appariés aux cas pour 1’age (plus ou moins 5 ans) et la
génération du COC. L’étape de validation externe du score sera réalisée par la suite grace a
I’inclusion de nouvelles patientes avec MTEV sous COC issues de différents centres de
référence des pathologies thrombotiques et seront comparées a de nouveaux témoins issus de
Nutrinet-Santé. Au total, pour mettre en place le score, 717 cas ont été sélectionnés et appariés
a 701 témoins. Au vu du précédent travail de 1’équipe et des données issues de la littérature,
quinze variables ont été sélectionnées afin de vérifier leur impact sur la MTEV dans la

population étudiée.
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Deux variables environnementales ont été selectionnées : le tabac et 1’obésité. Treize
polymorphismes génétiques ont eté évalués :

e les groupes sanguins (polymorphisme rs8176719 pour le groupe O, rs55876802 pour
le groupe O, rs8176750 pour le groupe Az et rs8176746 pour le groupe B)

e F2 rs1799963, communément appelé le polymorphisme G20210A du gene de la
prothrombine

e F5rs6025, communément appelé le facteur V' Leiden

e F2rs3136516

o F5rs4524

e F11rs2036914

o F11rs2289252

e FGG rs2066865

e KNG1rs710446

e PROCR rs867186

e SLC44A2 rs2288904

e CYP2C9rs1799853 ; Le gene CYP2C9 code pour le cytochrome du méme nom qui est
impliqué dans le métabolisme de I’EE. Ce polymorphisme rs1799853 correspond a la
transition d’une cytosine en thymine en position 430 provoquant le remplacement de
I’arginine en position 144 par une cystéine. Il est associé, chez les femmes utilisatrices
de COC, a un risque de MTEV avec un OR de 1,54 (IC 95 % : 1,21-1,94) 7. Cette
variation, mise en évidence pour la premiere fois par McDaid et al. en 2017, entrainerait
une diminution du métabolisme de ’EE et donc une augmentation de ses taux
plasmatiques.

e TSPAN15rs78707713
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Les facteurs de risque de MTEV les plus importants étaient le polymorphisme du facteur V
Leiden (OR=6,04 ; IC 95 % : 3,71-10,27), le groupe sanguin AB (OR =4,63; IC 95 % : 2,59-
4,30), le tabagisme (OR=3,58 ; IC 95 % : 2,67-4,84), la présence de la variation G20210A du
géne de la prothrombine (OR=295 ; IC 95 % : 1,76-5,05) et [1’obésité
(OR=2,74 ; IC 95 % : 1,78- 4,30). Les variants F5 rs6025, F2 rs1799963, TSPAN15
rs78707713, F11 rs2036914, FGG rs2066865, KNG1 rs710446, CYP2C9 rs1799853, SLC44A2
rs2288904 ont par ailleurs été retenus dans le modéle multivarié et le score. Ces résultats ainsi

que les points attribués sont présentés dans le tableau 2.

Parametres OR (IC 95%) Points
F5 rs6025 6,04 (3,71-10,27) 5
Groupe sanguin AB 4,63 (2,59-8,47) 4
Groupe sanguin A ou B 2,30 (1,78-2,97) 2
Tabagisme 3,58 (2,67-4,84) 4
F2 rs1799963 2,95 (1,76-5,05) 3
Obésité 2,74 (1,78-4,30) 3
TSPAN15 rs78707713 1,86 (1,25-2,78) 2
F11 rs2036914 1,47 (1,14-1,90) 1
FGG rs2066865 1,35 (1,14-1,90) 1
KNG1 rs710446 1,27 (0,99-1,64) 1
CYP2C9 rs1799853 1,43 (1,1-1,87) 1
SLC44A2 rs228904 1,55 (1,22-1,98) 1

Tableau 2 : Répartition des points des variables incluses dans le score PILGRIM en fonction
de leur impact sur le MTEV
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Le score maximal retrouvé chez les témoins etait de 15 avec une moyenne de 4,38 +/- 2,38.
Chez les cas la valeur maximale était de 19 et la moyenne de 7,26 +/- 3,41. La différence des
moyennes des deux populations est statistiquement significative (p=0,001). Les valeurs de
sensibilité et de spécificité ont été calculées pour les différents seuils (tableau 3). L’AUC (Aire

Sous la Courbe) a été calculée a 0,75.
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Seuil du score Nb témoins Nb cas Spécificité (%o) Sensibilité (%)
>0 701 717 0 100
> 1 687 698 2 97,35
> 2 643 692 2 97,35
>3 554 661 8,27 96,51
> 4 437 609 37,56 84,94
>5 282 538 59,77 75,03
> 6 180 459 74,02 64,02
> 7 120 386 82,88 53,84
> 8 76 316 89,16 44,07
>9 44 240 93,72 33,47
> 10 23 168 96,72 23,43
> 11 13 110 98.15 81,39
> 12 7 78 99 10,88
> 13 4 55 99,43 7,67
> 14 1 39 99,86 5,44
> 15 1 26 99,86 3,63
> 16 0 12 100 1,67
> 17 0 6 100 0,84
> 18 0 1 100 0,14
> 19 0 1 100 0,14

Tableau 3 : Performances du score (spécificité, sensibilité) en fonction des seuils
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En fonction des valeurs de sensibilité et de spécificité, le seuil maximisant les performances du

score est probablement compris entre 5 et 7.

V.  Objectif et hypothése de I’étude

Le choix d’un seuil du score PILGRIM a 5 permettrait d’améliorer le dépistage des MTEV des
femmes sous pilule cestroprogestative. En effet, avec une sensibilité de 75 %, ce score aurait
prévenu les trois quarts des événements thrombotiques dans la population testée alors que les
recommandations actuelles auraient évité de maniere rétrospective uniquement 27,5 % des
MTEV 3. Cependant ce nouvel outil présente pour principale limite une faible spécificité
évaluée a 60 %. En rapportant ce chiffre a la population francaise des consommatrices de COC,

plus de 1,5 millions de femmes se verraient refuser ce traitement par exces.

179 cas sur 717 patientes analysées ne sont malgré tout pas diagnostiqués avec le seuil de
dépistage choisi a 5 avec le score PILGRIM actuel. De plus, en regardant la répartition des
populations selon le score (figure 7), nous distinguons une double population chez les cas alors
que les témoins présentent une répartition gaussienne attendue avec un pic autour de 4. En effet,
nous pouvons remarquer que la population des cas ne suit pas une répartition homogene avec
la présence de deux pics : le premier a un score €gal a 5 et le second avec un score a 8. Le score
ne semble donc expliquer les épisodes thrombotiques que pour une partie des cas. L’autre partie
présente un score comparable a celui des témoins. Ce manque de sensibilité peut étre expliqué
par deux hypotheses : soit par un manque de performance du score, ¢’est-a-dire un manque de
prédicteurs, soit par I’existence de facteurs de risque génétique rares qui sous-estiment le risque
de MTEV chez les patientes non dépistées. Pour la premiére hypothése, une GWAS est en cours
afin d’identifier d’autres polymorphismes fréquents a faible risque de MTEV qui pourront
ensuite étre intégrés au score. L’objectif de cette étude est de répondre a la seconde hypothese.
Les femmes sous COC non dépistées par le score PILGRIM pourraient présenter un facteur de
risque rare dans la population genérale présentant un risque thrombotique élevé. Les déficits en
inhibiteurs (AT, PC, PS) sont trés rares dans la population générale et ne pourraient donc
expliquer les thromboses de 1’ensemble des cas non dépistés de 1’étude. Ce travail consiste alors
a séquencer un panel de génes impliqués dans la MTEV en NGS afin de mettre en évidence des

variants rares qui pourraient expliquer les épisodes thrombotiques des cas a score faible.
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Répartitions des cas et des témoins selon
le score PILGRIM
160
140
120
100

80 témoins

60 cas

40
20 |

0 5 10 15 20

Figure 7 : Répartition des cas et des témoins selon le score PILGRIM

Matériels et méthodes

l. Choix des patientes

Nous avons sélectionné les cas de 1’étude PILGRIM présentant un score faible, c¢’est-a-dire
inférieur a 6. 11 s’agit de patientes sans antécédents de néoplasie ou de maladie auto-immune
qui ont consulté entre 2003 et 2013 au CEHT a I’Hopital de la Timone a Marseille en raison

d’un épisode de MTEV survenu sous pilule cestroprogestative.

Nous avons exclu les cas présentant une thrombophilie sévere a type de déficit en inhibiteur de
la coagulation (AT, PC, PS). Le diagnostic de déficit était retenu s’il était confirmé par au moins
deux dosages de I’AT, la PC ou la PS réalisés a au moins trois mois d’intervalle. Ces dosages
ont été réalisés sur les automates « STAR » (STAGO) et grace aux réactifs « STA-Staclot» pour
la PC, « Asserachrom Free » pour la PS et « STA-Stachrom » pour I’AT. L’ AT était dosée par
méthode chromogeénique. Son taux était considéré comme normal quand il était supérieur a
80 %. La PC est quantifiée par méthode chronometrique et son activité était considérée normale
lorsqu’elle était supérieure a 70 %. La PS libre a été dosee par technique ELISA. Son activité

était normale quand le taux de protéine dosé était supérieur a 55 %.
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[l.  Préparation des librairies

Dans le but de séquencer I’ADN des patientes de ’étude, il est nécessaire tout d’abord de
préparer les échantillons pour optimiser et homogénéiser la taille et la concentration des brins
d’ADN. Cette premicre étape correspond a I’¢laboration de librairies d’ADN qui a été faite
grace au kit QlAseq™ Targeted DNA panel®. Afin de réaliser ces librairies, I’ADN doit étre a
une concentration initiale de 4.10° g/L. Nous vérifions alors la quantité d’ADN présente dans
les échantillons biologiques par Nanodrop®. Aprés les dilutions adéquates, les différentes
étapes de préparations des librairies peuvent étre effectuées. La premiére étape est 1’étape de
fragmentation qui donne de maniére optimale des brins d’ADN de 180 et 220 paires de bases.
L’étape suivante est I’étape de ligation de ’adaptateur qui est constitué¢ d’un premier index, de
séquences utiles pour I’amplification PCR (Polymerase Chain reaction) et le séquengage et un
UMI (Unique Molecular Identifier) de douze paires de bases (figure 8). L’UMI est différent
pour chaque fragment d’ADN et leur sert d’étiquette. Inséré avant les étapes d’amplification, il
permet de différencier les duplicats d’ADN qui contiennent de véritables variations a faible
fréquence des faux positifs qui sont en réalité des artéfacts de PCR. La troisieme étape est une
étape de purification qui permet de récupérer uniquement les séquences d’intérét. S’en suit une
¢tape d’amplification PCR grace a un jeu d’amorces spécifiques de chaque brin d’intérét et
d’une amorce universelle de I’adaptateur. La PCR comprend une dénaturation en deux étapes
(respectivement a 95 degrés pendant 13 min et 98 degrés pendant 2 minutes) suivie de 8 cycles
de dénaturation (98 degrés pendant 15 secondes) et d’hybridation (68 degrés pendant 10
minutes) puis une élongation finale (5 minutes a 72 degrés). Apres une seconde purification, un
nouvel enrichissement est nécessaire qui se réalise simultanément avec un ajout d’index. Ce
nouvel index est choisi de telle sorte que le couple qu’il forme avec I’index de ’adaptateur est
unique pour chaque patiente. Ainsi, les variations identifiées lors du séquencage pourront étre
attribuées a chacune des patientes. Cette amplification par PCR comprend une dénaturation en
deux étapes (respectivement a 95 degrés pendant 13 minutes et 98 degrés pendant 2 minutes)
suivie de 20 cycles de dénaturation (a 98 degrés pendant 15 secondes) et d’hybridation (60
degrés pendant 2 minutes) puis une élongation finale (5 minutes a 72 degrés). Enfin, une
derniére étape de purification est nécessaire pour récupérer les brins d’intérét séquencés avant
de vérifier le bon déroulement de la constitution des librairies en mesurant la concentration des
brins grace au Qubit® et la taille des fragments par la Tapestation®. Toutes les librairies ainsi

constituées sont ensuite regroupées en concentration équimolaire dans un méme échantillon
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pour étre sequence.

Amarce
Index 1= ,EE_HE
adaptateur LInal spécifique Index 2
| P7 | - ‘ ADN & séquencer | - | PS5 ‘
Séguence Oligo 2 oligo 1 Séguence
permettant SEQUENCIEES céquencage permettant
I"accroche a la I'accroche a la
flowcell Et séquencage Et séquencage flowcell
Index 1 index 2

Figure 8 : Composition des fragments des librairies

I1l.  Séquencage NGS par IHlumina®

Le NGS (Next Generation Sequencing) est une méthode de biologie moléculaire qui est apparue
a partir de 2005 permettant de séquencer un panel de génes en une fois. Pour ce travail, nous
utilisons le séquenceur MiSeq Hlumina® et travaillons avec le panel « thrombose » qui étudie
vingt-trois genes : ABO, F10, F11, F13A1, F13B, F3 (gene du facteur tissulaire), F2, F5, F7,
F8, F9, FGA, FGB, FGG, KNG1, TFPI, PROC, PROCR, PROS1, SERPINCL1, SERPINEL1 (gene
de I’inhibiteur de I’activateur du plasminogene), THDB (géne de la thrombomoduline), VWF.
La premicre étape de ce processus est une étape d’amplification. Sur le support solide du
séquenceur, appelé aussi la flowcell, deux types de fragments sont accrochés : un
complémentaire a 1’adaptateur et I’autre a I’index. Un brin d’ADN a séquencer se fixe sur le
support par complémentarité de base a 1’adaptateur. La taq polymérase amplifie le brin. Le
fragment original est ensuite éliminé par lavage. L’index du fragment amplifi¢ s’hybride sur la
flowcell par complémentarité avec I’index du support. Le brin néoformé forme ainsi un pont
au-dessus de la surface solide. La tag polymérase peut alors par complémentarité de base,
séquencer un nouveau brin en démarrant par 1’index du support. Les brins sont ensuite dénaturés
formant alors deux monobrins perpendiculaires au support solide accrochés 1’un par
I’adaptateur 1’autre par ’index. Ce processus est répété plusieurs fois afin de donner des
millions de fragments d’intérét. La seconde étape est le séquencage. Les bases complémentaires
aux brins accrochés au support solide sont ajoutées une a une. Chaque type de base (A, G, C ou

T) est couplé a un fluorochrome particulier qui est libéré lorsque le nucléotide est lié au brin en
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cours de séquencage, permettant ainsi son identification. Des clusters de séquengage sont alors
formés pour chaque couple d’adaptateur-index. La troisieme et derniére étape correspond a
I’analyse des données par bio-informatique pour convertir les informations brutes des différents
brins en séquence des génes du panel pour chaque patiente pour mettre en évidence les
variations. Les données de bio-informatique permettent aussi de déterminer la qualité du
séquencage apres alignement des brins en fonction du génome de référence afin de déterminer
s’il s’agit de véritables variations ou des faux positifs dus a des artéfacts de séquencage. Pour
cela, on étudie la profondeur des variants, ¢’est-a-dire le nombre de fois qu’une base donnée a
été lue, et leur couverture, soit le pourcentage moyen que la séquence cible soit lue avec une
profondeur donnée. Pour éviter de dépister des artéfacts, on choisit d’étudier les variants qui

ont une couverture et une profondeur supérieures ou égales a 30.

IV. Interprétation des variants

Afin d’interpréter le caractére bénin ou pathogeéne des SNP, nous avons utilisé les critéres de la
classification de 1’American College of Medical Genetics (ACMG) datant de 2016. Cette
classification prend en compte les données épidémiologiques en lien avec les variations
étudiées (données issues de GnomAD par exemple), les criteres cliniques, les données de
ségrégation, les données computationnelles et prédictives ainsi que les données fonctionnelles
in vivo ou in vitro quand elles sont disponibles. La force prédictive de la pathogeénicité de ces
informations est ensuite classée en argument tres fort, fort, moyen ou faible. Les arguments en
faveur du caractére bénin des variations sont classés en argument fort, suffisant ou faible. Ce

faisceau d’argument permet ainsi de classer les variations comme suit :

classe 1 : variation bénigne

e classe 2 : variation probablement bénigne

e classe 3 : variation de signification incertaine
e classe 4 : variation probablement pathogenes

e classe 5 : variation pathogéne

La fiche explicative de la classification des variations d’ACMG est présentée dans I’annexe 1.
La classe des variants de signification inconnue regroupe toutes les variations pour lesquelles
les informations sont a 1’heure actuelle insuffisantes pour les classer comme probablement

pathogénes ou probablement bénignes. Afin de graduer le risque de pathogénicité, nous avons
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établi des sous-classes :

e classe 3+ regroupe les variations rares dans la population générale (0,0003 ou moins)
qui se trouvent dans un « hotspot » de la protéine avec une majorité de scores in silico
qui les considéerent comme probablement pathogenes ou pathogénes

e classe 3 correspond aux variations relativement rares (inférieur a 0.005) dans la
population générale avec des scores prédictifs de pathogénicité discordants

e classe 3- regroupe les variations relativement rares pour lesquelles les scores prédictifs
sont inexistants ou présentent en minorité 1’argument probablement pathogéne ou

pathogéne.

La technique NGS permet également de mettre en évidence de grands remaniements (Copy
Number Variants-CNV). Il existe des scores prédictifs du potentiel caractere pathogene de ces
délétions ou duplications. Le score pLI et le score LOUEF calculent la probabilité qu’un géne
soit intolérant aux variations perte de fonction. Le score pLI se base sur la capacité de cette
variation a entrainer une diminution voire une perte quantitative ou qualitative de la protéine
active. Un score pLI supérieur ou égale a 0,9 prédit que le gene est extrémement intolérant a
une perte de fonction. Au contraire, un score faible (inférieur ou égale a 0,01) est en faveur
d’une tolérance. Le score LOUEF, généré par GnomAD, calcule le ratio du nombre de
variations non-sens observées sur le nombre attendu. Un score faible (inférieur ou égale a 0,35)
est alors en faveur d’une intolérance de perte de fonction '®. Les scores pHaplo et pTriplo sont
respectivement des scores qui calculent 1’haplo et la triplosensibilité d un gene, c'est-a-dire leur
sensibilité a la délétion dans le premier cas et la duplication dans le second cas. pHaplo
supérieur ou égale a 0,86 estime que la délétion est responsable d’une perte de fonction a un
OR de 2,7. S’il est supérieur ou égal a 0,55, I’OR est de 2. Les seuils de pTriplo sont de 0,94
avec un OR a 2,7 et 0,68 avec un OR de 2 778,
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Résultats

l. Patientes de 1’étude

Les criteres d’inclusion étaient respectés pour 105 patientes (score inférieur ou égal a 5 et taux
d’inhibiteurs de la coagulation normaux). De I’ADN ¢était disponible pour 96 patientes. Pour
six d’entre elles, le séquengage NGS n’a pas fonctionné laissant une grande quantité d’exons
mal couverts (allant de 44 a 239). Ces exons étant trop nombreux, la méthode Sanger pour
réaliser un séquencage ciblé ne pouvait pas étre une alternative. L’ADN vieillissant de ces
patientes, datant de 2004 a 2009, pourrait étre une raison de 1’échec du séquengage. Ces

patientes ont donc été retirées de 1’étude. Ainsi, nous avons analysé les résultats de 90 patientes.

Au total, 11107 variations ont été identifiées. Apres application des filtres de qualité en
supprimant les variations mal couvertes et celles avec une fréquence faible, 8909 variations ont
été répertoriées. Enfin, apres application d’un filtre de fréquence en population générale a 1 %,
525 variations ont été identifiées dont 229 étaient différentes. Les caractéristiques d’inclusion

des patientes ainsi que des variations sélectionnées sont représentées dans la figure 9.
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Figure 9 : Caractéristiques des patientes étudiées
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II.  Résultats du séquencage

Sur les 229 variations retenues, 32 correspondaient a des artéfacts et ont été supprimées de
I’analyse. Il s’agissait en effet d’erreurs d’alignement du logiciel de lecture, d’insertions ou

délétions de nucléotides dans des zones homopolymeériques.

Au total, 197 variations différentes ont été retenues pour 1’analyse. Parmi elles, 41 variations
(21 %) étaient de classe 3- ou plus. Ces variations ont été retrouvées chez 40 patientes. Ainsi,

aucun facteur de risque génétique potentiel n’a été identifié chez 55 % des patientes incluses.

Parmi les 41 variations retenues, dix-neuf appartenaient a la classe 3-, quatorze a la classe 3,
quatre a la classe 3+, trois a la classe 4 et une a la classe 5 (figure 10). La variation de classe 5
correspond a la variation du gene de la prothrombine (rs1799963). Elle a été retrouvée chez une

seule patiente.

1%

Ca

7%
mclasse 5
classe 3 et 10%
olus classe 4
— 21% 46% classe 3+
C o 2
classe 2 classe 3
3% classe 3-

classe 1

Figure 10 : Répartition des variations selon la classification ACMG
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La liste des variations classées par gene ainsi que leurs caractéristiques se trouvent dans

I’annexe 2. Le tableau 4 répertorie la position et le nombre de variations de classe 3 et plus.

Classe ACMG

Nombre de variations

Geéne

21

ABO
F5
F10
F11
F12
F12A1
KNG1
THBD
SERPINE1
TFPI
PROC

12

F2
F5
F7
F8
F10
FGG
FGB
PROC

3+

FGG
PROC
F12

PROS1
SERPINC1

1

F2

Tableau 4: Répartition des variations de classe 3- et plus

59



I1.1. Variations de classe 4

Trois variations probablement pathogenes ont été identifiées : deux situées sur PROS1 et une
sur SERPINCL.

I1.1.1. Variations situées sur PROS1

La variation faux-sens caractérisée par la substitution d’une guanine par une thymine en
position 119 entrainant le changement de 1’arginine en position 40 par une leucine a été
retrouvée chez une patiente. Cette variation, positionnée dans 1’exon 2 du géne, se trouve au
niveau du site de clivage du propeptide "°. Elle est associée a un déficit en PS de type 11 &,
c’est-a-dire a un déficit qualitatif caractérisé par une diminution de ’activité de la PS et des
taux normaux de protéine totale et libre. Sa fréquence allélique dans la population générale est
de 0,0071. La variation est probablement pathogene en raison des données de la littérature, de
la localisation sur un « hotspot » ainsi que des résultats des analyses in silico. La patiente
porteuse de cette variation présente un taux de PS libre légérement diminué (51 %) et un taux
de PS totale normal (74 %). Il serait nécessaire de réaliser le dosage de I’activité de cette
protéine afin de vérifier que la variation retrouvée est bien corrélée avec son phénotype. Cette
patiente a présenté a ’age de 42 ans une EP post-opératoire a 24 heures d’une lipectomie alors
qu’elle était sous Adépal® (EE 30 pg, levonorgestrel 150 ug) depuis 15 ans. Elle était non
fumeuse au moment de 1’événement thrombotique. Elle était de groupe B+. Elle n’avait pas

d’antécédent familial de MTEV. Son score PILGRIM était a 4.

La seconde variation faux-sens correspond a la substitution d’une thymine par une cytosine en
position 1501 et est responsable du changement de la sérine en position 501 par une proline.
Cette variation, d’une fréquence allélique de 0,0019 dans la population générale, se trouve dans
la région 3’UTR du géne et entraine une perte de N-glycosylation au niveau de 1’asparagine en
position 491 8., Cette variation est connue sous le nom de PS Heerlen. Les publications

rapportent des taux de PS libre et totale discrétement diminués ou normaux.
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La variation caractérisant la protéine Heerlen a été identifiée a 1’état hétérozygote chez deux
patientes. La premicre patiente a subi a 1’dge de 26 ans une TVP du membre inférieur gauche
deux jours apres une chirurgie pour fracture ouverte de la rotule de la méme jambe (facteur de
risque transitoire fort). Elle était alors sous COC de troisiéme génération (Mercilon ® : EE 20
ug, desogestrel 150 pug) depuis 11 ans. Au moment de 1’événement thrombotique, son IMC était
de 19,03 kg/m?. Elle était fumeuse depuis 10 ans et consommait quatre cigarettes par jour. Son
groupe sanguin était O+. Elle présentait des antécédents familiaux de MTEV. Sa mére, son
oncle et sa niece maternels ont également présenté une TVP. Le bilan de thrombophilie de la
patiente était normal. Seul un taux limite de PS a 60% était a noter. Le score PILGRIM de cette

patiente a été calculé a 3.

La seconde patiente a présenté une TVP spontanée distale du membre inférieur droit a ’age de
43 ans. Elle était sous COC depuis 10 ans mais prenait une nouvelle formule depuis 1 mois.
Elle était alors sous Mercilon®. Son groupe sanguin était B+. Elle ne présentait pas d’antécédent
familial de MTEV. Son score PILGRIM était estimé a 5.

11.1.2. Variation située sur SERPINC1

La variation faux-sens caractérisée par la transversion d’une thymine par une adénine en
position 89 a été identifiée chez deux patientes. Elle entraine la substitution d’une valine par un
acide glutamique en position 30. Sa fréquence allélique est de 0,0011 dans la population
générale. Cette variation se trouve au niveau du deuxiéme exon. De nombreuses variations
faux-sens dans cet exon sont répertoriées comme entrainant un déficit en AT de type 11 HBS &2,

La variation Val30GIlu est nommée AT Dublin.

La premiére patiente porteuse de cette variation a présenté une TVP proximale ambulatoire a
30 ans. Il s’agissait d’une TVP suropoplitée survenue 8 jours aprés un trajet en train de neuf
heures (facteur de risque environnemental transitoire faible). Elle était non fumeuse, de groupe
sanguin B+ et était sous Diane 35® (EE 35 pg, acétate de cyprotérone 2 mg) depuis 12 ans. Son
taux d’AT était limite a 82 %. Etant toutefois dans les normes, il n’a pas été controlé sur un
nouveau prélévement. La patiente ne présentait pas d’antécédent familial de MTEV. Son score
PILGRIM était a 4.
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La seconde patiente a subi une TVP proximale suropoplitée fémorale du membre inférieur
gauche compliquée d’EP bilatérale massive 22 jours aprés une immobilisation pour cause
d’entorse du genou (facteur de risque transitoire fort) et un changement de COC dans le mois.
La patiente est passée de Minidril® (EE 30 pg, levonorgestrel 150 pg) qu’elle prenait depuis 27
ans a Daily G® (EE 40 pg; levonorgestrel 75 ng). Elle n’était pas fumeuse au moment de
1’épisode thrombotique. La patiente ne présentait pas d’antécédent familial de MTEV. Le bilan
de thrombophilie était négatif avec notamment un dosage de I’AT a 97 % et le score PILGRIM

était égal a 4.
I1.2. Variations de classe 3+

Quatre variations de classe 3+ ont été identifiées. Deux étaient situées sur PROC. La premiere
correspond a la transversion d’une cytosine par une thymine en position 629, modifiant la
proline en position 210 par une leucine (Pro210Leu). Cette variation, d’une fréquence allélique
de 3,186.10° dans la population générale, se trouve dans I’exon 7 qui est le domaine de
repliement de la protéine et de son activation 8. L’ensemble des scores prédictifs in silico
prédisent cette variation comme pathogene. En effet, la proline est un acide aminé qui provoque
généralement une courbure de la protéine en entrainant le passage d’une hélice a en un feuillet
R 3. Une variation faux-sens a ce niveau modifierait donc la structure tertiaire de la protéine
dans une de ses zones fonctionnelles. Une étude a retrouvé cette variation au sein de quatre
familles espagnoles porteuses d’un déficit en PC et cinq familles francaises atteintes d un déficit
en PC de type I. Une autre variation faux-sens a la méme position causant la transformation de
la proline par une arginine a également été reportée et décrite comme reliée a un déficit en PC
de type 1 8. Le cas d’un enfant de 17 ans ayant présenté une thrombose iliofémorale alors qu’il
était porteur de la variation Pro210Leu a I'état homozygote est rapporté dans la littérature (les
taux de PC activité et antigene étaient respectivement de 16 % et 10 %). Ses parents, eux-mémes
cousins germains, ainsi que cing autres membres de sa famille étaient porteurs de la méme
variation a 1’état hétérozygote et ont présenté au moins un événement thrombotique au cours

de leur vie. Leurs taux de PC étaient inconnus 8.
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Nous avons mis en évidence cette variation a 1’état hétérozygote chez une patiente ayant
présenté a I’age de 18 ans une TVP proximale fémoro-iliaque gauche non provoquée associée
a une EP. Cette patiente non fumeuse de groupe O+ était alors depuis 4 ans sous Varnoline®
(EE 30 pg ; desogestrel 150 ug). Elle ne présentait pas d’antécédent familial de MTEV. Son
bilan de thrombophilie était normal. Ses taux de PC étaient normaux (activité chronométrique

de laPC a 76 % et son activité chromogénique a 73 %). Son score PILGRIM était égal a 2.

La seconde variation située sur PROC était la transition en position 812 d’une guanine par une
adénine. Cette variation faux-sens provoque la substitution d’une arginine par une glutamine
en position 271, dans I’exon 9 porteur du site actif de la protéine. Sa fréquence allélique est de
6,57.10°° dans la population générale. L ensemble des scores d’analyses in silico prédisent cette
variation comme pathogéne. De plus, cette variation pourrait avoir un effet sur I’épissage. En
effet, un des sept scores étudiant 1’effet des variations sur 1’épissage prédit une altération d’un
changement d’un régulateur exonique a un risque de 30,67 % (23,41 %-38,71 %). La patiente
porteuse de cette variation a présenté a 1’age de 24 ans une EP bilatérale sévére non provoquée
avec une TVP proximale du membre inférieur gauche. Cette femme non fumeuse et de groupe
O+ était sous Diane 35® de 16 & 22 ans. Elle était sous Cycléane 20® depuis 2 ans au moment
de 1’épisode thrombotique. Au niveau familial, son pere est décéd¢é a 1’age de 68 ans d’un
accident vasculaire cérébral. Le cousin germain de sa mere a présenté un premier épisode d’EP
et TVP puis une seconde TVP sous-claviere post-opératoire. Il serait porteur de la variation du
facteur V Leiden. Le dossier médical ne précise pas s’il est porteur a I’état hétérozygote ou
homozygote. La patiente de notre étude présentait par ailleurs un bilan de thrombophilie
normal. Ses taux de PC n’ont pas pu étre dosés dans notre laboratoire car elle était sous
traitement anticoagulant par anti-vitamine K (AVK). Un dosage a cependant été réalisé dans un
autre laboratoire. Le taux de PC était normal (93%). Le score PILGRIM de cette patiente était

égal a 4.
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La troisieme variation a éeté identifiée sur FGG. Elle correspond a la transition d’une guanine
par une adénine en position 124 et entraine la substitution d’une glycine par une sérine en
position 42. Sa fréquence allélique est de 0,003 dans la population générale. La majorité des
scores prédictifs la considere comme pathogene. La patiente porteuse de cette variation a
présenté a I’age de 40 ans une TVP proximale étendue a I’ensemble du membre inférieur gauche
15 jours apres une chirurgie pour implants mammaires. Elle était de groupe O+, non fumeuse
et sous Trinordiol® (EE : 30 ug, levonorgestrel 50 ug) depuis 5 ans au moment de 1’événement
thrombotique. Son pére a subi une TVP distale a un age avancé et une de ses sceurs une EP
post-chirurgicale. Son bilan de thrombophilie était sans anomalie avec un taux normal de

fibrinogéne a 2,55 g/L et son score PILGRIM égal a 3.

La derniere variation était située sur F12. Il s’agit de la transition d’une thymine par une adénine
en position 359 entrainant la substitution d’une leucine par une par une histidine en position
120. Elle n’est pas décrite dans la littérature. Sa fréquence allélique dans la population générale
est de 1,643.10™. Une patiente était porteuse de cette variation. Elle a présenté a ’age de 38 ans
une TVP iliague gauche avec une EP ambulatoire. Au moment de I’événement thrombotique,
elle était sous COC depuis 16 ans. A partir de ses 20 ans, elle a pris Adépal® (EE 30 pg,
levonorgestrel 150 pg) et Cilest®. Elle prenait Minulet® (EE : 30 ug, gestodéne 75 ug) lors de
I’épisode thrombotique. La date du changement du contraceptif hormonal est inconnue. Sa mere
a eu une TVP proximale et une EP spontanées a I’age de 64 ans. La patiente de 1’étude était non
fumeuse, de groupe sanguin A+ et présentait un bilan de thrombophilie normal. Ses taux de
facteur XII n’ont pas été dosés. Son TCA ¢tait toutefois normal (TCA ratio = 0,95) laissant
supposer un taux normal de facteur XII. Son score PILGRIM était a 3.

11.3. Variations de classe 3

Nous avons identifié 12 variations de signification inconnue présentées dans le tableau 5.
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Geéne Variation Coordonnées protéiques Fréquence dans la
population générale
F10 NM_000504.3:c.424G>A NP_000495.1:p.Glul42Lys 2,629.10°
F2 NM_000506.4:¢c.350G>A NP_001298186.1:p.Arg101GIn 0,0048
F5 NM_000130.4:¢c.4589A>C NP_000121.2:p.Glul530Ala 0,0014
F5 NM_000130.4:¢c.5245C>G NP_000121.2:p.Leul749Val 0,0017
F7 NM_000131.4:¢c.995C>T NP_062562.1:p.Thr310Met 1,971.10°
F8 NM_000132.3:c.4978C>T NP_000123.1:p.Pro1660Ser 1,251.10*
F8 NM_000132.3:¢.5120C>T NP_000123.1:p.Pro1707Leu 4,581.10°
FGB NM_001184741.1:c.331A>C NP_005132.2:p.Asn170His 0,0001
FGG NM_000509.5:¢.140C>T NP_000500.2:p.Thr47lle 0,0004
FGG NM_000509.5:¢c.683T>C NP_000500.2:p.Val228Ala 1,602.10°
PROC NM_000312.3:¢c.386G>A NP_000303.1:p.Arg129His 3,286.10°
PROC NM_000312.3:¢c.1333A>C NP_000303.1:p.lle445Leu 3,49.10°

Tableau 5 : Variations de classe 3

De maniére intéressante, nous retrouvons dans notre étude deux patientes présentant les deux
mémes variations sur le géne F5 : la transition d’une cytosine par une guanine en position 5054
(exon 15) et 5245 (exon 16). Ces variations sont respectivement de classe 3 et 3-. Elles n’ont

pas été détectées chez d’autres patientes (Annexe 2).

I1.4. Variations de classe 3-

Nous avons répertorié 21 variations de classe 3-. Dix d’entre elles ont été classées de cette fagon
par manque d’information sur leurs conséquences potentielles et car les analyses in silico
mettaient en évidence une possible modification du miARN. Les miARN sont des ARN non
codants de quelques nucléotides qui régulent de maniére négative I’ARN messager auquel ils
sont associés. Une modification de ces régulateurs pourrait alors entrainer une baisse voire une
perte de fonction de la protéine d’intérét. Les scores prédictifs mettaient en évidence une

potentielle substitution des miARN sur trois variations du gene ABO et trois sur SERPINCL.

65




Un gain et une perte de miARN étaient mis en évidence pour différentes mutations du géene
THBD (annexe 2). Des explorations complémentaires sont nécessaires pour étudier 1’effet

potentiel de ces variations.

Quatre autres variations ont été également classées dans cette catégorie car les scores prédictifs
d’épissage présentaient des conclusions contradictoires. Ces variations étaient situées sur F10,
FGG, KNGL1 et PROC (annexe 2). Afin de vérifier I’impact de ces variations sur 1’épissage, il
est possible de réaliser des explorations complémentaires en utilisant la technique dite du
minigéne. Cette technique consiste a transfecter, d’un c6té, un vecteur contenant la séquence
d’intérét mutée dans un plasmide et, de 1’autre coté, transfecter un autre plasmide avec un
vecteur contenant la séquence sauvage. Les ARN messager provenant des plasmides sont
ensuite séquencés et compares les uns aux autres. Si les ARN messagers résultant de la séquence
mutée ont une taille différente des autres, cela signifie alors que la variation a bien un impact
sur 1’épissage. Dans notre étude, les patientes porteuses des variations ayant un potentiel impact
sur I’épissage présentaient respectivement un taux normal de facteur X (68 %), de fibrinogéne
(compris entre 2,5 et 2,8 g/L) et de PC (98 %). Ces taux ne vont pas en faveur d’une altération

de I’épissage. Le kininogene n’a pas été mesuré.

[1.5. Grands remaniements
Nous avons mis en évidence des délétions et des duplications chez cing patientes (annexe 2).

Les délétions étaient toutes situées sur TFPI. Elles ont été identifiées chez trois patientes. Elles
correspondaient a la délétion hétérozygote des exons deux a quatre pour la premiere patiente,
des exons deux a huit pour la deuxieéme, et de I’exon un et des exons trois a huit pour la derniere
patiente. TFPI contenant huit exons, les deux dernieres patientes présentent un de leurs deux
alléeles tronqué dans sa grande majorité. Le score pLI de TFPI est estimé a 0,25 et le score
LOEUF a 0,56. Le score pHaplo est lui de 0,57. Il est donc difficile d’évaluer les conséquences
protéiques d’une délétion d’exons sur ce gene. Au vu des données actuelles, les délétions
retrouvées chez les trois patientes ont été classées comme étant de signification inconnue. La
premiere patiente a présenté a 25 ans une EP 3 semaines aprés une ccelioscopie alors qu’elle
était sous Adépal® depuis 3 mois. Elle était non fumeuse et de groupe sanguin A. Elle ne
présentait pas d’antécédent familial de MTEV. La patiente étant sous traitement par anti-
vitamine K lors de la consultation, le dosage des protéines C et S n’était pas possible. Le reste
de son bilan de thrombophilie était normal. Son score PILGRIM était égal a 4. La deuxiéme

patiente a subi de maniere spontanée des TVP au niveau de la jugulaire gauche et une
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thrombophlébite cérébrale associées a une EP a 1’age de 47 ans. Elle était alors sous Jasminelle®
(EE : 20 pg, drospirénone 300 pg) depuis 30 ans. Elle était non fumeuse et de groupe B. Son
pére a présenté une EP post-opératoire a 1’age de 30 ans et deux TVP ambulatoires a 70 ans.
Son score PILGRIM était a 5. La troisiéme patiente a eu de maniére spontanée une TVP iliaque
bilatérale accompagnée d’une EP a ’Age de 23 ans alors qu’elle était sous Minesse® (EE : 15 g,
gestodene 60 pg) depuis 2 ans. Cette patiente non fumeuse et de groupe A ne présentait pas
d’antécédent familial de MTEV. La patiente étant sous AVK, le bilan de thrombophilie n’a pas
pu étre réalisé dans son ensemble. Son taux d’AT était normal et elle ne présentait pas de

variation du facteur V Leiden ni du géne de la prothrombine. Son score PILGRIM était a 5.

Trois duplications ont été identifiées chez deux patientes. La premiére patiente présentait a
1’état hétérozygote une duplication de la totalité de F9 (des exons un a huit) et des exons un et
vingt-trois a vingt-six de F8. Cette patiente non fumeuse de groupe sanguin B a présenté a I’age
de 28 ans une TVP iliocave ambulatoire compliquée d’EP. Elle prenait des COC depuis 10 ans
et était sous Daily G® depuis 4 ans au moment de I’événement thrombotique. Sa mére a présenté
une TVS aprés une chirurgie du genou. La patiente étant sous AVK, la PC et la PS n’ont pas
pu étre dosees. Le reste de son bilan de thrombophilie était normal et le score PILGRIM a 4.
Le taux de facteur IX de la patiente est inconnu. Le facteur VIII a été dosé a 101%. Le score
pLI est égal & 1 et le score LOEUF a 0,17 pour F9. lls sont respectivement de 1 et 0,09 pour
F8. 11 est cependant difficile d'estimer ces scores dans le cadre de la MTEV puisqu’ils incluent
également les conséquences pathogenes pour les pathologies hémorragiques (hémophilie A et

B). Les scores pTriplo ne sont pas disponibles.

La derniere duplication mise en évidence était la duplication hétérozygote des exons 5 et 6 de
PROC. Les scores pLI, LOUEF et pTriplo pour ce gene sont respectivement de 0, 0,86 et 0,79.
Ils sont donc en faveur d’une intolérance du géne aux variations perte de fonction. De plus, des
variations de ce type ont déja été décrites comme étant responsables d’un déficit de type 1. La
patiente a présenté une TVP suropoplitée droite aprés une phlébectomie. Elle était sous
Jasmine® (EE : 30 pg, drospirénone 300 pg) depuis 7 ans. Elle était non fumeuse et de groupe
B. Elle ne présentait pas d’antécédent familial de MTEV. La patiente étant sous traitement
AVK, le dosage de I’activité de la PC n’a pas pu étre réalisé. Son score PILGRIM était égal a
3.

67



Discussion

Le sequencage de vingt-trois genes décrits comme associes a la MTEV dans une population de
90 femmes ayant présenté une MTEV sous COC avec un score prédictif faible a permis de
mettre en évidence 41 variations de classe 3- ou plus selon la classification ACMG. Ces
variations étaient majoritairement de signification inconnue (37/41) avec 21 variations de classe
3-, 12 de classe 3 et 4 de classe 3+. Trois variations probablement pathogénes (classe 4) ont été
identifiées. Enfin, des grands remaniements ont été mis en évidence chez cing patientes : trois
délétions situées sur TFPI et deux duplications.

Ainsi, les variations potentiellement associées a la MTEV étaient tres majoritairement situées
sur les génes SERPINCL1, PROC, PROSL1 et TFPI codant pour les inhibiteurs de la coagulation.

La variation caractérisée par la substitution de la thymine en position 1501 par une cytosine sur
le géne PROSL est responsable d’une perte de N-glycosylation de la PS entrainant une baisse
de sa demi-vie. Cette protéine mutée est appelée Heerlen et se différencie de la protéine sauvage
par une légére diminution de son poids moléculaire (71kDA versus 73kDA) 8. La perte de
glycosylation ne provoque pas de différence de synthése ou de sécrétion de I’inhibiteur de la
coagulation mais augmente sa clairance. En effet, une étude in vivo a montré que les modéles
murins porteurs de la variation avaient une PS avec une demi-vie divisée par trois par rapport
aux modeles murins porteurs de la protéine sauvage 8. Une étude récente a évalué le risque de
MTEYV associé a la PS Heerlen chez 4173 patients et 5970 témoins sains. La protéine mutée
était associée & un OR de 6,57 (IC 95 % : 4,06-10,64)%.
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La variation retrouvée sur le gene SERPINC1 correspond a la substitution de la thymine par
une adénine en position 89. Elle est positionnée a trois acides aminés du site de clivage du
peptide signal N-terminal et entraine un signal aberrant de clivage et a alors pour conséquence
la perte du dipeptide histidine-glycine 8. La protéine mutée est appelée AT Dublin. Ce
polymorphisme (rs2227624) est décrit dans la littérature comme étant associé a un risque de
thrombose avec un OR de 2,69 (IC 95 % : 1,04-6,96). Une étude révele que I’AT Dublin ne
présente pas a I’état basal une différence quantitative ou qualitative par rapport a I’AT sauvage.
Elle semble avoir la méme stabilité et la méme affinité pour ’héparine que I’AT sauvage.
Cependant, des études fonctionnelles in vitro ont révélé que, durant une situation de stress, la
protéine mutée change de conformation pour se replier en polymeéres intracellulaires. L’AT
serait alors non fonctionnelle. Les patients porteurs de cette variation pourraient donc présenter
dans certaines situations un déficit en AT . Le dosage plasmatique dépiste avec difficulté ce
déficit transitoire. Les taux d’AT observés chez les patientes de notre étude porteuses de cette

mutation étaient de 82 % et 97 %, confirmant les limites du dosage plasmatique.

Dans notre étude, la PS Heerlen et I’AT Dublin ont chacune été identifiées a 1’état hétérozygote
chez deux patientes différentes. Au sein de la population étudiée, leur fréquence allélique était
donc de 0,0111 alors que les fréquences alléliques de la PS Heerlen et de ’AT Dublin sont
respectivement de 0,0024 et de 0,001669 dans la population générale (source GnomAD). Cette

différence est statistiguement significative (p < 0,001).

Selon plusieurs études, les déficits de type 11 HBS seraient sous-estimés 88, Les variations
probablement pathogenes de notre étude ont toutes été identifiées sur SERPINC1 et PROS1
alors que les patientes présentaient des taux d’inhibiteurs normaux. Ces déficits qualitatifs en
inhibiteurs n’ont donc pas été dépistés grace au bilan de thrombophilie classique incluant des
dosages plasmatiques. Dans la littérature, d’autres déficits en inhibiteurs ont été mis en évidence
grace a la genétique alors que leurs dosages étaient normaux en laboratoire. En effet, la
sensibilité des dosages fonctionnels dépend des techniques et réactifs utilisés. Par exemple,
I’AT Cambridge caractérisée par la variation faux-sens correspondant a la substitution de
I’alanine en position 416 par une sérine provoque une perturbation de 1’activité anti-l1la de la
protéine. La détection de cette variation est alors impossible en dosant ses fonctions inhibitrices
par son activité anti-Xa (technique la plus répandue en laboratoire). De plus, outre I’AT Dublin,
il existe d’autres variations donnant des déficits transitoires en AT. C’est le cas des AT Wibble
(Thr117Met), Wobble (Thr117Lys) et Rouen (Asp219Asn) 7. Ces variations sont responsables

de I’internalisation de la boucle réactive du domaine RS. Cette boucle, appelée RCL (Reactive
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Center Loop) est primordiale pour I’activité de la protéine. Elle correspond au site de liaison
des facteurs de la coagulation et au site actif. Sous forme internalisée, elle rend I’AT trés stable
et inactive °2. Cette forme latente représente a 1’état physiologique environ 3 % de I’AT et joue
notamment un role dans le contréle de 1’angiogénése. Une étude a retrouvé quatre autres
variations responsables, lors de situations de stress, d’'une modification de ’AT en AT latente
chez des patients présentant des déficits en AT : p.Met283Val, p.Pro461Ser, p.Pro439Thr et
p.His401Tyr. L’ensemble de ces résultats suggere que le séquengage des génes des inhibiteurs
de la coagulation pourrait étre réalise chez les patients présentant un bilan de thrombophilie

négatif.

Parmi les 4 variations de classe 3+, les variations NM 000312.3:c.629C>T et
NM _000312.3:¢.812G>A étaient situées sur PROC. Les patientes porteuses de ces variations
présentaient des taux normaux de PC. La variation caractérisée par la transversion d’une
cytosine par une thymine en position 629 a une fréquence allélique de 3,186.10° dans la
population générale et a été retrouvée au sein de quatre familles espagnoles et cing frangaises
atteintes d’un déficit en PC de type 1. Cette variation faux-sens entraine la substitution d’une
proline par une leucine en position 210. Au vu des propriétés fonctionnelles de la proline, ce
changement d’acide aminé dans I’exon 7 suggere une modification importante de la structure
tertiaire de la protéine dans son domaine de repliement et d’activation. Cette hypothése doit

cependant étre validée par une étude fonctionnelle.

Parmi les remaniements retrouvés, trois correspondaient a une délétion hétérozygote de
plusieurs exons de TFPI. Le TFPI est un inhibiteur de la coagulation qui inhibe le facteur X
activé. Le complexe TFPI - facteur X activé permet aussi 1’inhibition du complexe facteur
tissulaire - facteur VII activé. Bien que son activité inhibitrice soit importante, son dosage n’est
pas réalisé lors d’une recherche de thrombophilie. Une étude a mis en évidence que les femmes
sous COC présentaient par rapport aux femmes non utilisatrices des taux plus bas de TFPI sous
sa forme la plus active (TFPI libre). Une diminution du taux de TFPI libre de 1 ng/mL est
associée a une augmentation de rAPC normalisé & 0,629 (IC 95 % :0,47-0,79)"%. Une autre
étude cas-témoin a évalué la différence du potentiel endogéne de thrombine (ETP) chez des
patientes qui ont thrombosé sous COC et des femmes en age de procréer sans antécedent
thrombotique. A faible dose de facteur tissulaire, ’ETP et la hauteur du pic ont été retrouvés
significativement plus importants chez les cas comparativement aux témoins. La différence de
hauteur du pic entre les deux populations disparaissait lorsque 1’action du TFPI était inhibée

grace a un anticorps anti-TFPI chez les cas et les témoins. Les taux de TFPI des patientes aux
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antécédents de thromboses sous COC étaient plus bas que chez les témoins %. L’ensemble de
ces résultats met en évidence I’importance du role de TFPI dans la MTEV et ses dérégulations
chez les femmes sous COC. Une diminution du TFPI est donc associée a une augmentation du
risque thrombotique. Une diminution des taux de TFPI de 5 a 10 % multiplient par deux le
risque de MTEV %L, La variation des taux plasmatiques est d’origine génétique dans 27 a 52 %
des cas 1. Deux polymorphismes, rs5940 et rs7586970, ont été décrits comme associés a des
modifications du taux de TFPI. Le premier correspond a la substitution d’une valine par une
leucine a la position 264, soit dans le domaine de liaison avec les cellules endothéliales. Une
méta-analyse décrit ce polymorphisme comme associé a une diminution des taux de TFPI alors
que I’alléle minoritaire du second polymorphisme (Asp221Ser) est associé a une augmentation
%1 Les scores prédictifs de I’intolérance de ce géne aux CNV étant contradictoires, nous avons
classeé les delétions situées sur TFPI de notre étude en classe 3. Il est alors nécessaire de
confirmer la présence de ces délétions détectées par NGS a 1’aide d’une technique
specifique : la PCR quantitative en temps réel (QPCR). La PCR permet 1’amplification d’une
séquence d’intérét provenant d’un fragment d’ADN de faible concentration. La quantité de
fragments d’ADN amplifiés est mesurée grace a un marquage fluorescent. Une délétion
hétérozygote de TFPI est mise en évidence en comparant la quantité d’amplicons obtenus chez

un patient porteur de cette délétion et un témoin sain.

En dehors des genes des inhibiteurs de la coagulation, dix variations ayant un potentiel effet sur
les miARN ont été mises en évidence (classe 3-). Les miARN sont des ARN non codants de
petites tailles (environ 22 nucléotides) qui permettent la régulation négative de I’expression
d’ARN messager. L ’expression de certains facteurs de la cascade de la coagulation, comme le
fibrinogéne, la PS ou le TFPI, sont régulés par des miARN (figure 11) %. La modification de
I’équilibre de ces miARN pourrait alors étre responsable de MTEV. Des explorations
fonctionnelles in vitro comme la technique « Luciferase reporter » sont nécessaires afin
d’évaluer I’impact des variations identifiées dans notre étude sur les miARN impliqués dans la
coagulation. Des variations ayant un effet potentiel sur la modification de I'épissage ont
également été considérées comme étant de classe 3-. Des explorations supplémentaires par
minigéne par exemple sont nécessaires pour explorer I’effet perte de fonction des variations

retrouvées.
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Figure 11 : Implication des miARN dans la régulation de la cascade de la coagulation
(Morelli et al.)

De maniére intéressante, nous avons également retrouvé deux patientes porteuses des deux
mémes variations situées sur F5. Ces variations sont de classe 3 et 3-. Elles sont respectivement
sur I’exon 16 et I’exon 15 qui font tous deux partie du domaine A3. Elles sont retrouvées toutes
les deux a une fréquence de 0,0017 dans la population générale. Dans notre étude, elles ont été
retrouvées a une fréquence allélique de 0,0111. Cette différence est significative (p=0,001). Il

est souhaitable d’effectuer une étude haplotypique.

72



De nombreuses variations identifiées en dehors des genes des inhibiteurs apparaissent
difficilement interprétables. En effet, certains genes du panel thrombose sont également
impliqués dans les pathologies hémorragiques. C’est par exemple le cas de VWF, F8 et F9.
Leurs variations sont généralement en contexte hémorragique. Des variations situées sur F8 et
F9 responsables du facteur VIII et IX Padoue ont cependant été rapportées dans la littérature
comme étant associées a des événements thrombotiques. La duplication du promoteur, de
I’exon 1 et d’une grande partie de I’intron 1 de F8 est responsable d’une augmentation des taux
de facteur VIII dans deux familles italiennes atteintes de thrombophilie sévere. Cette variation
était par ailleurs absente chez 103 personnes non atteintes. Les régions dupliquées contiennent
des activateurs transcriptionnels qui permettent I’augmentation de 1’expression de I’ARN
messager et donc de la protéine %. Le facteur 1X Padoue correspond a la variation faux-sens
dans son domaine protéase caractérisée par la substitution de 1’arginine en position 338 par une
leucine. Cette variation est dite gain de fonction. L’activité du facteur IX muté est alors
multipliée par 8 par rapport a celle du facteur 1X sauvage *. Une étude fonctionnelle in vitro et
in vivo a testé les conséquences protéiques de la substitution de ’arginine en position 338 par
plusieurs acides aminés®’. Une patiente de notre étude présentait des duplications de I’exon 1
et des exons 23 a 26 de F8 ainsi qu’une duplication totale de F9. Cependant, son taux de facteur
V111 était normal (101 %). Au vu de cette donnée biologique, la duplication située sur F8 ne
serait pas en faveur d’une association avec son phénotype thrombotique. Les taux de facteur IX
de la patiente sont inconnus. Il est alors nécessaire de doser I’activité de ce facteur ainsi que de
confirmer la présence de ces délétions détectées par NGS a 1’aide d’une technique spécifique :
la MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Cette technique semi-
quantitative utilise des sondes fluorescentes ciblant les séquences d’intérét et est basée sur le
principe de PCR multiplexe. Les amplicons obtenus par PCR sont comparés a une séquence de
référence. La détection de sondes supplémentaires est en faveur d’une duplication alors

qu’une diminution du nombre de sonde correspond a une délétion.

Cette étude comporte des limites. En effet, seules 41 variations sur 197 étaient de classe 3- ou
plus. Parmi ces 41 variations, 37 étaient de signification inconnue. Il est alors nécessaire de
poursuivre les investigations par des études fonctionnelles in vitro ou in vivo afin de classer

ces variations comme bénignes ou pathogenes.
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Seules trois variations ont été classées comme probablement pathogenes. Ces polymorphismes
ont été retrouvés chez cing patientes. A ce jour, aucune explication suffisante n'a été retrouvée
chez les 85 autres patientes pour prédire de maniere rétrospective leurs éveénements

thrombotiques.

En raison du faible taux d’identification de variations potentiellement délétéres avec le panel
thrombose NGS, nous pouvons nous interroger sur I’existence de variations rares présentes en
dehors des genes testés (ABO, F10, F11, F13Al, F13B, F3, F2, F5, F7, F8, F9, FGA, FGB,
FGG, KNG1, TFPI, PROC, PROCR, PROS1, SERPINC1, SERPINE1, THDB, VWF). Pour
veérifier cette hypothése, une autre étude est en cours. Elle a pour but de séquencer par technique
WGS (Whole Genome Sequencing) 200 patientes présentant une MTEV sous COC.

Conclusion

Nous avons identifié 197 variations différentes chez des patientes ayant présenté un épisode de
MTEV sous COC avec un score PILGRIM inférieur a 6. 37 variations étaient de signification
inconnue et 3 variations étaient probablement pathogénes. La majorité des variations de
signification inconnue était des variations faux-sens. Par ailleurs, 4 variations affectaient
potentiellement 1’épissage et 10 pourraient impacter les miARN. Enfin, des CNV ont été mis
en évidence Il s’agissait de 3 grandes délétions de TFPI et de duplications de F8, F9 et PROC.
Pour I’ensemble de ces variations, le taux des protéines touchées était le plus souvent inconnu.
Les 3 variations probablement pathogenes étaient situées sur les génes des inhibiteurs de la
coagulation (SERPINC1 et PROS1). Ces variations ont été retrouvées chez 5 patientes. Ce
résultat démontre les limites des dosages plasmatiques des inhibiteurs de la coagulation dans le

cadre du bilan de thrombophilie.

Le panel NGS n’a donc permis d’identifier une variation potentiellement délétére que chez 6%
des patientes incluses. Les résultats négatifs obtenus chez la majorité des patientes explorées
nécessitent de poursuivre les explorations. D’une part, les variations de signification inconnue
doivent étre étudiées afin de déterminer si elles pourraient étre pathogenes. D’autre part, les
patientes incluses ont été sélectionnées sur la base d’un score PILGRIM inférieur a 6. Ce score
est en cours de mise a jour. De nouvelles variables issues de données GWAS récentes seront
évaluées et potentiellement incrémentées dans le score. Cela pourrait permettre de reclasser

certaines patientes dans le groupe a risque. Enfin, le panel thrombose inclut trés majoritairement
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des génes en lien direct avec la cascade de la coagulation. Des variations rares situées en dehors
de ces génes pourraient étre identifiées.  Afin de verifier cette hypothése, un séquencage
génome entier (WGS) sera réalisé chez 200 patientes avec MTEV sous COC présentant un
score PILGRIM inférieur a 6.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence de mes maitres de la Faculté, des conseillers de I'Ordre des

pharmaciens et de mes condisciples :

< D'honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptes de mon art et de

leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur

enseignement.

< D'exercer, dans l'intérét de la santé publique, ma profession avec

conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais

aussi les regles de I'honneur, de la probité et du désintéressement.

<+ De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade

et sa dignité humaine, de respecter le secret professionnel.

< En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état

pour corrompre les moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.

Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y manque.

Université d’Aix-Marseille - Faculté de Pharmacie - 27 bd Jean Moulin - CS 30064 - 13385 Marseille cedex 05 - France
Tél. : +33 (0)4 91 83 55 00 - Fax : +33 (0)4 91 80 26 12






Résumé

Introduction

Le risque de maladie thromboembolique veineuse (MTEV) chez la femme en age de procréer est un enjeu
majeur de santé publique. Chaque année, en France, 2500 épisodes de MTEV et 20 décés sont attribuables
a l'utilisation des contraceptifs oraux combinés (COC). Afin d’identifier les femmes a risque de MTEV
sous COC notre équipe a construit, dans une étude cas-témoins (I’étude PILGRIM) un score prédictif
de risque intégrant 13 variations génétiques fréquentes (groupe sanguin, facteur V Leiden...) et
2 variables environnementales (tabagisme, obésité). Les scores étaient compris entre 0 et 19. Un seuil a
6 semblait discriminant pour le risque de MTEV sous COC. Toutefois, 179 cas présentaient un score de
risque faible (inférieur a 6), comparable au score calculé chez les témoins. Nous émettons [’hypothése que

des variations rares pourraient expliquer le phénotype thrombotique chez ces patientes.

Objectif
L’objectif était d’identifier des variants rares responsables de 1’épisode de MTEV chez les cas PILGRIM

présentant un score de risque faible.

Matériel et méthodes

Nous avons sélectionné les cas PILGRIM avec un score de risque inférieur a 6. Nous avons exclu les patientes
avec un déficit plasmatique en inhibiteur de la coagulation (antithrombine, protéine C, protéine S). Nous
avons séquencé un panel de 23 génes en lien avec la coagulation et/ou précédemment décrits comme
associés au risque de MTEV. Le séquencage a été réalisé en utilisant la technologie NGS (séquenceur
Miseq Illumina®, kit QIAseq™ Targeted DNA panel). Les polymorphismes identifiés ont été classés selon
la classification ACMG, de 1 (bénin) a 5 (pathogeéne). Nous avons analysé les variations de classe 3
(signification inconnue) et plus dont la fréquence allélique dans la population générale était inférieure a
0,01.

Résultats
90 patientes ont été incluses. Nous avons mis en évidence 197 variations différentes dont 41 de classe 3 ou
plus. Seuls 3 SNP de classe 4 ont ét¢ mis en évidence chez 5 patientes. Ils étaient situés sur SERPINCI et

PROSI. Trois patientes présentaient une délétion sur TFPI.

Conclusion

Le panel NGS a permis d’identifier 7 variations (classes 4 et 3+) potentiellement responsables des épisodes de
MTEV chez les cas PILGRIM avec un score faible. Ces variations étaient majoritairement situées sur les
génes des inhibiteurs de la coagulation, malgré I’absence de déficit plasmatique pour la protéine
correspondante. Par ailleurs, 33 variations des classes 3 et 3- nécessitent des explorations
complémentaires pour évaluer leur potentiel délétére. Aucune variation de classe 3- ou plus n’a été
identifiée chez 50 patientes. Des stratégies complémentaires sont nécessaires pour rechercher des

facteurs génétiques de risque chez ces patientes (étude pangénomique et séquencage génome entier).

Mots-clefs : maladie thromboembolique veineuse, contraceptif oral combiné, PILGRIM, dépistage,

séquencage NGS, polymorphisme, ACMG.
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