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Introduction

La grossesse est une periode de majoration du risque vasculaire participant a une morbi-
mortalit¢ a la fois maternelle et foetale (1) pouvant justifier des mesures de prévention
primaire et secondaire. (2) Les complications vasculaires placentaires (CVP) correspondent a
une anomalie de la vascularisation placentaire ; entrainant une circulation materno-feetale
inadéquate. (3) Elles sont liées a un mecanisme a la fois thrombotique, ischémique et

inflammatoire. (4)

Les CVP peuvent étre d’ordre maternel (prééclampsie, éclampsie, hématome rétro-
placentaire (HRP), HELLP (hemolysis elevated liver enzymes low platelets) syndrome). (5)
Outre les complications maternelles, I’hypoperfusion placentaire induite peut étre responsable
des désordres feeto-placentaires (retard de croissance intra-utérin (RCIU), mort feetale in utero

(MFIU), fausses couches spontanées a répétition (FCSR)). (6)

Les fausses couches spontanées a répétition sont définies par la survenue d’au moins trois
pertes embryo-foetales avant 24 semaines d’aménorrhée. (7) Elles affectent environ 1 a 2 %
des couples fertiles. Les étiologies sont multiples, cependant dans 50 % des cas aucune cause
n’est retrouvée. (8) Les principales classes étiologiques sont les suivantes: anatomiques,

chromosomiques, endocrinologiques, thrombophiliques, immunologiques et idiopathiques. (9)

La mort feetale in utero se définit par tout déces feetal avant la mise en travail, survenant
apres la limite de la viabilité feetale telle qu'elle a été fixée par I'OMS, a savoir 22 semaines
d'aménorrhées (SA) ou un poids de naissance de plus de 500 grammes. (10) Sa prévalence
mondiale est de 2 %. (11)

Les principaux facteurs de risque associés a cet évenement sont 1’age maternel, les
comorbidités maternelles préexistantes (hypertension artérielle chronique, diabete) ainsi que
des facteurs de risque liés a la grossesse tels que le retard de croissance intra-utérin et

I’hématome rétro-placentaire. (12, 13)

Les états d’hypercoagulation ou thrombophilies (héréditaires ou acquises) sont associé€s a
un risque élevé de complications thrombo-emboliques. (14) Les thrombophilies génétiques
incluent les déficits en inhibiteur naturels de la coagulation (antithrombine (AT), protéine C
(PC), protéine S (PS)), (15) la résistance a la protéine C activée due surtout a la mutation du
Factor V Leiden (FVL), le polymorphisme G20210A du gene de la prothrombine (16) et
I’hyperhomocystéinémie due a ’allele C677T de la méthyléne-tetra-hydrofolate réductase
(MTHFR). (17)
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Elles sont a distinguer des thrombophilies acquises, dont la cause la plus fréquente est le
syndrome des anticorps anti-phospholipides (SAPL) (18) et I’hyperhomocystéinémie liée a un
déficit en folates. (19)

Dans les années 1990, I’hypothése que ces anomalies de coagulation entraineraient aussi
des thromboses au niveau de la chambre intervilleuse placentaire, et donc des complications
obstétricales a type pathologies vasculaires placentaires (PVP) a été soulevée (20, 21).
L'existence d'un facteur génétique prédisposant aux thromboses (tel que les polymorphismes
génétiques des facteurs Il et V) qui viendrait majorer I'état d'hypercoagulabilité physiologique

de la femme enceinte (22) peut donc étre évoquée dans la survenue de telles pathologies.

La mutation du facteur V Leiden (G1691A) est de loin le facteur de risque de thrombose
le plus fréquent (23) avec une prévalence tres différente selon les ethnies (3 a 5 % dans la
population caucasienne, beaucoup plus rare voire inexistante en Asie). (24) Elle se traduit par
le changement de G en A sur le nucléotide en position 1691 de I’exon 10 du géne du FV
engendrant un remplacement de I’arginine par une glutamine. (25) Cette mutation survient en
position 506, le site utilisé habituellement par la PC activée pour cliver et inactiver le FVa,
elle rend la molécule FVa résistante a 1'inactivation d’ou une résistance a la protéine C activée

(RPCa). (24)

La mutation G20210A affecte la région 3' non transcrite du géne de la prothrombine
entrainant une augmentation de la concentration plasmatique de prothrombine (26) et une

multiplication par 3 du risque de thrombose veineuse chez les porteurs hétérozygotes. (27)

La fréquence allélique de cette mutation dans la population normale est d’environ 1 a 2
%. (28)

Le rble de la résistance a la protéine C activée (RPCa) liée a la mutation du FVL dans la
survenue des accidents obstétricaux de type FCSR est encore a I’heure actuelle controversé.
(29) Une méta-analyse des études cohortes prospectives réalisées sur ce sujet avait démontré
que la probabilité des pertes feetales chez les femmes présentant la mutation du FVL était
supérieure a 52%, cependant elle était incapable de trouver un risque plus élevé en cas de

présence de la mutation de facteur I1. (30)

Suite au manque de données a cet égard dans notre pays et vu que depuis les premiéres
publications mettant en évidence la responsabilité de ces deux polymorphismes génétiques

dans la survenue de complications vasculo-placentaires type fausses couches spontanées a
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répétition et mort feetal in utéro, de nombreux auteurs ont publie des résultats contradictoires,
nous avons proposé cette étude cas-témoins qui vise a approfondir les connaissances
concernant I’implication des thrombophilies dans la survenue des CVP dans notre population
et a établir une corrélation entre la présence de polymorphismes génétiques de facteurs Il et V

et la survenue de ces complications.
Notre travail de recherche s’était organisé autour de trois objectifs.

1. L’analyse des polymorphismes génétiques des facteurs II et V chez un groupe de

patientes présentant des CVP et comparaison a un groupe témoins.

2. L’analyse des corrélations phénotype - génotype concernant les polymorphismes des
facteurs Il et V et des corrélations clinique - biologique concernant les données des
patientes.

3. La détermination de la prévalence des déficits en inhibiteurs physiologiques de la
coagulation (protéine C, protéine S et antithrombine) et de la RPCa dans une

population avec des CVP.
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I. Lathrombophilie

1.1. Physiologie de I’hémostase

L’hémostase est le processus physiologique qui assure la prévention des saignements
spontanés et I’arrét des hémorragies en cas de rupture de la continuité de la paroi vasculaire.
Plusieurs mécanismes entrent alors en jeu dés I’apparition d’une bréche vasculaire ;

I’hémostase primaire, la coagulation proprement dite et la fibrinolyse. (31)

Ces réactions sont décrites successivement mais il existe in vivo de nombreuses

interactions entre elles permettant une activation en cascade ainsi qu’une régulation précise.
1.1.1. L’hémostase primaire

Il s’agit de la premicre étape d’urgence du contrble hémorragique visant a obturer
initialement la bréche vasculaire a 1’aide d’un clou plaquettaire ou thrombus blanc en 3 a 5
minutes. Elle met en jeu quatre acteurs majeurs : la paroi vasculaire, les plaquettes, le facteur
de Von Willebrand (FVW) et le fibrinogene.

On décrit classiquement deux phases : la phase vasculaire et la phase plaquettaire. (32)
1.L1.1.1. Letemps vasculaire

C’est I’étape initiale secondaire a la constitution de la bréche vasculaire : il en résulte une
vasoconstriction réduisant le calibre vasculaire qui ralentit le débit sanguin, permettant une
réduction des pertes et une certaine stase circulatoire qui favorise la mise en ceuvre des
différentes étapes de I’hémostase. Cette vasoconstriction réflexe est permise par 1’¢élasticité de
la tunique sous-endothéliale des cellules musculaires lisses, mais aussi par le systeme nerveux

neurovégetatif qui innerve les structures vasculaires.

Ce phénomene sera entretenu et accru par de nombreuses substances secrétées par les
cellules endothéliales ou plaquettaires activées (par exemple la sérotonine, 1’endothéline, le
thromboxane A2). (33)
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.L1.1.2.  Letemps plaquettaire
Adhésion plaquettaire

L’adhésion plaquettaire est un phénoméne passif. Elle s’effectue via des interactions
specifiques entre les récepteurs des plaquettes circulantes et leurs ligands présents au niveau
du sous-endothélium qui est hautement thrombogéne.

Classiquement, on décrit la liaison entre gplb plaquettaire, par I’intermédiaire du FVW,
avec les microfibrilles du sous-endothélium. Mais d’autres liaisons se font au niveau du
collagene fibrillaire, notamment avec gpla /l1a et gpVI. Toutes ces liaisons agissent de fagon

coopérative afin d’optimiser I’adhésion des plaquettes et conditionnent leur activation. (33)
Activation plaquettaire

Les plaquettes s’activent en réagissant a des stimuli (thrombine, ADP, collagene,
adrénaline) et transmettent des signaux en intracellulaire. On observe alors deux phénomeénes
principaux, leur changement de forme et leur activation métabolique. Discoides a 1’état de
repos, les plaquettes activées deviennent sphériques, émettent des pseudopodes et s’étalent sur
la surface d’adhésion. Sur le plan biochimique, une augmentation de la concentration en Ca++
dans le cytoplasme est observée. Il existe également une synthése de molécules
pharmacologiquement actives a partir de ses phospholipides membranaires, modulateurs de la
signalisation plaquettaire. (31)

L’activation aboutit a la fusion des granules avec la membrane et a la sécrétion du
contenu granulaire libérant des substances procoagulantes (facteur V, FVW, fibrinogene),
proagrégantes (ADP, fibrinogéne, sérotonine) ou vasomotrices (sérotonine, NO). Cette
sécrétion vient donc moduler 1’activation des plaquettes, mais aussi leur agrégation entre elles
gréce au changement de conformation du complexe gpllb /llla le rendant disponible sur le

feuillet externe de la membrane plaquettaire. (32)
Agrégation plaquettaire

Phénomeéne actif, il requiert aussi 1’énergie et la disponibilité du Ca™". Les plaquettes vont
se lier les unes aux autres par I’intermédiaire du fibrinogéne grace a leur récepteur
membranaire spécifique gpllb / llla. Les plaquettes sont recrutées grace a la libération des
médiateurs (ADP, thrombine, prostaglandines) par les premieéres plaquettes activées. Cette
étape aboutit a la formation du clou plaquettaire ou thrombus blanc. (34)
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L’hémostase obtenue par le clou plaquettaire est fragile et temporaire et doit éEtre
consolidée par la génération d’un réseau protéique qui réalise ainsi une hémostase

permanente.
.1.2. Lacoagulation

De nombreux facteurs d’origine cellulaire (plaquettes activées, cellules exprimant le
facteur tissulaire (FT)) ou protéique (facteurs de coagulation, cofacteurs) interviennent lors du
processus de la coagulation. La majorité des facteurs de coagulation sont des enzymes
appartenant a la famille des sérines protéases. Ils sont sécrétés par le foie sous forme de
zymogenes inactifs (pro-facteurs) qui deviendront actifs aprés clivage protéolytique. (35)

La coagulation permet la consolidation du clou plaquettaire par la constitution d’un

réseau protéique de fibrine en une durée de 5 a 10 minutes.
1.1.2.1.  Déroulement de la coagulation

Le schéma actuel de la coagulation est plus dynamique et plus représentatif des
phénomenes in vivo. Il fait jouer un réle de starter au facteur tissulaire (FT) et donne de fait
une grande importance au facteur VII (FVII). Il réhabilite le réle essentiel des plaquettes et
identifie la thrombine comme facteur central de la coagulation. Le processus de coagulation
peut étre divisé en plusieurs étapes. (36)

1°" phase : Initiation

A la suite d’une bréche vasculaire, le sous endothélium est en contact direct avec la
circulation sanguine. Les cellules formant ce tissu expriment fortement le FT a leur surface.
L’initiation de la cascade de coagulation est déclenchée par la liaison du FVII activé (FV1Ia)
circulant au FT. Le complexe FT/FVlla catalyse I’activation des FX et FIX en FXa et FIXa.
La faible quantité de FXa produite lors de cette étape permet 1’activation d’une petite fraction
de la prothrombine (FII) en thrombine (Flla). (36)

2™ phase : Amplification

La seconde phase correspond a la phase d’amplification. Durant cette étape, la thrombine
générée a 1’état de trace au niveau de la 1ésion vasculaire amplifie sa propre production. Ainsi,
le Flla active le FXI en FXla et les cofacteurs VIII et V en FVIII activé (FVIIIa) et FV activé

(FVa). Le FVllla s’associe avec le FIXa a la surface des plaquettes activées pour former le
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complexe Tenase. Ce complexe a la capacité de genérer du FXa beaucoup plus efficacement
que le complexe FT/FVIIa. De la méme maniére, le FXa produit s’associe au FVa a la surface
des plaquettes activees pour former le complexe prothrombinase qui génére de la thrombine
beaucoup plus efficacement que le FXa seul. Cette étape de la coagulation est ainsi
caractérisée par une explosion de la génération de thrombine. (37)

3™ phase: fibrinoformation

La derniere étape est 1’étape de fibrinoformation. La trés grande quantité de thrombine
générée lors de la phase d’amplification transforme le fibrinogéne en monomere de fibrine
soluble et active le FXII1 en FXIII activé (FXIl1a). Les filaments de fibrine se polymérisent au
niveau du caillot. Ce caillot est ensuite consolidé par 1’action du FXIlla qui catalyse la
formation de liaisons covalentes entre les fibres de fibrines afin de former un réseau de fibrine
insoluble. (37)
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Figure 1: Représentation de la cascade de coagulation.

Les facteurs actifs ont une forme ronde et les facteurs inactifs une forme carrée. Dans les
différentes teintes de vert, les facteurs antithrombotiques sont représentés avec leurs cibles et
mécanismes. Les différentes anomalies prothrombotiques dans le systeme de coagulation sont

marquées en rouge. Les tests diagnostiques correspondants sont en bleu turquoise. (38)
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1.1.2.2.  Régulation de la coagulation

Afin que la réaction de coagulation ne se propage pas dans les vaisseaux non lésés, de
nombreux systemes inhibiteurs permettent de contrdler ce processus. Les principaux systemes

inhibiteurs de la coagulation sont :

- L’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) qui s’oppose a I’activité du

complexe FT/FV1la dés que les premieres traces du FXa apparaissent.

- L’antithrombine qui est un inhibiteur direct des sérines protéases (Flla, FXa, FXla
essentiellement). Son activité anticoagulante est augmentée de facon considérable par
I’héparine. (35)

- Le systeme protéine C / protéine S qui inhibe la boucle d’amplification de la
génération de thrombine. En effet, lorsqu’elle est en interaction avec la
thrombomoduline (TM) -une protéine transmembranaire exprimée a la surface des
cellules endothéliales- la thrombine active un processus de rétro-inhibition et perd ses
propriétés coagulantes suite a des modifications conformationnelles. La thrombine
perd méme son affinité pour les plaquettes et le fibrinogéne et devient un acteur
principal dans l'inhibition de la fibrinoformation. Le complexe thrombine-TM est
responsable de I'activation de la protéine C, une sérine protéase hépatique vitamine K

dépendante. La protéine C activée (PCa) est ainsi libérée. (39)
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Figure 2: Réle de la protéine C dans I'inhibition de la fibrinoformation. EPCR :
Endothelial protein C receptor. (40)
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En présence de la protéine S, la PCA inactive le facteur Va et le facteur Vllla par clivage
protéolytique, inhibant par conséquent la génération de la thrombine. Le récepteur endothélial
de la protéine C, exprimé au niveau des cellules endothéliales, fixe le domaine Gla de la

protéine C et facilite son activation par le complexe thrombine-TM. (41)
1.1.3. Lafibrinolyse

La fibrinolyse assure la dégradation enzymatique de la masse fibrino-plaquettaire a

I’issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 a 72 heures. (33)

Elle fait intervenir le plasminogene, synthétisé par le foie, et circulant sous forme inactive
dans le plasma. Il sera activé par I’intermédiaire d’activateurs par clivage d’une liaison entre
acides aminés pour devenir la plasmine. C’est une enzyme protéolytique trés puissante
capable de détruire le caillot de fibrine en D-Diméres; le fibrinogene dont les produits de
dégradations associés a ceux de la fibrine sont appelés PDF et les facteurs de la coagulation
tels que les facteurs V, VIII, et X. (42)

Ce phénomene doit rester localisé et la circulation de plasmine doit étre régulée pour

maintenir un équilibre physiologique.
1.1.3.1. Lesvoies d’activation de la fibrinolyse
On décrit deux voies d’activation.

- lavoie du t-PA (activateur tissulaire du plasminogeéne)
Cette molécule est synthétisée par les cellules endothéliales en état d’hypoxie, de stress

ou d’agression.

- lavoie de I'u-PA (activateur urinaire du plasminogéne ou pro-urokinase)
La forme circulante est synthétisée par les cellules rénales et d’autres cellules

parenchymateuses. La pro-urokinase s’active en urokinase au contact du caillot de fibrine.(43)
1.1.3.2.  Les inhibiteurs de la fibrinolyse
Le systéme fibrinolytique est régulé par deux types d’inhibiteurs.

- Inhibiteurs de la plasmine
On peut citer I’a anti-plasmine qui est I’enzyme inhibitrice principale de la plasmine dans

le plasma. Elle est synthétisée dans le foie.
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- Inhibiteurs des activateurs du plasminogene
Le PAI-1 est I’inhibiteur principal du t-PA et le PAI-2, présent essentiellement chez la

femme enceinte, est inhibiteur de 1’urokinase. (43)
1.2. Thrombophilies héréditaires

La thrombophilie est en premier lieu une tendance accrue a la formation de caillots
sanguins dans les veines ou les artéres. Le terme de thrombophilie ne doit pas étre considéré
comme une maladie, mais plutdt comme un facteur de risque de thrombose. Les
thrombophilies peuvent donc également étre definies comme un groupe de troubles
héréditaires ou acquis qui augmentent le risque de thrombose. (44) Une thrombose se
manifestera lorsque l'interaction entre facteurs de risque génétiques et environnementaux
poussera I'équilibre hémostatique vers une plus forte tendance a la formation de caillots. Cette
prédisposition a la thrombose est également désignée par le terme d'hypercoagulabilité ou

d'état hypercoagulable. (45)
Les différents types de thrombophilie constitutionnelles sont représentés dans le tableau 1.

Tableau 1: Causes héréditaires de la thrombophilie. (44)

1. Anomalies affectant les a. Anomalie affectant le facteur V (résistance a la
protéines procoagulantes protéine C activée)

b. Mutation 20210A du géne de la prothrombine

c. Concentrations accrues en facteurs de coagulation (FII,
FVIII, FIX, FXI) et en fibrinogene

d. Certaines variantes de dysfibrinogenémie (rares)

e. Polymorphisme génétique du facteur X111 (rare)

2. Anomalies affectant les a. Carence en antithrombine

protéines anticoagulantes .
b. Carence en protéine C

c. Carence en protéine S

3. Autres a. Concentrations accrues en homocystéine

La liste des anomalies a rechercher dans le cadre du bilan de thrombophilie n’a pas

changé dans les dix derniéres années, mais les évolutions technologiques et les résultats des
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travaux de recherche ont fait évoluer la place du génotypage dans le cadre du diagnostic des

anomalies constitutionnelles. (46)
1.3. Mutation du Facteur V Leiden

1.3.1. Protéine

Le facteur V est une protéine pivot de I'némostase. Il est procoagulant en tant que
cofacteur enzymatique du facteur Xa, qui accélére considérablement l'activation de la
prothrombine en thrombine, et anticoagulant en tant que cofacteur de 1’action de la protéine C

activée lors de la dégradation du facteur Vllla. (47)

Cette protéine de 330 kD est codée par un géne de plus de 80 kb situé sur le chromosome
1 dans la region 1q 21-25. Il comprend 25 exons codant pour les différents domaines de la
protéine mature, celle-ci est formée de 2196 acides aminés organisés en plusieurs types de
domaines répétés (Al - A2-B - A3-C1-C2). (48)

Le domaine B, dit de connexion, est libéré lors de I'activation du facteur V aprés clivage
de 3 liaisons peptidiques (Arg 709, I'Arg 1018 et I'Arg 1545) par la thrombine ou le facteur
Xa. Le facteur Va est formé d'une chaine lourde de 105 kD (Al - A2) reliée par des ions
calciques a une chaine légere (A3 - C1 - C2) polymorphe avec deux isoformes de 71 et 74 kD

différents par leur degré de glycosylation. (48)

709 1018 1545
B :

++4+++

Thrombin
 ——

FV FVai FVa

Figure 3: Activation du FV par la thrombine. (49)

La fixation du facteur Va sur les phospholipides membranaires et sa liaison avec le

facteur Xa requiérent le domaine C2 de la chaine légere. Ainsi que le domaine A3, qui
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comporte également un site de fixation pour la PCa. Cette derniére inactive le FV en clivant
sa chaine lourde au niveau de quatre sites; Arg306, Arg506, Arg679 et Lys994. (50)

L’arginine 506 est la premicre a étre clivée, et la cible préférentielle en cas de
concentrations faibles de FVa et de PCa. Cependant, I’inactivation qui en résulte est partielle.
Pour étre compléte, elle nécessite encore la coupure de 1’arginine 306 qui est trés dépendante

de I’activité cofacteur de la protéine S. (51)
1.3.2. Historique

En février 1993, DAHLBACK et coll, rapportaient plusieurs cas de maladie
thromboembolique familiale associée a un phénomeéne de résistance a la protéine C activée.
La mise en évidence de cette anomalie reposait sur l'allongement insuffisant du temps de

céphaline avec activateur en présence de la protéine C activée exogene. (52)

Cette découverte a stimulé des études fondamentales et biocliniques pour tenter d'en
comprendre le mécanisme moléculaire et ses conséquences physiopathologiques. Le
mécanisme a été élucidé des l'année suivante: le phénotype de RPCa était lié au facteur V

muté. La mutation FV Leiden a été décrite par 1’équipe de Bertina en 1994. (53)
1.3.3.  Mutation

Il s’agit d’une mutation faux-sens située dans 1’exon 10 du géne codant le FV situ¢ sur le
chromosome 1. La mutation «Leiden» appelée aussi la mutation G1691A du géne du facteur
V, touche le nucléotide 1691, ou la guanine (G) est remplacé par lI'adénine (A), le codon
sauvage CGA est donc remplacé par le codon CAA. En conséquence, sur la protéine,
I’arginine (Arg) en position 506 est remplacée par une glutamine (Gln), d’ou I’appellation de
la mutation Arg506GIn (ou R506Q). (54)

La protéine C activée ne reconnait plus son premier site de clivage du FV activé par la
thrombine. Et de ce fait, le FV «résiste» a I’inactivation par la PCa. En effet I’inactivation par
clivage au niveau des arginines 306 et 679 est dix fois plus lente sur le FVL que sur le FV a
1’état sauvage. (55) En pratique, le FVL perd sa fonction de cofacteur du systeme de la PC,
c’est-a-dire du systeme inhibiteur de la coagulation. En revanche, il conserve ses propriétés

procoagulantes.

Le FV muté est désigné sous le nom de FVL, du nom de la ville ou ’anomalie a été

décrite la premiére fois (en Hollande). (52)
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Figure 4: Bases moléculaires de la mutation FVL. (56)

1.3.4. Transmission et prévalence

La transmission est autosomique dominante et la distribution de cette mutation est
variable. Dans la population générale caucasienne, la fréquence du FVL varie de 2% a 8%.
Les porteurs de I’anomalie sont hétérozygotes, dans la grande majorité des cas. La prévalence

de ’homozygotie est de 0.05% a 0.25%.

En effet, la mutation est tres fréquente chez les Européens, avec un gradient nord-sud: la
fréquence alléliqgue au Royaume-Uni est de 8,9 % versus 1,4 % en Italie. La mutation est

absente chez les Africains sub-sahariens et dans les populations de I’Est de 1’ Asie. (57)

En Algérie, Chafaa et al. (58) ont rapporté une prévalence de 1.33%, alors que dans une
étude récente réalisée par Moussaoui et al. sur des patients de I’Est-Algérien avec maladie
thromboembolique veineuse, la mutation FVL (GA / AA) était observée dans 14 (11,6%) cas
et 2 (1,4%) témoins. (59)

1.3.5. Résistance a la protéine C activée

Dés 1994, Bertina découvre que la RPCa refléte, dans 90 a 95% des cas, la présence de la
mutation de FVL. En effet le changement de nucléotide amené par la mutation confére au

facteur une résistance a 1’action neutralisante de la protéine C. (54)

La protéine C activée effectue un clivage protéolytique spécifique aux liens Arg-X.
Normalement, la PC, activée par la présence de thrombine clive séquentiellement le facteur V
a la position 506 et ensuite en position 306 stoppant ainsi la production de thrombine et la

14
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poursuite de la cascade de coagulation vers la formation de caillots. Cette voie, I'une des
principales rétro-inhibitions de la cascade de coagulation, protége 1’organisme contre la

formation injustifiée de thromboses. (60)

Chez les sujets porteurs, la mutation fait donc disparaitre la premiére cible de la PCa au
niveau du FV, ce qui va retarder la dégradation du cofacteur procoagulant et empécher la
forme clivée anticoagulante. Il continue donc d’assurer la transformation de la prothrombine

en thrombine menant vers la formation non régulée de caillots. (60)

Site de protéolyse par la PCa
Arg 306 506 679

HNE Al A2 —====-- A3 Cl C2 COOH

PCa
4 T~
Facteur Va normal Ser Arg Ser Leu Asp Arg Arg Gly ile Gln

RS506 i
Facteur Va Leiden Q 506 Gln ﬂ

Facteur Va i normal

HI\-.I. ——l-- A3 €l C2 COOH

Facteur Va i Leiden

- ca
H,N --' —————— A3 Cl 2 COOH

Figure 5: Inactivation du FVa normal et du FV Leiden par la PCa. (61)

1.4. Mutation G20210A du gene de la Prothrombine

1.4.1. Protéine

La prothrombine est la serine protéase de la phase finale de la coagulation, c’est une
glycoprotéine de 72 kD dépendante de la vitamine K synthétisée dans le foie en tant que
zymogene inactif . Elle est transformée en thrombine par la prothrombinase, complexe formé
de facteur Xa en présence de phospholipides, de calcium et de facteur Va. La prothrombine
est convertie en sa forme active la thrombine; qui joue un réle important dans I'némostase et
la thrombose: elle convertit le fibrinogéne en fibrine pour la formation du caillot sanguin,

stimule l'agrégation plaquettaire et active les facteurs de coagulation V, VIII et XIII). La
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concentration de prothrombine est, avec I’antithrombine, I’un des deux déterminants majeurs

de la génération de thrombine. (62)
1.4.2. Mutation

Degen et Davie (1987) ont montré que le gene de la prothrombine contient 14 exons. I
est localisé sur le bras court du chromosome 11 en position 11.2.

N=L2mMuAMN M 8 A A8 A M0 Ad MdAdam oM ks
NN o NN e e B OA e NN ™M MM e « PN mm « a U
A A A AAAA A A4 Add A-d4ddd 4 NNN NN N o
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Figure 6: Représentation schématique du géne de la prothrombine. (63)

La mutation 20210 (G>A) de la prothrombine, décrite en 1996 (par Poort) est située en
aval de la séquence codante, dans la région 3’ non traduite (3’UTR). Elle est localisée dans

une région fonctionnelle qui conditionne la maturation des ARN messagers (ARNm).
Il s’agit de la substitution d’une guanine par une adénine en position nucléotidique

20210 qui s’accompagne de taux plus élevés de prothrombine circulante, ce qui explique

le risque plus élevé de thrombose lié a cette mutation. (64)
1.4.3. Mutation G20210A et taux de prothrombine

En effet, I’activité fonctionnelle de 1’alléle physiologique G au niveau du site de clivage
est moins efficace que celle de ’allele muté qui a une activité supérieure avec une meilleure
reconnaissance du site de clivage, et une accumulation supérieure d’ARNm mature dans le

cytoplasme, aboutissant a une augmentation de la synthese protéique de la prothrombine. (28)

Cette mutation est associée a des taux de facteur Il, en moyenne plus élevés que chez les
sujets non porteurs de la mutation (> 115%), mais la mesure du facteur Il ne peut pas
constituer un test de dépistage, car il existe un chevauchement important entre les taux de ce

facteur des sujets porteurs et non porteurs. (65)
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Figure 7: Influence de la mutation 20210 (G>A) sur la maturation de PARNm de
prothrombine. (28)

La prévalence de I’allele 20210A était de 1 a 2% dans la population normale. En
revanche, chez les sujets présentant une tendance thrombotique, la prévalence est de I'ordre de
5 a 7%, selon les plus récentes études, donc un peu moins élevées qu’initialement signalé. En

Algérie, une prévalence de 3% était rapportée. (66)

Le risque relatif de thrombose veineuse serait augmenté de 3 a 5 fois, et serait plus élevé
chez les sujets qui présentent en méme temps un facteur V Leiden. Cette anomalie serait donc

un facteur génétique supplémentaire de risque thrombotique. (67)

Dans I’état actuel des connaissances, il semble tres vraisemblable que ce facteur doit étre
associ¢ a d’autres, ou a des circonstances particulieres pour induire une pathologie

thrombotique.
1.5. Autres mutations

Bien que les mutations FVL et G20210A de prothrombine sont les plus étudiées, d’autres

variants génétiques associ€s a un état d’hypercoagulabilité étaient identifiés:
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La methylene tétrahydrofolate réductase est une importante enzyme régulatrice du
métabolisme des folates et de 1’homocystéine. Elle est requise pour la régénération de la

méthionine a partir de I’homocystéine. (68)

Le polymorphisme de la MTHFR le plus courant est le C677T. 11 s’agit d’une substitution
de la cytosine par une thymidine en position 677 du gene MTHFR, qui aboutit a un
remplacement d’une Alanine par une Valine dans la séquence protéique. Cette mutation
entraine une réduction de I’activité enzymatique de 30% chez les hétérozygotes (CT) et de

80% chez les homozygotes (TT). (68)

Le variant C677T du géne peut mener a une hyperhomocystéinémie, qui est associée a un
risque accru de thrombo-embolie veineuse et de maladie cardiaque coronarienne (69),

d’anomalies du tube neural et de complications de la grossesse. (70)

Le PAI-1 est une glycoprotéine de 50 kDa qui comporte 379 acides aminés. C’est un
inhibiteur de la famille des serpines qui inhibe spécifiqguement le t-PA (activateur tissulaire du

plasminogéne) et I’urokinase (u-PA) avec une affinité équivalente. (71)

Huit polymorphismes ont été décrits, dont celui d’insertion/délétion 5G/4G d’une guanine
en position 675 associé de facon significative a la concentration plasmatique du PAI-1. En
effet, I’alléele 5G est transcrit en moindre quantité que 1’alléle 4G. Les homozygotes 4G/4G
ont un taux plasmatique significativement plus élevé responsable d’une hypofibrinolyse et

d’un risque plus élevé de thrombose. (72)
1.6. Déficits en inhibiteurs de la coagulation

1.6.1. Déficits en protéine C et S

Les protéines C et S sont des facteurs vitamine K-dépendant, inhibiteurs physiologiques
de la coagulation. La protéine C, aprés activation par la thrombine et en présence de
thrombomoduline, agit comme un inactivateur par protéolyse des facteurs Va et Vllla
indispensables a la phase d’amplification de la coagulation. La protéine S est le cofacteur qui
potentialise 1’effet de la protéine C activée. La PS n’accélere la dégradation des FVa et Vllla
par la PCa que si elle est sous forme libre dans le plasma. En effet, pres de 60 % de la PS
circule liée par son domaine carboxy-terminal a une protéine du systeme du complément, la
C4b binding protein (C4b-BP). (73)
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Les premiers déficits en protéine C ont été décrits en 1981, et les premiers déficits en
protéine S en 1984. Les sujets atteints présentent des thromboses veineuses profondes, parfois
compliquées d’embolie pulmonaire, ou des thromboses superficielles. Les thromboses
artérielles sont rares. Les premiers accidents peuvent survenir dés 1’adolescence, mais le plus
souvent surviennent aprés 30 ans, et augmentent ensuite avec 1’a4ge. Dans un peu plus de la
moitié des cas, des thromboses spontanées surviennent, mais dans les autres cas, un facteur

déclenchant est identifi¢ (prise d’oestroprogestatifs, immobilisation, grossesse). (74)

Les déficits en protéine C auraient une prévalence de 200 a 400 /100 000 dans la
population normale. La prévalence des déficits en protéine S est du méme ordre.
L’exploration de sujets avec thrombophilie permet de diagnostiquer un déficit en protéine C
dans 1,4 a 8,6 % (moyenne 3,8) des cas et un déficit en protéine S dans 1,4 a 7,5 % des cas
(moyenne 3), ces chiffres variant surtout en fonction du degré de sélection des patients

explorés. (75)

En Algérie, Chafa et al. ont trouvé une prévalence de 6.5% pour la PC et de 3.2% pour la
PS chez des patients ayant souffert au moins une fois d’un événement thrombotique avant
I’age de 45 ans. (76) Moussaoui et al. (59) ont rapporté des carences en PC et PS chez 18.8%

des cas avec maladie thromboembolique veineuse a I’Est-Algérien.

Ces déficits constitutionnels sont liés & des mutations variées dans le gene de la protéine
C ou S situés respectivement sur les chromosomes 2 et 3. Les formes hétérozygotes ont une
transmission autosomique dominante. Les formes homozygotes, qui entrainent une diminution
profonde de la protéine C ou de la protéine S sont exceptionnelles et entrainent un tableau de

purpura fulminans néonatal. (74)

Le diagnostic repose sur les dosages plasmatiques. Pour le déficit en PC, le dépistage est
fait par technique fonctionnelle (test de coagulation et/ou test chromogénique). Les valeurs
normales vont généralement de 65 a 140 %. Les déficits hétérozygotes ont un taux d’activité
de l'ordre de 50 %. Pour la PS, le dépistage peut aussi étre réalis¢ par un dosage
immunologique de la protéine S libre et/ou de I’activité protéine S (technique de coagulation).
L’antigéne peut étre dosé par technique immunologique, ELISA (enzyme-linked-immuno-
sorbent-assay) ou autre, ce qui permet de distinguer des formes quantitatives de déficit (les

plus fréquentes) et qualitatives. (77)
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L’interprétation de ces dosages nécessite une confirmation sur un deuxieme prélévement
et une exclusion soigneuse de toute cause de déficit acquis, ou de variation physiologique ou

pharmacologique.
Des déficits quantitatifs (type 1) et qualitatifs (type Il) en PC existent: (78)

- Type | : déficit quantitatif (90%), défaut de sécrétion de la protéine.
- Type Il : déficit qualitatif (10%), protéine sécrétée normalement, mais présente une
anomalie fonctionnelle.
- Typell AM
o Activité enzymatique diminuée décelée avec les méthodes amidolytiques.
o Anomalie au niveau du site actif.
o 04 mutations identifiées.
- Typell AC
o Activité anticoagulante diminuée décelée par méthodes de coagulation.
o Site catalytique intact.
o Anomalies au niveau du site d’interaction avec les autres protéines (PS, FVa,
FVIlla, PL).

o 08 mutations identifiées.
Pour la PS, Trois types de déficits héréditaires sont définis: (79)

. Déficits quantitatifs (I et 111) affectant la quantité de protéine circulante;

- Type I: la PS totale et la PS libre sont diminuées de facon équivalente.

- Type Il seule la PS libre est basse.

. Déficits qualitatif (1) un rare déficit associant un taux de PS libre normal et une activité

diminuée.

Les ¢études familiales permettent de confirmer la nature constitutionnelle de I’anomalie,
de dépister d’autres sujets porteurs de I’anomalie. Elles ont aussi permis de constater que de
nombreux sujets porteurs sont asymptomatiques, ce qui fait supposer que, comme pour le
facteur V Leiden, d’autres facteurs génétiques ou environnementaux sont nécessaires a
I’expression clinique de 1’anomalie. Le diagnostic génétique n’est pas habituellement réalisé,

compte-tenu de la variété des mutations responsables. (79)
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1.6.2. Déficit en Antithrombine

L’antithrombine est le principal inhibiteur physiologique de la coagulation. Elle inhibe la
thrombine et le facteur X activé mais aussi les autres facteurs de la cascade de la coagulation.

Son action inhibitrice est accélérée par 1’héparine, dont elle est le cofacteur. (80)

Les déficits constitutionnels en antithrombine ont été les premieres thrombophilies
biologiques décrites, en 1965. Les thromboses veineuses surviennent parfois des
I’adolescence, de fagon spontanée ou provoquée par un événement déclenchant. Ces déficits
peuvent entrainer, lors d’épisode thrombotique, une relative « résistance a I’héparine », qui

peut attirer I’attention. (81)

Globalement, les déficits en antithrombine sont les plus thrombogénes des thrombophilies
constitutionnelles, puisque les études familiales montrent que seulement 50 % des sujets sont

asymptomatiques a I’age adulte, le premier épisode thrombotique survient fréquemment avant

40 ans. (82)

La fréguence des déficits dans la population normale serait de 0,02 %. Certaines formes
de déficit qualitatif, bien tolérées, pourraient étre plus fréquentes. Parmi les sujets qui
présentent un tableau de thrombophilie, un déficit en antithrombine est retrouvé dans 0,5 a 4,9
% des cas, selon le degré de sélection des patients. (80) Chez des patients Algériens avec au
moins un évenement thrombotique avant I’age de 45 ans, une prévalence de 6.5% pour I’AT

était retrouvée par Chafa et al. (76)

Le gene de I’antithrombine est situé sur le chromosome 1, la transmission est dominante.
De nombreuses mutations ont été décrites, a l’origine de ces déficits. Des formes
homozygotes n’ont été décrites que pour certains types de déficits qualitatifs, les autres

formes homozygotes étant probablement Iétales. (81)

Les déficits sont de plusieurs types: quantitatifs (type 1) et qualitatifs (type I1). Dans les
déficits quantitatifs, la concentration de la protéine est diminuée, mais elle fonctionne
normalement. Dans les déficits qualitatifs de type Il RS (reactive site) ou HBS (heparin-
binding site), la concentration plasmatique de la protéine est normale, mais la fonction du site
actif pour les premiers ou du site de liaison a 1’héparine pour les seconds est anormale, dans
les déficits de type Il PE (pléiotropiques), la stabilité de la protéine est modifiée, et sa
concentration plasmatique est légérement diminuée. (78) Le risque thrombotique est fonction
du type de déficit.
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Le diagnostic est réalisé par un dosage par technique fonctionnel (généralement par
méthode chromogénique) ou immunologique. La normale est comprise entre 80 et 120 %. Les
déficits en antithrombine sont caractérisés par un taux d’antithrombine plasmatique souvent
de ’ordre de 50 a 75 %. Les déficits quantitatifs, les plus fréquents sont dépistés de fagon
correcte par le dosage fonctionnel et par le dosage immunologique. Cependant, le diagnostic

des déficits qualitatifs nécessite un dosage fonctionnel. (82)
1.7. Thrombophilies acquises: le syndrome des anti-phospholipides

Les causes acquises de la thrombophilie sont nombreuses. Le syndrome anti-phospholipidique

est la cause acquise la mieux décrite.
1.7.1. Généralités

Le syndrome des anti-phospholipides est une maladie auto-immune systémique définie
par 1’association de manifestations cliniques thrombotiques et/ou obstétricales récurrentes et
la présence d’anticorps anti-phospholipides (aPL) persistants a plus de 12 semaines a titre
significatif.

La prévalence du SAPL dans la population générale n’est pas connue. Les marqueurs
biologiques anti-phospholipides sont retrouvés dans 20 % des cas d’accidents vasculaires
cérébraux et chez 24% des cas de thrombose veineuse. Les fausses couches répétées
représentent 1% de la population générale et des anti-phospholipides sont retrouvés dans 10 a

15% des bilans de fausses couches a répétition. (83)
1.7.2.  Physiopathologie

La physiopathologie du SAPL est multifactorielle. Le processus repose essentiellement
sur I’interaction des anticorps anti-phospholipides avec diverses cibles antigéniques qui induit
principalement une dysfonction endothéliale avec un état pro-inflammatoire et procoagulant

au sein des vaisseaux. (84)
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1.7.2.1.  Les anticorps anti-phospholipides

Les aPL représentent une famille trés hétérogéne d’auto-anticorps dirigeés contre les
phospholipides. Ces derniers sont organisés en bicouche et classés selon leur charge. Les aPL
reconnaissent principalement des phospholipides anioniques ou neutres mais peuvent
également se lier a des complexes composés de protéines plasmatiques ou endothéliales
(cofacteurs) associés aux phospholipides. La 2 glycoprotéine 1 (B2 GPI) est la principale
cible antigénique. On peut également citer d’autres cibles comme la prothrombine, la PS, la

PC, la thrombine et I’annexine V. (85)
1.7.2.2.  Les anticorps anticardiolipine

Les anticorps anti-cardiolipine (aCL) reconnaissent des phospholipides anioniques, dont
principalement la cardiolipine, notamment dans sa forme oxydée, mais aussi le
phosphatidylglycérol, phosphatidylinositol et phosphatidylsérine. 1l existe des anti-
cardiolipines dont la réactivité est dépendante de la présence d’un cofacteur et d’autres non

dépendants. (86)
1.7.2.3.  Les anticorps anti-p2 glycoprotéine |

La B2GPI présente une forte affinité pour les molécules chargées négativement. Lorsque
la B2GPI circulante se fixe sur les phospholipides anioniques, elle change de conformation et
passe d’une forme circulaire a une forme ouverte qui permet a la partie Fab des anticorps anti-
B2GPI de se fixer. La fixation des anticorps anti-p2GPI au complexe B2GPI-phospholipides,

via I’annexine A2 entraine une activation des cellules endothéliales. (87)
1.7.3. Criteres diagnostiques

Les critéres diagnostiques clinico-biologiques du SAPL ont été définis par le consensus
international de Sapporo et publiés en 1999. IIs ont été ensuite révisés par des experts lors du
congres international de Sydney en 2004 et publiés en 2006. La stratégie diagnostique pour
affirmer la présence d’un SAPL repose sur la mise en évidence d’au moins un des critéres

cliniques associé a au moins un critéere biologique. (88)
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Tableau 2: Critéeres diagnostiques du SAPL. (88)

Criteres cliniques

« Thromboses vasculaires
- Au moins une thrombose vasculaire: artérielle, veineuse profonde ou capillaire

- Manifestations obstétricales
- Au moins une mort feetale in utero inexpliquée au-dela de la 10°™ semaine d’aménorrhée
- Au moins une naissance prématurée avant la 34°™ semaine d’aménorrhée en raison d’une
éclampsie, d’une prééclampsie sévere ou d’une insuffisance placentaire
Oéme

- Au moins 3 fausses couches spontanées consécutives avant la 1 semaine d’aménorrhée

Criteres biologiques

Détection sur au moins 2 prélévements a plus de 12 semaines d’intervalle
- d’un lupus anticoagulant, dans le plasma, selon les recommandations de I’ISTH
(International Society on Thrombosis and Haemostasis)
- d’anticorps anticardiolipine (d’isotype IgG ou IgM), dans le sérum ou le plasma, a des taux
moyens a élevés (> 40 U GPL/MPL) mesurée par méthode ELISA standardisée selon les
recommandations européennes
- d’anticorps anti-B2 glycoprotéine-I (d’isotype IgG ou IgM), dans le sérum ou le plasma, a
des taux > 99°™ percentile mesurée par méthode ELISA standardisée selon les

recommandations européennes

1.7.4. Classification

Les patients présentant des aPL peuvent étre classés en fonction du type et du nombre
d’aPL retouvés. (88)

- Type I: présence d’au moins 2 critéres biologiques
- Type Il: présence d’1 seul criteére biologique

« Type lla: présence d’un LA isolé

= Type llb: présence d’un aCL isolé

« Type llc: présence d’un ap2GPI isolé

L’intérét de cette classification est d’évaluer le risque thrombotique et obstétrical des
patients, qui dépend du profil d’aPL. D’apres Pengo et al., la présence d’une triple positivité
expose a un risque plus élevé d’événements thrombotiques alors que la double positivité avec

un LA négatif est associée a des complications obstétricales. (89)
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I1. Les complications vasculo-placentaires

11.1. Définition

Les pathologies vasculaires placentaires regroupent des maladies hétérogenes au point de
vue clinique mais dont le point commun réside dans la présence d’anomalies de la

vascularisation placentaire ; entrainant une circulation materno-feetale inadéquate. (90)

Elles peuvent étre d’ordre maternel (prééclampsie, éclampsie, hématome rétro
placentaire, HELLP syndrome). Outre les complications maternelles, 1’hypoperfusion
placentaire induite peut étre responsable des désordres feeto-placentaires (retard de croissance

intra-utérin, mort feetale in utero, fausses couches spontanées a répétition). (6)

Dans notre étude, on s’est intéressé aux FC et a la MFIU.
11.2. Placentation normale

Afin de comprendre les mécanismes physiopathologiques des PVP et de leurs rapports
avec la thrombophilie, il est nécessaire de revenir sur les bases physiologiques de la
placentation. En fait, le déroulement normal de I’implantation et la placentation est
indispensable au succeés de la grossesse. De nombreuses complications qui se présentent en fin
de gestation semblent avoir leur origine au début de la grossesse avec des anomalies de

I'implantation et du développement placentaire. (91)

La majorité du flux sanguin de 'utérus provient des artéres utérines. Au cours de la
grossesse, le flux sanguin utérin est multiplié par 10 en lien avec I’invasion trophoblastique

des arteres spiralées. (92)
Invasion trophoblastique normale

Les cellules du cytotrophoblaste vont envahir la caduque et le myomeétre, ainsi que la
lumiere des artéres spiralées. Cette invasion de la paroi des vaisseaux maternels par le
cytotrophoblaste, conduit a la destruction des cellules musculaires lisses et au remplacement
partiel des cellules endothéliales. Elle est responsable de la modification des caractéristiques
d'¢lasticité des arteres spiralées, permettant 1'adaptation de la vascularisation de 1'unité foeto-

placentaire a la croissance rapide du feetus. (93)
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Deux conséquences vont découler de ses modifications : la tunique de ’artére devient
atone, insensible aux éléements vasoactifs permettant ainsi une perfusion facilitée de la
chambre intervilleuse. Cette modification physiologique permet une augmentation du calibre
des artéres spiralées autorisant une augmentation progressive du débit sanguin adaptée aux

besoins en cours de grossesse. (92)

Placental Development: Fertilization to Full Term

Uterine vessels

Uterine wall
Cytotrophoblast a
Syncytiotrophoblast =
Placental villi

Maternal blood

Blastocyst

Week 0

Higher O,

Figure 8: Développement placentaire; de la fécondation a la naissance. (94)

1.3. Physiopathologie des complications vasculo-placentaires

Les modifications placentaires et de 1I’endothélium maternel survenant au cours de la PVP

sont décrites ci-dessous
1°¢ étape : Défaut de remodelage vasculaire utérin
Invasion trophoblastique anormale

La lésion primitive a d’abord été décrite comme un déficit d’invasion du trophoblaste
vers les arteres spiralées utérines maternelles durant le second trimestre de la grossesse. Il en
résulte un défaut de remodelage avec persistance des cellules musculaires lisses et non
remplacement des cellules endothéliales par les trophoblastes. Cette anomalie de 1’invasion
trophoblastique est illustrée par la figure 9. La conséquence est que les artéres ont un calibre
plus petit avec persistance de leur pouvoir vasoconstricteur entrainant un défaut de perfusion

du placenta. (95)
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Les complications vasculaires placentaires (CVP) se caractérisent par une étape pré-
clinique consistant en un défaut d’invasion trophoblastique des artéres spiralées conduisant a

une hypoxie placentaire.

Spiral Artery Remodeling

Uterine vessels

Uterine wall

y—Invading
N\ extravillous

cytotrophoblasts

Spiral artery

S anese . 0
\\‘\\\\\". ."/’.. 2 O
N Al
“\."'I;//[. WN :\\\l‘ '..
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Figure 9: Remodelage des arteres spiralées. (94)

2°™M gtape: Hypoxie placentaire entrainant une dysfonction placentaire

L’hypoxie placentaire va se traduire par des anomalies morphologiques visible en
anatomopathologie. Salafia et al. ont mis en évidence 5 grands types d’anomalies : absence ou
adaptation incompléte de la vascularisation utéroplacentaire, nécrose fibrinoide / athérome,
présence de trophoblastes endovasculaires, thromboses utéroplacentaires, vascularite

utéroplacentaire chronique. (96)

L’hypoxie placentaire entraine une dysfonction placentaire dont les mécanismes précis

sont encore discutés.

3°™ ¢tape: Maladie endothéliale maternelle

La souffrance placentaire résultante induirait le largage de médiateurs dans la circulation
maternelle, responsable du développement d’une réponse endothéliale vasoconstrictrice
inadaptée, et du syndrome clinique et biologique développé par la mere lors de la
prééclampsie. L’activation des plaquettes et du systéme de la coagulation peuvent survenir tot
lors de [Dinstallation de cette pathologie, avant que les symptomes cliniques ne se

développent. Un déficit de production intravasculaire de prostacycline, vasodilatatrice et anti-
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agrégante plaguettaire, et un exces de production de thromboxane A2, vasoconstricteur et pro-

agrégant plaquettaire, a pu étre argumenté. (97)

Au total, les modifications conduisant aux pathologies vasculaires placentaires sont

résumées dans la figure 10.

HTA, protéinurie
Maladie HELLP
endothéliale
CivD
Eclampsie
Débris syncytiaux
-Acides gras libres
sVEGFR-1
-Radicaux libres oxydés
Cytokines
Défaut de Dysfonction du
‘ trophoblaste villeux
remodelage Hypoperfusion o Gk RO e
vasculaire utérin stress axydant)
Feetus
RCIU, MFIU
Placenta
Hypotrophie, Infarctus
8~ 165A 22 -405A

Figure 10: Schéma de la physiopathologie des PVP. (18)
11.4. Les fausses couches spontanées
11.4.1. Définitions

A ce jour, il n’existe pas de terminologie internationalement reconnue concernant les
pertes de grossesse. La difficulté de consensus vient de la complexité pour définir chaque
situation particuliére selon le moment de survenue de la perte et son mécanisme supposé. Le
terme “perte de grossesse” inclut les fausses couches, les morts feetales in utéro, les décés

d’enfants prématurés et les morts per-partum d’enfants nés a terme. (98)

Les fausses couches spontanees (FCS) correspondent & un arrét spontané de la grossesse
entre sa détection et la date de viabilité du feetus (en pratique 24 semaines d’aménorrhées).
D’aprés la définition de L’European Society of Human Reproduction and Embryology, elles

sont dites précoces avant 12 SA et tardives entre 12 et 24 SA. Les FCS sont dites «a
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répeétition» apres au moins trois arréts précoces ou deux tardifs et concernent 1 a 2% des

couples désirant une grossesse. (99)
11.4.2. Epidémiologie

Les fausses couches du premier trimestre surviennent en moyenne dans 15% des
grossesses. (100) Leur fréquence est certainement sous-estimée car il est difficile de
comptabiliser le nombre d’avortements trés précoces. Les études épidémiologiques ne
permettent pas d’avoir des données précises sur la mortalité in utero du feetus. En effet, la
mortalité du foetus a un terme précoce est un événement extrémement difficile a repérer, avec
des imprécisions notamment pour distinguer la fausse couche tardive (FCT) de la mort feetale

in utero.

Les fausses couches précoces (FCP) sont les complications les plus fréquentes de la
grossesse survenant dans environ 12-24% des grossesses confirmées. (101) Les FCT

compliquent moins de 1 % des grossesses. (102)
11.4.3. Etiologie

Plusieurs étiologies peuvent constituer des facteurs de risques des FC a répétition: (103,
104)

- les anomalies génétiques du couple (les anomalies chromosomiques représentent la
cause la plus fréquente de FCS),
- les anomalies anatomiques intra-utérines,
- les endocrinopathies, comprenant:
* les dysthyroidies (hypothyroidie et thyroidites auto-immunes)
* le syndrome des ovaires poly-kystiques
* le diabéte préexistant a la grossesse (mal équilibreé)
- des facteurs environnementaux :
* un 4ge maternel > 35 ans

* la consommation d’alcool.

Les anomalies biologiques, immunologiques et/ou de la thrombophilie font partie

intégrante de ces facteurs de risques, mais a des degrés d’imputabilités variables:

L’imputabilité¢ des anomalies de la thrombophilie dans la survenue des FC a répétition est

différente en fonction du type d’anomalie retrouvé:



Synthése Bibliographique Chapitre Il

= Elle est incontestable dans le cadre du SAPL obstétrical; 10 a 15% des cas de FCS
répétées auraient un anti-phospholipide (aPL) circulant.
= Elle est beaucoup plus discutée dans le cadre des thrombophilies héréditaires.

. 20% Matformations
’ _ I Génétique parentale
Endocriniennes
‘ 15% -
15% 159% Thrombophiliques

Anatomiques endocavitaires

|diopathiques

Figure 11: Classes étiologiques des fausses couches spontanées a répeétition. (100)

Les FCP sont le plus souvent sporadiques et correspondent a un processus naturel de
sélection. (99) Les FCT se caractérisent par des phénomeénes de survenue différents de ceux
des FCP, avec la quasi-disparition des causes chromosomiques, la nette diminution des causes
ovulaires et la forte augmentation des causes «mécaniques» utérines (malformations utérines)

ainsi que des causes infectieuses. (104)
11.5. La mort Feetale in Utéro

11.5.1. Définition

Plusieurs définitions ont été proposées par les auteurs. Pour éviter les discordances
terminologiques, les experts de I’OMS ont proposé la définition suivante: “On entend par
‘mort feetale” le décés d’un produit de conception lorsque ce décés est survenu avant
I’expulsion ou I’extraction compléete du corps de la mére, indépendamment de la durée de la
gestation, le déces est indiqué par le fait qu’apres cette séparation, le feetus ne respire ni ne
manifeste aucun signe de vie tels que le battement du ceeur, la pulsation du cordon ombilical

ou la contraction effective d’un muscle soumis a la volonté”. (11)
11.5.2. Incidence

La MFIU est I’une des complications majeures de la grossesse. Sa prévalence varie d'une

région a une autre, Elle survient dans pres de 2% des grossesses dans le monde et dans 5 pour
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1 000 naissances dans les pays a haut revenu. (102) En Algérie, les données ne sont pas

disponibles pour apprécier I'ampleur réel de ce probléme.
11.5.3. Etiologie
Les causes de MFIU sont multiples. On retrouve:

« Les anomalies congenitales,

« Les complications vasculaires maternelles: prééclampsie, éclampsie, retard de
croissance intra-utérin et hématome rétro-placentaire.

« Les pathologies maternelles (diabete, HTA, lupus et autres maladies de systeme),

« Les hémorragies feeto-maternelles,
. Les agents microbiens. (13)

L’age de la femme, son poids et son niveau socio-économique constituent des facteurs de

risque dans la survenue de la MFIU. (11)
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1. Relation entre thrombophilie et complications vasculo-

placentaires

I11.1.  Modifications des facteurs de coagulation au cours de la

grossesse

Les modifications hormonales majeures de la grossesse entrainent des changements de
nombreux parametres hématologiques. Ces modifications plurifactorielles protegent les
femmes d’une hémorragie pouvant étre fatale au moment de la délivrance. A I’inverse, elles

les prédisposent aux complications thromboemboliques. (105)

Parallélement a des modifications de 1’hémogramme, une hypercoagulabilité apparait
progressivement a terme et dans le post-partum immeédiat. (106) Une prédominance du
versant procoagulant est constatée pendant la grossesse et la plupart des facteurs de la
coagulation augmentent en particuliers les facteurs VII, VIII et XII. Les taux des facteurs II,
V et X ne varient pas pendant la grossesse alors que le facteur XI diminue.

Tableau 3: Modifications globales de I'hémostase pendant la grossesse. (107)

Augmentation Diminution Stabilité

Modifications hémostatiques

Générales maternelles

- Facteurs procoagulants I, VI, VI, IX, XII X1, X1l I, VvV, X

- Facteurs anticoagulants Thrombomoduline PS PC, AT

- Protéines d’adhésion Facteur Willebrand

- Protéine fibrinolytiques PAI-1, PAI-2 t-PA TAFI

-microparticules et APL Microparticules APL
Modifications hémostatiques TFPI

Locales placentaires
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Des modifications du systeme de régulation sont aussi constatées:

- L’évolution de la protéine C est variable selon le terme, taux augmenté au deuxiéme
trimestre suivi d’une diminution au troisiéme, puis d’une nouvelle augmentation dans

le postpartum immédiat.

- Une chute des fractions libres de la protéine S, avec une diminution de 50% environ au

premier trimestre.

- Une majoration de la résistance a la protéine C activée. (108)

Il résulte de ces changements une augmentation de la synthése de thrombine ainsi qu’une

augmentation de la transformation du fibrinogene en fibrine.
Les différents facteurs se normalisent en 3 a 6 semaines aprés 1’accouchement. (109)
11.2. L hypothése thrombogéne

111.2.1. Thrombophilies héréditaires

L’état procoagulant ainsi que les lésions vasculaires retrouvées dans les analyses
anatomopathologiques des placentas en cas de PVP ont conduit a I’hypothése d’une relation

de cause a effet entre thrombophilies et accidents vasculaires placentaires.

Plusieurs études ont comparé la fréquence des anomalies vasculaires placentaires en cas
de complications obstétricales a type de PVP en présence ou non de thrombophilie. Ces
anomalies étaient non spécifiques car identiques en présence ou non de thrombophilie,

cependant elles étaient retrouvées de maniére plus fréquente en cas de thrombophilie. (110)

- Many, dans une étude portant sur les placentas de 68 femmes ayant présenté des
complications obstétricales vasculaires, a retrouvé un placenta de plus petit poids, une
augmentation du nombre d’infarctus villositaires et une augmentation de nécrose des
vaisseaux déciduaux en cas de thrombophilie par rapport aux femmes témoins sans

anomalies de la coagulation. (111)

- Gris, dans une étude cas-témoins portant sur les pertes feetales tardives, a retrouvé ces
lésions vasculaires dans 28% des cas en 1’absence de thrombophilie et dans 92% des

cas en présence de thrombophilie. (112)



Synthése Bibliographique Chapitre Il

L’analyse de la littérature concernant la relation entre thrombophilie héréditaire et
pathologie vasculaire est rendue difficile par des problémes de terminologie, mais aussi parce
que la majorité des études étaient rétrospectives avec un faible nombre de patientes.

111.2.2. Thrombophilies acquises

Bien que les explications physiopathologiques soient actuellement discordantes, le SAPL
est un facteur de risque connu et incontestable dans la survenue d’accidents obstétricaux tels
que les FCS précoces. (113) L’ensemble de la pathogénése du SAPL obstétrical est résumée

sur la figure 12.

Le systeme du complément joue un role important dans les complications obstétricales
provoquées par les aPL. Le complexe aB2GPI/B2GPI se fixe sur le tissu placentaire et active
la voie classique du complément. Cette cascade induit un état pro-inflammatoire par
recrutement des cellules de la réponse inflammatoire et une augmentation des cytokines, des
enzymes protéolytiques ou encore du FT. Cet environnement pro-inflammatoire aboutit aux
Iésions trophoblastiques et aux pertes feetales. L héparine semble étre efficace sur les CVP par
son effet anticoagulant mais également par son effet inhibiteur de 1’activation du complément.
(114)

. Anti-B,GP! antibodies react with decidual cells
Umbilical cord (= Induction of a proinflammatory phenotype

Fetal
Intervillous space blood vessels

Maternal Decidua Trophoblasts
blood vessels

aPL may induce placental thrombosis Anti-B>GPI antibodies react with trophoblasts
Monocyte, platelet, endothelial Inhibition of proliferation, differentiation;
cell activation; annexin A5 shield abnormality induction of apoptosis

Figure 12: Pathogénése du SAPL obstétrical. (115)
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Une autre cible antigénique importante des aPL est I’annexine V. C’est une protéine
capable de masquer les phosphatidylsérines au cours de I’activation plaquettaire pour former
un «bouclier» protecteur qui va limiter la disponibilité de ces PL pour les enzymes de la
coagulation et exercer ainsi une action anticoagulante. Ainsi elle maintient la fluidité et la
circulation sanguine a travers les villosités trophoblastiques. Le complexe af2PG1/B2GPI la
bloque et donc inhibe ses propriétés anticoagulantes, aboutissant aux complications
thrombotiques et obstétricales. (116)

I11.3.  Thérapeutiques actuelles des complications vasculo-placentaires

Actuellement, on disposoe de 2 classes thérapeutiques pour prévenir les PVP; les
héparines (héparine non fractionnée (HNF) ou héparine de bas poids moléculaire (HBPM)) et

I’aspirine.
111.3.1. Effet de ’aspirine sur le trophoblaste

De nombreuses études ont montré que la qualité de la circulation utéro-placentaire
dépend largement de la synthése des prostaglandines et de leur régulation pendant la grossesse
(plus particulierement de la prostacycline (PGI12) et du thromboxane A2 (TXAZ2) qui sont des
métabolites de I’acide arachidonique par I’intermédiaire de la cyclo-oxygénase 1 (COX1).
(117)

La prostacycline est produite dans les cellules trophoblastiques et dans I’endothélium
vasculaire, elle entraine une relaxation du muscle lisse utérin. Elle joue également un réle
d’inhibiteur de 1’agrégation plaquettaire et diminue ainsi le risque de thrombose et d’infarctus
placentaire. Le thromboxane A2 largement synthétisé dans les plaquettes, est un puissant
agent vasoconstricteur. Il stimule aussi 1’agrégation plaquettaire et la contractilité utérine. De
facon physiologique au cours de la grossesse, la synthése de prostacycline est augmentée,
conduisant a une prédominance de son action sur le thromboxane A2. Il en résulte une
vasodilatation, une réduction des résistances vasculaires systémique et une diminution de la

contractilité utérine. (117)

L'aspirine (acide acétylsalicylique) est un anti-Inflammatoire non stéroidien (AINS). Son
principe d'action consiste a agir par acétylation et inhibition irréversible des Cyclo-
oxygénases (COX). Cette inactivation se produit dans les plaquettes, le trophoblaste et les
cellules endothéliales. Les plaquettes qui sont des cellules anucléées ne peuvent pas restaurer

I’activité cyclooxygénase pour synthétiser le thromboxane A2 alors que les autres cellules
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nucléées peuvent resynthétiser 1’enzyme et ainsi produire de la prostacycline a partir de

’acide arachidonique. (118)

Phospholipides
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Prostaglandines H et G
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Figure 13: Mécanisme d’action de I’Aspirine. (119)

La prescription de faibles doses d’aspirine permettrait ainsi de réduire la production de
thromboxane A2 par les plaquettes sans affecter la synthése de prostacycline. Par ces effets
sur la synthése des prostaglandines et son action inhibitrice de 1’activité plaquettaire 1’aspirine

aurait un effet bénéfique dans la prévention des pathologies vasculaires placentaires. (118)
111.3.2. Effet des héparines de bas poids moléculaire

Les héparines sont des anticoagulants d’origine biologique et les véritables clés de volte
de T’arsenal antithrombotique. Leur action anticoagulante se caractérise par une
potentialisation importante (de I’ordre de 1000 fois) de I’activité de I’AT qui est I’inhibiteur
physiologique majeur de la cascade de la coagulation et de la plupart des sérines protéases.
Normalement lente, I’action inhibitrice de I’AT devient immédiate en présence d’héparine.
(120)
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Figure 14: Mécanisme d’action des héparines. (120)

Le mécanisme d’action anticoagulant des chaines d’héparine dépend de leur masse
moléculaire. Les chaines de masse moléculaire inférieure a 5400 Da (16 a 18 unités
saccharidiques) ont une activité essentiellement anti-Xa tandis que les chaines de masse

moléculaire supérieure ont une activité anti-Ila et anti-Xa.

Les effets bénéfiques de 1’héparine ont été décrits chez les patientes ayant des antécédents
obstétricaux vasculaires, associés ou non a des thrombophilies. Les premiers essais cliniques
portant sur le sujet étaient basés sur I’hypothése que les mécanismes thrombotiques
placentaires étaient la principale voie physiopathologique dans ces accidents et que par

conséquent les traitements anticoagulants diminueraient le taux de PVP.

L’effet anticoagulant seul ne semble pas pouvoir expliquer 1’action de 1I’héparine dans la

prévention des pertes feetales. Plusieurs mécanismes ont été démontrés in vitro:

1. DI’héparine restaure I’invasion trophoblastique et la différentiation des trophoblastes en

empéchant les APL de se lier aux phospholipides présents a leur surface. (121)

2. Bose a démontré que les HBPM préviennent I’effet apoptotique induit par les

anticorps circulant type lupique sur les cellules trophoblastiques. (122)

3. Salmon a démontré que I’héparine prévient les pertes feetales liées aux APL en
inactivant le complément, méme en 1’absence d’effet anticoagulant. L héparine agirait

ainsi grace a un effet anti-inflammatoire. (123)
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4. L’équipe d’Aharon a montré que le TFPI est diminué en cas de PVP chez les patientes

présentant une thrombophilie héréditaire et que ce taux de TFPI est restauré par

I’injection maternelle d’Exonaparine. (124)

Bien que les stratégies thérapeutiques concernant le SAPL soient plus ou moins codifiées,

Les décisions cliniques pour les patientes présentant des déficits héréditaires sont, par

conséquent, sujettes a discussion et sont basées sur des estimations du rapport bénéfice/risque

d’un traitement anticoagulant. (125)

L’objectif du traitement d’'un SAPL dit «obstétrical» est de prévenir la survenue de

complications maternelles et feetales. Il justifie une prise en charge pluridisciplinaire médico-

obstétricale optimale.

L’HBPM est privilégiée pour ses modalités d’utilisation plus pratiques par rapport a

I’HNF. Ce traitement peut débuter au premier trimestre dés que la viabilité de ’embryon est

confirmée. L’aspirine a dose anti-agrégante (100 mg/j), introduite des le début de grossesse,

peut étre poursuivie jusqu’a 10 jours avant la date du terme. (126)

Tableau 4: Recommandations de prise en charge thérapeutique du SAPL obstétrical.

Situation clinique
Prophylaxie primaire
Patiente asymptomatique enceinte
avec un aPL
Prophylaxie secondaire
SAPL obstétrical avec FCS précoces
récidivantes
SAPL avec > 1 MFIU ou naissance
prématurée due a une prééclampsie
sévere ou une insuffisance placentaire
Grossesse au cours du SAPL avec

antécédent thrombotique

(127)

Traitement proposé (pendant la grossesse)

Aspirine a dose antiagrégante ou surveillance

rapprochée sans traitement

HBPM ou HNF (a dose prophylactique) +
aspirine
HBPM ou HNF (a dose prophylactique ou

intermédiaire) + aspirine

HBPM ou HNF (a dose curative) + aspirine
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. Patientes et matériel

I.1. Type de I’étude

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique cas-témoins. Les patientes étaient
orientées par le service de gynécologie d’E.H.S-C.H.U de Tlemcen (Algérie). Les analyses
étaient réalisées au niveau des laboratoires d’hémobiologie et banque de sang du C.H.U de
Tlemcen et d’hématologie du CHU Saint-Eloi (Montpellier - France) pour I’étude génétique
entre Juillet 2015 et Juillet 2017.

1.2. Population de I’étude

Notre étude s’est portée sur deux groupes:

- Un groupe de patientes constitué de 80 femmes agées de 19 a 45 ans ayant des

complications vasculo-placentaires types FCSR et/ou MFIU.

- Un groupe témoin composé de 100 femmes agées de 21 a 45 ans qui ont mené a terme au
moins une grossesse, sans antécédents personnels de complications vasculo-placentaires
(FCSR et MFIU) et n’ayant pas de pathologies chroniques (hypertension artérielle,
diabéte).

1.3. Critéres d’inclusion et de non inclusion

La sélection des patientes était faite en respectant des critéres rigoureux visant a éviter les

causes les plus fréquentes de pertes feetales.
1.3.1. Criteres d’inclusion

Toute patiente agée de moins ou égale a 45 ans et a haut risque de complications vasculo-

placentaires ayant eu :

- au moins 3 avortements spontanés inexpliqués avant 10 semaines d’aménorrhée (SA) ou
- au moins 2 fausses-couches tardives entre 10 et 16 SA ou

- au moins une mort feetale in utero au-dela de 16 SA.
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1.3.2. Criteres de non inclusion

> Grossesse en cours.
> Présence de pathologies chroniques et gestationnelles (hypertension artérielle, diabéte).
> Eclampsie, pré-éclampsie, Syndrome HELLP, RCIU.

» Prise d’anticoagulants (héparine, antagonistes de la vitamine K...).
1.4. Recueil des données

Les renseignements cliniques étaient recueillis en remplissant la fiche modele pour chaque
participante et en consultant le dossier médical, un consentement éclairé était aussi rempli et

signe. (Annexes 1, 2 et 3)
1.5. Prélevements et étape pré-analytique

1.5.1. Prélévements d’hémostase

Les prélevements étaient réalisés selon les recommandations édictées par le guide de
bonne exécution des analyses d’hémostase et la norme ISO 15189. (128) Les patientes étaient
prélevées a distance de la perte feetale (apreés 12 semaines) et pour les témoins a distance de

I’accouchement (apres 6 semaines) (109) et en dehors de tout épisode infectieux.

Le sang total était recueilli dans des tubes contenant du citrate trisodique 0,109M (3,2%),
dans un rapport de 9 volumes de sang pour un volume d'anticoagulant. Apres une double
centrifugation (a 2500 tours par minute) pendant 15 minute et une décantation plasmatique, le
plasma pauvre en plaquettes était recueilli & distance de l'interface avec l'air et le culot
cellulaire et réparti en aliquotes puis congelés a -20°C pour les examens d'’hémostase a

distance. Avant I'étape analytique, l'aliquote était décongelé dans un bain marie a 37°C.

La mise en évidence d'une anomalie (présence de LA, aPA ou anticorps anti f2GPI) était
systématiquement contrélée aprés 12 semaines, de méme les déficits en AT, PC, PS et la
RPCA. Ainsi, seules les anomalies retrouvées a deux reprises étaient retenues comme facteur
de risque (Criteres de I’ISTH). (129)
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1.5.2. Preélevements de biologie moléculaire

Le sang total des patientes et témoins était prelevé sur anticoagulant EDTA par ponction
veineuse franche et congelés directement a -40°C pour une utilisation ultérieure dans
I’extraction d’ADN.

I1. Méthodes / Bilan de thrombophilie

11.1. Tests de Premiere Intention

Les analyses étaient effectuées par méthode automatique sur coagulomeétre Start 4 et STA
Compact Max® dont le principe de mesure en chronométrie est base sur un mode de détection
électromagnétique, qui met a profit I’augmentation de viscosité due a la formation progressive
du caillot en détectant I’arrét de rotation d’une bille d’acier placée dans le mélange plasma et
réactif, une diminution de I’amplitude correspond a une augmentation de viscosité du milieu,
soit au phénomeéne de coagulation. Un algorithme utilise cette variation d’amplitude pour

déterminer le temps de coagulation.
11.1.1. Temps de Quick

Le principe du temps de Prothrombine est basé sur la mesure du temps de coagulation
d’un plasma citraté pauvre en plaquettes en présence de thromboplastine calcique, le temps
obtenu est comparé a un témoin normal de référence. Il explore les facteurs de la voie

extrinseque VI et les facteurs de la voie commune: le facteur X, V, Il et fibrinogéne.

Le réactif utilisé est la thromboplastine calcique (STA Néoplastine CI), une préparation
réactive riche en phospholipides et facteur tissulaire. En pratique courante, le temps de Quick
est converti en taux de prothrombine (TP) exprimé en pourcentage grace a la courbe de
Thivolle établie a partir de plasmas normaux testés en dilution. Les valeurs normales sont

comprises entre 70 et 100%.
11.1.2. Temps de cephaline et activateur

Il s’agit du temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté pauvre en plaquettes apres
addition de phospholipides, d’un activateur du systéme contact de la coagulation et d’ions
calcium. C’est un test semi analytique qui explore les facteurs de la voie intrinseque y

compris le facteur XII, XI, IX et VIII et les facteurs de la voie commune.
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Le réactif utilisé est constitué de céphaline (phospholipides plaquettaires) et d’un
activateur particulaire non sedimentable du systéme contact de la coagulation (silice).
L’activation du facteur XII est standardisée en milieu tamponné. Le temps entre
recalcification et détection du caillot de fibrine est mesuré et rapporté en secondes. Il varie

entre 20 et 40 sec. Le résultat est exprimé en ratio malade/témoin. Chez I’adulte, il est < 1.2.
11.1.3. Dosage de fibrinogéne

La mesure est effectuée par méthode fonctionnelle chronométrique basée sur la mesure
du temps de thrombine. En présence d’un exces de thrombine, le temps de coagulation d’un
plasma contenant une faible concentration de fibrinogene est proportionnel au taux de
fibrinogéne plasmatique. Le réactif est de la thrombine calcique titrée (100 unités NIH/ml)
contenant un inhibiteur spécifique de 1’héparine (fibriprest Automate). Les valeurs usuelles

sontde2a4 g/l
1.2. Etude phénotypique
11.2.1. Recherche de la résistance a la protéine C activée
e Principe

Le principe de la détection de la résistance a la PCa repose sur un allongement
anormalement faible du temps de coagulation du plasma testé en présence de PCa et en milieu

calcique.

Dans le systeme STA - Staclot - RPCA (STAGO), la coagulation de 1’échantillon dilué
est réalisée en présence de plasma déficient en facteur V et de venin de Crotalus viridis heleri.
Ce venin agissant comme un activateur du facteur X, déclenche la coagulation a ce niveau et

¢élimine ’interaction des facteurs situés en amont.

L’allongement du temps de coagulation d’un plasma normal en présence de PCa résulte

de la capacité de la PCa apportée par le reactif, a inactiver le facteur Va du plasma testé. (74)
e Réactifs

Réactif 1: plasma humain immunodepleté en FV et enrichi en phospholipides, lyophilisé.
Réactif 2: préparation lyophilisée contenant du venin de crotalus viridis helleri.

Réactif 3: protéine C activée d’origine humaine en milieu calcique, lyophilisé.
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Réactif 4: plasma humain normal, citraté, lyophilisé utilisé comme contrdle négatif.

Réactif 5: plamsa humain citraté lyophilisé utilisé comme contréle positif.

e Mode opératoire

Tableau 5: Dosage de la RPCa

Protocole Volume
Dilution du plasma (étalon, patient ou contrdle) au 1/10. 50 ul
- Réactif 1. 50 ul
- Réactif 2. 50 ul
- Incubation a 37°C pendant 4 minutes.
- Réactif 3 50 ul
- Mesure du temps de coagulation
Le temps de coagulation d’un plasma normal est censé étre fortement
allongé

e Expression des résultats

La mesure temps de coagulation plasmatique est exprimé en seconde. Les valeurs
normales varient entre 120-300 sec. Les plasmas, dont le temps de coagulation est inférieur a

120 sec, sont considérés positifs vis-a-vis de la RPCA.

11.2.2. Dosage du facteur 11

Le principe consiste a ajouter a une dilution optimale du plasma a tester, un plasma
déficient contenant tous les facteurs a I'exception du FllI, de la thromboplastine calcique et a
mesurer le temps de coagulation du mélange a 37°C. Dans ces conditions, le temps de

coagulation est directement fonction de I'activité du FII.

Le temps mesuré est transformé en pourcentage d’activité en se référant a une droite

d’étalonnage établie a partir d’un plasma témoin ayant 100% d’activité.

Chez I’adulte, les valeurs normales de FII sont comprises entre 70 et 120%.
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1.3. Etude génotypique: recherche des polymorphismes des facteurs
Vetll

Les polymorphismes G1691A du géne du facteur V (FVL) et G20210A du géne de la
prothrombine sont des variantes génétiques dues chacune a une mutation ponctuelle sur les
génes correspondants. La recherche de ces deux polymorphismes dans notre étude était
réalisée par la techniqgue PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment

Length Polymorphism).

Dans un premier temps, D’extraction d’ADN ¢tait effectuée en utilisant un kit
d’extraction, ensuite I’amplification d’ADN était réalisée a I’aide des amorces spécifiques
dans le thermocycleur (PCR). Pour terminer, une digestion par des enzymes de restriction
(RFLP) a des endroits bien précis était effectuée et les génotypes étaient déterminés pour

chaque patiente aprées lecture des résultats obtenus par électrophorese.
11.3.1. Extraction d’ADN

11.3.1.1. Principe de I’extraction par kit

L’extraction de ’ADN génomique a partir du sang total des patientes et témoins était

faite par le kit d’extraction Promega “Wizard® Genomic DNA Purification Kit”,

Le principe du fonctionnement du Kit est basé sur un processus en quatre étapes. La
premiére étape de la procédure de purification est la lyse des cellules et des noyaux pour
I'isolement de I'ADN des globules blancs. Cette étape implique la lyse des globules rouges
par la solution de lyse cellulaire, suivie par la lyse des globules blancs et de leurs noyaux
dans la solution de lyse des noyaux. La deuxiéme étape est facultative, elle consiste en une
digestion des ARN par la RNase. Les protéines cellulaires sont ensuite éliminées par une
étape de précipitation saline, qui précipite les protéines et laisse 'ADN génomique de haut
poids moléculaire en solution. Finalement, 'ADN génomique est concentré et dessalé par
précipitation a I'isopropanol. Elle est récupérée par la suite en phase aqueuse par la solution

de réhydratation.

Le protocole détaillé de 1’extraction avec les réactifs utilisés sont indiqués en annexe 4

(du manuel technique du Kit).
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11.3.2. Quantification et contrdle de la pureté de ’ADN

Le controle de la pureté d’ADN était réalisé par le nanodrop, le maximum d’absorbance
des acides nucléiques (I’ADN et ’ARN) se situe a 260 nm, en revanche celui des protéines se
situe a 280 nm. Le rapport R= A260/A280 constitue un bon indicateur de la pureté de I’ADN.
Ce rapport doit étre compris entre 1.6 et 2. Une valeur inférieure a 1.6 témoigne d’une
contamination protéique. Cependant, une valeur supérieure a 2 indique une contamination par
I’ARN. La quantification de I’ADN était effectuée & 260 nm et la concentration d’ADN était

exprimée en pg/ml.

La qualité de notre ADN était vérifiée avec une pureté satisfaisante pour la suite

réactionnelle.
11.3.3. Génotypage
11.3.3.1. Définition de la technique utilisée

La PCR est une technique dont le but est de copier "in vitro™ de facon exponentielle un
fragment d'ADN cible. Son principal objectif est alors d’avoir assez de 'ADN matrice pour

des études ultérieures de RFLP, d'hybridation, de séquencage ... (130)

Cette technique consiste a hybrider un ADN dénaturé a deux amorces nucléotidiques, qui
permettent la copie du brin qu’elles encadrent, a 1’aide d’une ADN polymérase
thermorésistante. Chaque couple d’amorces est composé d’un oligomere de 12 a 25
nucléotides, complémentaire de 1’extrémité 3’ du monobrin de I’ADN a amplifier et d’un

autre oligonucléotide complémentaire de I’extrémité 3° du brin antiparall¢le. (131)

La polymeérisation est réalisée en présence de désoxynucléotides triphosphates (ANTP) et
de I’ADN polymeérase (Taq). Les réactions de PCR sont réalisées avec un thermocycleur, en
utilisant des programmes différents en fonction du couple d’amorces choisi et la répétition de
trois étapes (dénaturation, hybridation et polymérisation) aboutissant a une amplification

exponentielle de la séquence ciblée. (132)
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Figure 15: Différentes étapes de la PCR.

La technique RFLP repose sur la digestion d'un ADN cible par une ou plusieurs enzymes
de restriction spécifiques des sites portés par I’ADN. Elle est utilisée pour refléter directement
les variations dans la séquence primaire de I'ADN (polymorphismes par exemple). Cette
technique est facilitée par la possibilité d'obtenir un nombre considérable de copies d'une
séquence cible d'ADN grace a la technique de PCR. Apres électrophorese, 1’identification des

polymorphismes sur les fragments digérés est possible. (133)

Dans notre étude, I’amplification et le génotypage était réalisee au laboratoire
d’hématologie / CHU Saint-Eloi (Montpellier / France) par une duplex PCR présentant
I’avantage d’utiliser le méme mix réactionnel et la méme enzyme de restriction pour la
recherche des deux polymorphismes. En fait cela était possible suite au développement par
I’équipe de laboratoire des amorces anti-sens dont les extrémités 3’ étaient modifiées pour

créer un seul site de clivage par I’enzyme HindIII. (134) (Tableau 6)
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Tableau 6: Séquences des amorces, longueur des produits de PCR et taille des fragments
de la digestion (pb). F: forward, R: reverse, pb: paire de bases.

Mutations Séquences des amorces Produits | Enzymes Produits de digestion enzymatique
de PCR de Normal | Hétérozygote | Homozygote
restriction
FVL F: 241 HindlII 241 241+209+32 209+32
G1691A TCAGGCAGGAACAACACCAT
R:
GGTTACTTCAAGGACAAAATA
CCTGTAAAGCT
Fll F 345 Hindlll 345 345+322+23 322+23
G20210A | TCTAGAAACAGTTGCCTGGC
R:
ATAGCACTGGGAGCATTGAA
GC

11.3.3.2.

Préparation du mélange réactionnel de la PCR

Pour la détection des polymorphismes FVL et G20210A de la prothrombine, deux

couples d’amorces sens (F) et anti-sens (R); FV-10A, FV-506, FII-R1 et FII-R2 étaient

utilisés. Un mix réactionnel pour 25 échantillons était préparé et le volume final dans chaque

tube était 25 pl (22 pl de mix + 3 ul d’ADN génomique). Le mélange réactionnel était

composé comme suit :

Tableau 7: Composition du mélange réactionnel pour PCR.

Réactifs MIX PCR [C] finale Vol/tube (ul) Mix/ 25 tubes (ul)
Tampon QIAGEN 10X 1X 2,5 62,5
MgCI2 25mM 1,5mM 15 37,5
Solution Q (5X) 1X 5 125
dNTP 25mM 100 uM 0,2 5
FV-10A 100uM 0,23 5,75
FV-506 100uM 0,23 5,75
FII-R1 100puM 0,03 0,75
FI1-R2 100pM 0,03 0,75
Eau distillée (ED) 12,18 304,5
Hot Star Taqg polymérase 0,1 2,5
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Pour Vvérifier I'exactitude des résultats, 6 ADN controles étaient systématiquement inclus
dans chaque PCR: un double hétérozygote (Th), un homozygote pour le FV(THS5), un
homozygote pour le FIl (TH2), 2 controles normaux pour FV et FIl (TN) et un controle

négatif (T-, tube sans ADN) pour vérifier qu’il n’y avait pas de contamination.
11.3.3.3.  Programme d’amplification
Le thermocycleur était programmé ainsi:

- Une dénaturation initiale pendant 15 minutes a 96°C, suivie de 30 cycles avec :
= Une dénaturation a 98°C pendant 45 secondes.
= Une hybridation a 58°C pendant 90 secondes.
= Une élongation a 72°C pendant 135 secondes.

- Une élongation finale & 72°C pendant 5 minutes.
11.3.3.4. Electrophorése des produits de PCR

La révélation des produits d’amplification était réalisée par I’'imageur UV aprés migration
sur gel d’agarose a 1% pendant 40 minutes. Les tailles des fragments obtenues étaient de 241

et 345 pb pour les facteurs V et Il respectivement.
11.3.3.5. Digestion enzymatique

15 pl du produit de PCR était mélangé avec 15 ul de mix de digestion (annexe 5) pour
étre digéré par I’enzyme HindlIII & une concentration de 10U/ul dans un volume final de 30 pl.

Les tubes de digestion étaient ensuite incubés a 37 °C pendant une nuit.
11.3.3.6. Electrophorése des produits de la digestion

Les produits de digestion étaient visualisés par bromure d’éthidium (BET) sous UV apres
migration sur un gel d’agarose de 2.4% pendant 1.40 heure. Les tailles des fragments obtenus

selon les polymorphismes sont mentionnées dans le tableau 3.

Pour les alléles des facteur V et Il, le genotype normal aboutissait a des produits non
digérés 241 et 345 pb, respectivement (absence du site de restriction), tandis que I’alléle muté
conduisait a des fragments digérés (209 + 32 et 322 + 23 pb, respectivement). Les formes
hétérozygotes étaient caractérisées par la présence des fragments digérés et non digérés a la

fois (figures ). Les petits fragments (32 et 23 pb) n’étaient pas visibles sur le gel.
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Figure 16: Detection de la mutation FVL par la technique PCR-RFLP, N: normal, m:
muted, MW: molecular weight marker.
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Figure 17: Profils électrophorétiques de duplex-PCR des facteurs V et I1.

Colonne 1, marqueur de taille moléculaire (1 kb); colonne 2, produits de PCR digérés pour le FIl ( Fll
homozygote) / produits de PCR non digérés pour le FV (FV normal); colonne 3, produits de PCR non
digérés pour le FII ( FIl normal) / produits de PCR digérés pour le FV (FV homozygote); colones 4 -
9, produits de PCR non digérés pour le FIl ( F1I normal) / produits de PCR non digérés pour le FV (FV
normal); colone 10, produits de PCR non digérés pour le FIl ( F1I normal) / produits de PCR digérés et
non digérés pour le FV (FV hétérozygote); N, allele normal; m, allé N, alléle normal; m, allele muté.
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Figure 18: Profils électrophorétiques de duplex-PCR des facteurs V et Il (suite).

Colone 1; produits de PCR digeérés et non digérés pour le FIl ( FIl hétérozygote) / produits de
PCR digérés et non digérés pour le FV (FV hétérozygote); colone7; produits de PCR digérés
et non digerés pour le FII ( FII hétérozygote) / produits de PCR non digérés pour le FV (FV

normal).
11.4. Autres tests

11.4.1. Dosage des inhibiteurs physiologiques de la coagulation
11.4.1.1. Dosage de I’antithrombine

Le dosage photométrique de I’AT utilise une méthode amidolytique sur substrat
synthétique chromogene, Il mesure I’activité cofacteur de I’héparine. L’antithrombine (AT)
exerce une action anti-thrombinique puissante et immédiate en présence d’héparine, cette
méthode chromogénique étudie 1’inhibition de la thrombine par I’AT plasmatique en présence

d’héparine.

La thrombine d’une quantité fixe est apportée en exceés a la dilution du plasma a tester.
L’AT neutralise une partie de celle-ci par formation de complexes inactifs. La quantité de
thrombine résiduelle hydrolyse le substrat chromogene CBS 61.50. Le taux de pNA (molécule
chromophore, paranitroaniline) libéré, mesuré a 405 nm est inversement proportionnel a la
quantité d’AT plasmatique présente dans le milieu. Le dosage n’est pas influencé par

I’héparine thérapeutique:
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Phase d’inhibition | Fl1a @excas) + AT "P2 M [IAT active) + F11a (resicuen)

Phase de détection | Flla gesiguery + Substrat chromogene — pNA

Valeurs normales: 80 a 120%.
11.4.1.2. Dosage de la Protéine C
A. Dosage amidolytique (STA Stachrom PC)
e Principe

En présence de ’activateur spécifique le venin d’ Agkistrodon contortrix (réactif 1), la PC
du plasma est transformée en PC activée. La quantité d’enzyme ainsi formée est dosée par son
activité amidolytique sur le substrat synthétique CBS 42.46 (réactif 2). La libération de pNA

est mesurée a 405 nm et est proportionnel a la concentration en PC dans le plasma du patient.

Venin de serpent E

PC PCa

AT
=] =
<:?Gt>
frremessne ........ 4@ o \ =

Figure 19: Dosage de I’activité de PC sur automate STA compact par méthode
amidolytique.

Substrat

e Mode opératoire
Kit commercial: STACHROM PC (Diagnostica STAGO)

Les plasmas a tester étaient dilués au Y% ensuite, incubés en présence de venin
d’Agkistrodon contortrix (activateur de la PC). Aprés 5 minutes, le substrat (CBS 42-46) était
ajouté au mélange puis aprés exactement 5 minutes, la réaction était arrétée par adjonction
d’acide acétique pur. La lecture de la densité optique était réalisée a 405 nm par rapport a un

blanc obtenu en mélangeant dans 1’ordre suivant; 1’acide acétique, ’activateur de la PC, le
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substrat et le NaCl 0,15M. La droite tracée etait utilisée pour déduire les taux de PC des

plasmas a tester.
B. Dosage Chronométrique (STA Staclot PC)
e Principe

En présence de I’activateur spécifique d’Agkistrodon contortrix (réactif 1), la PC du
plasma est transformée en PC activée, capable de dégrader le facteur VIII et le facteur V et
donc de prolonger le TCA d’un systéme ou tous les facteurs sont présent, constant et en exces

(apporté par le réactif 2) a I’exception de la PC a doser apportée par le plasma du patient.
e Reéactifs

Réactif 1: fraction hautement purifiée de venin d’Agkistrodon contrix, capable d’activer
spécifiqguement la PC lyophilisée.
Réactif 2: plasma humain lyophilisé, dépourvu de PC.

e Mode opératoire

Tableau 8: Dosage chronométrique de la PC.

Dans un systeme STA-Compact a 37°C Volume
-Dilution du plasma (étalon, patient ou contréle) au 1/10 50 ul
- Réactif 1 50 pl
- Réactif 2 50 pl

-Mélanger et incuber a 37°C pendant 4 minutes
- Mesure du temps de coagulation en ajoutant le CaCl2 0,025M pré-incubé a 37°C. | 50 ul

Le temps de coagulation est reporté sur la droite d’étalonnage (calibrant au 1/10,
1/20, 1/40 et 1/80) afin de déduire le taux de PC en %.

Valeurs normales: 70 a 140%.
11.4.1.3. Dosage de la Protéine S
A. Dosage chronométrique de la PS totale
e Principe

Le principe du dosage chronométrique de la PS, repose sur 1’activité cofacteur de la PS

potentialisant I’effet anticoagulant de la PC activée, objectivée par ’allongement du temps de
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coagulation d’un systéme enrichi en facteur Va, substrat naturel de cet inhibiteur. L’ajout du
facteur V permet de minimiser le réle du facteur V apporté par le patient et donc de rendre le

test moins sensible a une éventuelle RPCa.
e Réactifs

Réactif 1 : plasma déficient en PS.
Reéactif 2 : PC activée.

Reéactif 3 : préparation enrichie en facteur Va.
e Mode opératoire

Tableau 9: Dosage chronométrique de la protéine S totale.

Protocole Volume
- Dilution du plasma (étalon, patient ou controle) au 1/10 50 ul
- Réactif 1 50 pl
- Réactif 2 50 pl
- Réactif 3 50 ul
- Mélanger et incuber a 37°C pendant 4 minutes
- Ajouter le CaCl2 0,025M preé-incubé a 37°C 50 pl
Le temps de coagulation est reporté sur la droite d’étalonnage afin de déduire le
taux de PS (en %).

Valeurs normales: 55-140 %.
B. Dosage antigenique de la protéine S libre

Le principe est basé sur 1’augmentation de la turbidité d’une suspension de
microparticules de latex mesurée par photométrie (immuno-turbidimétrie). Lorsque des
microsphéres de latex sur lesquelles sont fixés par covalence des anticorps monoclonaux
spécifiques de la PS libre sont mises en présence de la PS libre du plasma a tester, la réaction
antigene-anticorps entraine une agglutination de ces microspheres. Ce phénomeéne induit une
augmentation de la turbidité du mélange réactionnel et donc une ¢€lévation de I’absorbance du
milieu. L’amplitude de cette augmentation est fonction de la quantité de PS libre dans le

plasma a tester.

Valeurs normales : 60-140%.




Patientes, matériel et méthodes

11.4.2. Recherche des anticorps anti-phospholipides

Deux populations distinctes d’anticorps peuvent étre mises en évidence, les tests de
coagulation étaient utilisés pour la détection du lupus anticoagulant et les tests immuno-

enzymatiques pour la recherche des anticorps anticardiolipines et anti-p2 GPI. (135)
11.4.2.1. Mise en évidence de lupus anticoagulant
A. Etape de dépistage
e PTT-LA (Partial thromboplastin time - Lupus Anticoagulant)

Le principe est basé sur la détermination du temps de céphaline activateur (TCA) avec le
réactif PTT sensibilisé constitué de céphaline extraite de tissu cérebral de lapin et un
activateur particulaire (silice micronisée) en milieu tamponné. Les temps de coagulation sont

plus allongés en cas de LA qui neutralisent les phospholipides du test.

Les résultats sont exprimés en ratio; le rapport PTT-LAwr = temps malade / temps
témoin est calculé. Si ce ratio est supérieur a 1.2, le test est positif et doit entrainer la

réalisation d’un test du mélange (volume a volume).
Valeurs normales: 28 - 40 secondes.
e« DRVV Screen (Viper Venom time screening assay)

Le test du temps de venin de vipere Russel dilué¢ est basé sur 1’utilisation d'un venin
capable d'activer directement le facteur X en présence de phospholipides et n'est donc pas
influencé par les déficits en facteurs VIII, IX ou en facteurs du systéeme contact ou par les
inhibiteurs dirigés contre ces facteurs. Lorsque le LA est présent, il allonge le dRVVT par

inhibition de 1’une ou plusieurs des étapes enzymatiques dans la voie induite par le venin.
Valeurs normales: 28 - 40 secondes.
B. Test de mélange

Le test de mélange permet la mise en évidence de I'effet inhibiteur du plasma par la
présence d’un anticoagulant circulant. On apprécie la correction de 1’allongement du test

PTT-LA apres mélange a parties égales, du plasma a tester et d’un pool de plasmas témoin.
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Si le test du mélange est normal, on proceéde au méme test aprés une incubation d’une
heure & 37°C. La non correction de I'allongement initial du PTT-LA est évaluée par le calcul
de I'indice de Rosner (IR).

P temps du mélange (Malade + Témoin)- temps (Témoin) 100
B temps (Malade) X

0,5 PTTLA — PTTLA Témoin
"PTTLA": IR = x 100
PTTLAMalade

Si IR est inférieur a 12, le test est négatif. S’il est compris entre 12 et 15, le test est

douteux. Une valeur supérieure ou égal a 15 indique un test est positif.

La présence d’un inhibiteur se traduit par la non correction de 1’allongement initial du test
(test positif), au contraire la normalisation du temps de coagulation par I’ajout de plasma
normal (test de mélange négatif) est en faveur d’un déficit de I’un des facteurs explorés par le
test. En I’absence de correction totale aprés le mélange avec du plasma normal, on effectue un

test de confirmation (Staclot LA pour le PTTLA).
C. Etape de confirmation

Cette étape permet le diagnostic différentiel entre le LA et les inhibiteurs dirigés contre
les facteurs de la coagulation. Dans le cas du LA, la dépendance en phospholipides de
I'inhibiteur est confirmée par la réalisation d'un test de neutralisation en présence de forte
concentration de phospholipides. Un raccourcissement du test de coagulation de dépistage
initialement allongé en présence de fortes concentrations de phospholipides confirme la

présence d'un lupus anticoagulant. Deux tests sont disponibles:
- Staclot LA

En solution aqueuse a 37°C, les molécules de phopshatidyléthanolamine (PE) purifiées
présentent des structures moléculaires hexagonales de phase HIIl. Ces structures sont
reconnues par les anticorps anti-phospholipides de type lupique. En systéeme de temps de
Céphaline + activateur sensibilisé, I’apport de PE de phase HII corrige 1’allongement du TCA
dd a la présence de LA. Le test prévoit un apport de plasma normal (correction des déficits en

facteurs) et contient un inhibiteur d’héparine.
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On mesure les temps de coagulation pour malade+Tampon (T1) et pour malade +PE
(T2), ensuite on calcule la différence; TI-T2. Une diminution du temps de coagulation du tube
2 (T2) supérieur ou égale a 8 secondes par rapport a celui du tube 1 est significative d'une

neutralisation des anticorps antiphospholipides.

- DRVV confirm

L’¢étape de confirmation consiste a réaliser de nouveau le test de dépistage en utilisant un
réactif contenant des concentrations élevées de phospholipides. Ces derniers apportés en plus
grande quantité vont neutraliser, au moins partiellement, 1’inhibiteur de la coagulation,

entrainant ainsi une correction du temps de coagulation.

Aprés incubation quelgues minutes a 37 °C, le plasma a tester et le réactif sont mélangés
a volume égal et le temps de coagulation est mesuré. Un temps témoin est déterminé dans
chaque série de mesures sur un pool de plasmas normaux. Il est en général légerement plus

court (de 2 a 5 secondes) que le tmoin mesuré a I'étape de dépistage.

Le résultat est exprimé en secondes et sous forme de ratio rapporté a un temps témoin et

le résultat final est exprimé en ratio normalise.
Ratio normalisé = DRVV Screen / DRVV Confirm

Interprétation

Positif Négatif
Indice Rosner (IR) > 15 <12
Staclot LA > 8 sec < 8sec
Ratio normalisé: Screen/Confirm | > 1,2 <12

Pour conclure sur la présence ou 1’absence de lupus anticoagulant

> Si 13 < IR < 15, refaire le test du mélange de suite.
> Si le résultat est douteux, contréler une semaine apres.

11.4.2.2. Dosages des anticorps anti-phospholipides

Ces anticorps étaient recherchés par méthode immunologique indirecte en utilisant un test
ELISA Sandwich.
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A. Dosage immuno-enzymatique et typage des anticorps anti-phospholipides

Il s’agit d’un dosage quantitatif des anticorps anti-phospholipides (aPA) de classe 1gG ou
IgM. Un support plastique recouvert de phospholipides (cardiolipine, acide phosphatidique et
phosphatidylserine) est mis en contact avec une solution stabilisante contenant de la B2 GPI,
cette derniére se fixe sur les anticorps anti-phospholipides éventuellement contenus dans le
plasma a tester: les aPA fixés sont révélés a I’aide d’un immunoconjugué qui se fixe sur les
déterminants antigeniques libres, le taux de peroxydase liée est mesuré par son activité sur un
substrat, I’intensité de la coloration, apres arrét de la réaction par un acide fort, est fonction de

la concentration initiale d’anticorps anti- phospholipides présente dans le milieu (Figure).

Le taux d’anticorps est normalement inférieur a la valeur du seuil de positivité, les
valeurs normales des aCL en fonction du kit EUROIMMUN utilisé étaient:

aCL IgG <12Ul/mL.

aCL IGM <12 Ul/mL.

Conjugué antilgG ou

antiIgM couplé la
O Plasma peroxydase

dil :1/101 v 2/ HaS04
"’ 1/TMB
¥ - 3% SRR W

LLpevt=b 1311} | == |H1L 4] | o= | ILELL

30mna 30mna
ardiolipine température température Eeciired
ambiante ambiante
Phosphatidylsérine 450 nm
+ Lavage (5x) + Lavage (5x)

Acide phosphatidique

Figure 20: Dosage immuno-enzymatique des aPA 1gG ou IgM par la méthode ELISA,
TMB, tétra-méthyl-benzidine.

B. Dosage immuno-enzymatique des anticorps anti-g2 GPI 1gG et IgM

Le test permet la détection par méthode ELISA des anticorps dirigés contre la (2-
glycoprotéine I ou apolipoprotéine H, d’isotype IgG ou IgM. L’antigéne 32-GPI est adsorbé

sur un support solide constitué de 12 barrettes de 8 micropuits en plastique. Dans un premier
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temps, 1’échantillon dilué est distribué dans chacun des puits. S’il contient les auto-anticorps
recherchés, ceux-ci vont se fixer a I’antigéne, un premier lavage permet d’éliminer les
éléments non fixés. On ajoute ensuite un conjugué (anti-1gG ou anti-lgM) humain couplé a la

phosphatase alcaline qui se fixe au complexe antigene-anticorps précédemment formé.

Apres incubation I’exceés de conjugué est ¢éliminé par un second lavage, I’étape de
chromogénése est réalisée en déposant un substrat de 1’enzyme. Au cours de celle-ci, se
développe une coloration proportionnelle a la quantité d’anticorps anti-B2 GPI présents dans
I’échantillon. L’addition de NaOH (soude) 1N permet de bloquer la réaction enzymatique
(figure).

Les valeurs normales des aCL en fonction du kit EUROIMMUN utilisé étaient:
anti-p2 GPI 1gG < 20 Ul/mL.
anti-2 GPI IgM < 20 UI/mL.

Conjugué antilg ou
antiIgM couplé a la
O Plasma phosphatase alcaline

dil :1/101 * 2/NaOH

\ ‘r\ 1/PNPP \

anti-B26P1 ‘ ‘ ‘ ‘
—_— —_—

B A : '
JULJL JWJIL soma  JLLJL soma  JLLIA

température 37 chambre =
p2GPI ambiante humide Lecture 4
humaine 406 nm
+ Lavage (3x) + Lavage (3x)

Figure 21: Dosage immuno-enzymatique des anti-p2 GPI 1gG ou IgM par la méthode
ELISA.
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11.5. Etude statistique

Les données recueillies étaient transférées dans un logiciel d’analyse statistique
«Minitab® 18.1». Une analyse descriptive puis comparative des deux groupes était réalisée.
Le test t de Student était utilisé pour comparer les variables quantitatives alors que, celui du
khi2 de Pearson pour les variables qualitatives. Une analyse multivariée était aussi effectuée
pour déceler les corrélations possibles entre les caractéristiques cliniques des patientes et les
résultats biologiques. La différence était considérée significative si la valeur de p <0.05. Les

graphiques étaient traces apres transfert des données sur Microsoft office Excel.
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Résultats

I. Etude descriptive
1.1. Données épidémiologiques

.11, Age

L’¢étude avait porté sur 80 patientes et 100 témoins. Les extrémes d’ages des patientes
étaient del9 et 45 ans avec une moyenne de 33.28 ans (z 6.28). Pour la population saine, les
extrémes étaient de 21 et 45 ans avec une moyenne de 32.84 ans (£5.96). Les moyennes d’age
étaient similaires pour les deux groupes.
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Figure 22: Répartition des patientes et témoins selon la tranche d’age.

I.1.2. Origine géographique
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Figure 23: Répartition des patientes selon I’origine géographique.
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92.5% des patientes incluses dans 1’étude étaient de la wilaya de Tlemcen. Elles
provenaient de plusieurs communes. La commune de Tlemcen occupait la premiére place

suivie par Maghnia.
1.2. Données cliniques
1.2.1. Grossesses et parité

e Nombre de grossesses et parité

Tableau 10: Nombres de grossesses et parité des patientes et témoins.

Patientes Témoins
Nombre de grossesses vécues, moyenne 5 2.4
Valeurs limites 1-13 1-5
Nombre d’enfants vivants, moyenne 1.1 2.4
Valeurs limites 1-6 1-5

Les résultats montraient que le nombre de grossesses chez les patientes était en moyenne
de 5 avec 1 enfant vivant en moyenne. Chez les témoins, le nombre de grossesse était le

méme que celui de parite.

e Nombre de patientes avec au moins une grossesse a terme

m Patientes avec au moins une grossesse a terme

= Patientes sans grossesse a terme

Figure 24: Répartition des patientes selon la parité.

Seulement 43% de nos patientes avaient des grossesses a terme avec au moins un enfant

vivant.
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1.2.2. Consanguinité

Patientes

T

0 20 40 60 80 100

M Consanguine M Non consanguine

Figure 25: Répartition des patientes et témoins selon la consanguinité.

La consanguinité était plus fréquente chez les patientes avec un pourcentage de 22.5%.
En comparant les 2 groupes, la différence était significative avec une valeur de p de 0.021.

1.2.3. Frequence et nature des CVP
1.2.3.1. Fréquence des CVP

Le nombre total de pertes feetales variait de 1 a 13 par patiente avec une moyenne de

3,65. La méme moyenne était observée pour les FC alors que celle des MFIU était de 1.5.

Tableau 11: Nombre des différents types de CVP.

Moyenne  Valeurs limites

Nombre de FC 3.6 1-13

Nombre de FCP 2.1 1-9

Nombre de FCT 2 1-4

Nombre de MFIU 15 1-3
Patientes avec récidive de MFIU 3

1.2.3.2. Nature des CVP

Les FC étaient nettement plus fréquentes que les MFIU. Elles avaient un pourcentage de

75% contre 8.75% pour la MFIU. 16.25% des patientes avaient présentées les deux types de
complications.
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Figure 26: Répartition des patientes selon le type de CVP.

1.2.3.3. Type de FC

Les FCP étaient prédominantes avec un pourcentage de 57.97%. Les FCT avaient un
pourcentage de 2.89% et 39.13% des patientes avaient a la fois des FC précoces et tardives.
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Figure 27: Répartition des patientes selon le terme de FC.
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1.2.4. Antécédents médicaux

Tableau 12: Antécédents médicaux des patientes et témoins.

Patientes Témoins p
Antécédents familiaux de CVP 15 8 0.031
Nombre des cas apparentés avec CVP, moyenne 1.73 1.41
Valeurs limites 1-4 1-3
Antécédents personnels de maladie 4 1 0.104

thromboembolique

15 patientes avaient des antécédents familiaux des pertes feetales contre 8 témoins, une
différence significative était retrouvée en comparant les 2 groupes (p = 0.031). Ce résultat
peut indiquer que chez une femme ayant des apparentées avec CVP, la survenue des pertes est

susceptible.

Les antécédents personnels de maladie thromboembolique étaient rapportés chez 4
patientes, alors que chez les témoins un seul cas était observé. La différence entre les deux

groupes n’était pas significative (p = 0.104).
1.2.5. Utilisation des contraceptifs oraux (CO)

1.2.5.1. Pourcentage

Témoins Patientes

M Prise de CO m Prise de CO

M Pas de prise m Pas de prise

Figure 28: Répartition des patientes et témoins selon la prise des CO.

69% des patientes avaient pris des CO, chez les témoins un pourcentage de 85% était

trouvé.
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1.25.2.  Type du contraceptif utilisé

Les contraceptifs de type cestroprogestatif étaient les plus utilisés que ce soit chez les
patientes (90.9%) ou les témoins (88,23%).

M Pilule cestroprogestative M Pilule progestative

un
P

50

(=]
—

. .

TEMOINS PATIENTES

Figure 29: Répartition des patientes et témoins selon le type de CO pris.

La durée d’usage de contraceptifs était plus importante chez les témoins avec une durée
moyenne de 3.9 ans (5 mois - 17 ans). Pour les patientes, la durée moyenne était 1.83 ans (1

mois - 9 ans).
1.2.6. Présence d’autres pathologies

10% de patientes avaient présenté des pathologies autres que celles indiquées dans les
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Figure 30: Répartition selon le type de pathologie rencontrée.
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La pathologie associe la plus fréguemment observée chez les patientes était
I’hypothyroidie avec un pourcentage de 5%. Pour les autres pathologies, un pourcentage de

1.25% était trouvé.

Ce qui était particulier comme pathologie est le déficit congénital en Facteur XIII
(FXII), diagnostiqué chez une patiente ayant 13 FC. Le mécanisme était expliqué par des

hémorragies pouvant étre responsable de pertes feetales.

Concernant la durée d’évolution de ces maladies, les patientes ont énoncé des durées
variantes de 2 a 20 ans avec une moyenne de 8 ans.

1.3. Résultats biologiques

1.3.1. Tests de premiére intention

Les valeurs des différents parametres du bilan de routine (TP, TCA, fibrinogéne) sont

exposeées sous forme de moyenne + écart-type.

Tableau 13: Valeurs des tests de premiére intention dans les groupes patientes et

témoins.

Parametre Patientes Témoins p
TP (%) 90.6 + 10.3 92.99 + 8.38 0.095
TCA () 31.05+5.73 31.09 + 3.44 0.954

Fibrinogéne (g/l) 3.34+£0.93 3.37+£0.90 0.829

En comparant les moyennes obtenues dans les 2 groupes, aucune différence significative

n’a été observée.
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HTémoins Patientes

20

' Patientes

TP Témoins

FIBRINOGENE

Figure 31 : Anomalies des tests de coagulation rencontrées chez les patientes et témoins.

Le TP était bas chez 4 patientes (soit 5%) et normal chez tous les témoins, une différence
significative était trouvée avec une valeur de p de 0.024. Le TCA était allongé chez 3
patientes (soit 3.75%) et normal pour tous les contréles, aucune différence significative
n’avait été observée (P = 0.051). Pour le taux de fibrinogéne, des anomalies étaient apercues
chez 25% des patientes et 17% des témoins (P = 0.275).

1.3.2. Etude phénotypique
1.3.2.1. Résistance a la protéine C activée

Tableau 14: Résultats de la recherche de RPCa dans les groupes patientes et témoins.

Parameétre Fréguence Moyenne Valeurs limites  Valeurs normales
Patientes 5 (6.25%) 228.71 70.4 — 300 120 - 300

Témoins 0 (0%) 203.41 120.3 - 300 120- 300

Les valeurs moyennes de RPCa étaient comparables dans les groupes patientes et
témoins, 228.71 et 203.41 respectivement. La frequence de la RPCa était de 6.25% chez les

femmes avec CVP, 0% chez les contrdles et 2.77% dans la population générale.
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RPCA+
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Figure 32: Prévalence de RPCa chez les patientes et les témoins.

Aucun cas positif de RPCa n’a été trouvé dans le groupe contr6le, alors que 5 cas étaient
détectés dans le groupe des patientes. La différence était significative avec une valeur de p de
0.011.

1.3.2.2.  Dosage du facteur Il

Tableau 15: Résultats du dosage du facteur I1.

Parameétre Fréquence Moyenne Valeurs Valeurs
limites normales
Patientes 2 (2.5%) 86.45 52 - 124
L 70- 120
Témoins 1 (1%) 85.96 55-123

Les valeurs moyennes du taux de FII étaient similaires, 86.45 et 85.96 dans les groupes
patientes et témoins respectivement. Un taux élevé du FII était remarqué chez 2.5% des

patientes et 1% des contrdles.

En comparant le nombre de cas et témoins ayant des taux élevés de FIl. Aucune

différence significative n’a été trouvée (P = 0.434).
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1.3.3. Etude génotypique
Le génotypage était réalise pour 60 patientes et 45 témoins.
1.3.3.1. FVL

La fréquence de la mutation FVL était de 8.33% chez les femmes avec CVP, 0% chez les

controles et 4.76% dans la population générale.

Tableau 16: Distribution de la mutation FVL dans les groupes patientes et témoins.

Génotype Patientes (n =60) Témoins (n = 45) p
Normal (GG) 55 45 0.047
Hétérozygote (GA) 5 0
Homozygote (AA) 0 0

L’analyse génétique avait révélé la mutation du FVL chez 5 patientes, aucun cas n’a été
retrouvé chez les témoins. Une différence significative entre les deux groupes avec une valeur
de P de 0.047 était obtenue.

La mutation de FVL était présente sous la forme hétérozygote, aucun cas de forme

homozygote n’a été détecté.
1.3.3.2.  Polymorphisme G20210A de FII

Pour la mutation de FIl G20210A, la fréquence était de 8.33% chez les femmes avec

CVP, 11.11% chez les contrdles et 9.52% dans la population générale.

Tableau 17: Distribution de la mutation G20210A du FII dans les groupes patientes et

témoins.
Génotype Patientes (n =60) Témoins (n = 45) p
Normal (GG) 55 40 0.631
Hétérozygote (GA) 5 5
Homozygote (AA) 0 0

5 cas étaient retrouvés dans le groupe des patientes et le méme nombre était obtenu chez
les témoins. Par conséquent, la mutation G20210A n’était pas significativement assoCiée avec

la survenue des CVP dans notre étude (p = 0.631).

La forme hétérozygote était la seule forme rencontrée dans les deux groupes.
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Pour I’association des deux mutations, un seul cas double hétérozygote était révélé.
1.3.4. Dosage des inhibiteurs physiologiques de la coagulation
Les fréquences des déficits en PC, PS et AT étaient 7.5%, 7.5% et 3.75% respectivement.

Tableau 18: Résultats de la recherche des déficits en inhibiteurs de la coagulation.

Parameétre  Fréquence Moyenne Valeurs limites  Valeurs normales

PS 6 (7.5%) o 30 - 143 55 - 140
PC 6 (7.5%) 90,13 55-143 70 - 130
AT 3 (3.75%) 96.62 46 - 119 80- 120

1.3.5. Recherche des anticorps anti-phospholipides

15,00%

12,12%

3,03%

LA+ aCL+ anti-B2 GPI+

Figure 33: Fréquences des anticorps anti-phospholipides dans le groupe des patientes.

La recherche de LA était positive chez 15% des patientes. Deux patientes avaient des
aCL positives, I’une a présenté des aCL IgM (50%) et I’autre des aCL IgG. La fréquence des
anti-B2 GPI étaient de 12.12%, 87.5% des patientes avaient des IgM, alors que 12.5% ont

présenté des IgG.

En classant les 21 patientes atteintes du SAPL, 4.76% avaient un type | et le reste étaient

du type II.
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LA-acL IgG+anti-B21gG+ [ 4,76%

LA-act+ anti-p2GP- [ 4,76%

Figure 34: Classification des 21 patientes atteintes du SAPL.

Les associations des deux types de thrombophilies retrouvées chez les patientes sont

résumées dans le tableau suivant.

Tableau 19: Patientes présentant des pathologies héréditaires et acquises.

Parametre PC + PS + RPCa+ PC+ Anti- PS+ Anti-
LA LA aCL IgM B2 IgM B2 IgM
Nombre 4 3 1 1 1
Fréquence (%) 6.15 4.61 1.53 1.53 1.53
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1.4. Prise du traitement anticoagulant

1.4.1. Pourcentage de prise et type du traitement pris

29 patientes avaient pris un traitement a visée préventive (36%).

® Prise du traitement
pendant la grossesse

m Pas de prise

Figure 35: Répartition des patientes selon la prise du traitement anticoagulant.

Les trois options thérapeutiques observées étaient: 1’Aspégic, le Lovenox ou bien une
association des deux. L’Aspégic était le médicament le plus prescrit avec un pourcentage de

82.75%. Le Lovenox avait un pourcentage de 10.34% et 1’association un pourcentage de

6.89%.

Aspégic + Lovenox -2
Lovenox -3

Figure 36: Répartition des patientes selon le type du traitement pris.
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1.4.2. Durée de prise

Traitement non pris pendant toute la durée :9
Traitement pris pendant toute la durée de | '20
grossesse

Figure 37: Répartition des patientes selon la durée de prise médicamenteuse.

20 patientes avaient pris le traitement anticoagulant pendant toute la durée de la grossesse
soit 68.96%. Par ailleurs, 31.04% des femmes avaient interrompu la prise.

1.4.3. Résultat de prise

Seulement 34% des patientes recevant le traitement, ont pu mener a terme leurs

grossesse.

B Patientes ayant mené une
grossesse a terme sous
traitement

M Patientes n'ayant pas
mené une grossesse a
terme

Figure 38: Répartition des patientes selon le résultat de prise médicamenteuse.
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I1. Etude analytique

1.1. Corrélation phénotype - génotype

» FVL/RPCa

Chez les 5 cas retrouvés de FVL, la RPCa était positive. Ce résultat indique que la
présence de la mutation FVL était responsable du phénotype RPCa dite dans ce cas

héréditaire.
=  Polymorphisme G20210A de prothrombine / taux du FlI

Le lien entre la présence de la mutation G20210A et le taux de FII était étudié, cependant,
la corrélation n’était pas prouvée. Les patientes avec mutation de II n’avaient pas toutes des

taux élevés de ce facteur.
1.2. Corrélation clinique - biologique

Une analyse multivariée était effectuée pour déceler les relations possibles entre les

différents parametres étudiés. Seules les corrélations significatives étaient prises en comptes.
e Age - nombre de CVP - nature de CVP

En ce qui concerne les caractéristiques cliniques des patientes, une corrélation
significative était trouvée entre 1’age et le type de CVP avec une valeur de p de 0.01 et entre
I’age et le nombre de CVP avec une valeur de p de 0.009. En effet, les femmes ayant un age
supérieur & 35 ans ont présenté plus de MFIU et ont vécu un nombre élevé de pertes foetales
(>3).
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25
20
15
10
5 I
) = HEm
20-30 31-35 > 35

EFC EMFIU BFC+MFIU

Figure 39: Répartition du type de CVP en fonction de I’age.
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Figure 40: Répartition du nombre de CVP en fonction de I’4age.

e Polymorphismes génétiques - nature de CVP

Une corrélation significative était observée entre la mutation FVL et le type de CVP (p =

0.001), la MFIU était plus fréquente que les FC chez les femmes hétérozygotes.

La mutation de FII, quant a elle, était reliée avec le terme de FC (p = 0.043). La forme

hétérozygote était associée plus avec la survenue des FC tardives.
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Figure 41: Dendrogramme de similarité concernant la corrélation clinique-biologique.

Des pourcentages de similarité étaient calculés et quatre groupes d’observations
semblables étaient obtenus. A titre d’exemple, la RPCa et le FVL appartenant au deuxi¢me
groupe (en rouge) avaient un pourcentage de similarité de 100% et la mutation du FVL était
corrélée au type de CVP avec un pourcentage de 68%. Le dendrogramme résume donc toutes
les corrélations citées au paravent: age - nombre de CVP, age - type de CVP et mutation de
FIl — terme de FC.

I11. Etude des cas

v Casn°l

Nous rapportons le cas d’une patiente présentant une RPCa et une forme hétérozygote de

la mutation FVL associées a des MFIU.
Histoire clinique

Mme B. S. agee de 32 ans, G2P0 était adressée par le service de gynécologie pour bilan
d’hémostase aprés avoir eu deux MFIU survenant spontanément aprés 24 semaines
d’aménorrhée. Pendant sa deuxiéme grossesse, elle avait été traitée par 1’ Aspégic 100 mg une

fois pour une durée de 06 mois.

On retrouve dans ses antécédents familiaux deux sceurs ayant souffert de pertes feetales,

sa sceur 111 (Figure), a eu a I’age de 36 ans une MFIU a 32 semaines d’aménorrhée. Celle-Ci
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avait présenté aussi une RPCa et une forme hétérozygote de la mutation FVL et n’avait recu
aucun traitement prophylactique durant la période de gestation. La sceur 114 agée de 28 ans a
eu une FCP. La mére de ces 3 sceurs avait 08 pertes feetales mais elle a pu mener a terme
quatre grossesses. Aucune manifestation thromboembolique n’était observée chez les

membres de la famille. Aucune consanguinité entre la patiente et son mari.

Résultats biologiques

Le bilan de thrombophilie réalisé a distance de la perte feetale pour le propositus et sa
sceur II1 avait révélé des résultats normaux a I’exception de RPCa qui était positive sur 2
prélevements différents (tableau). La recherche des aPA était négative pour la patiente et sa

Sceur.

Tableau 20: Résultats du bilan de thrombophilie réalisé pour la patiente (B. S) et sa

sceur.
Patiente TP TCA | Fg | PCSta PS PS AT RPCa Fll
70- | 20-40 | 2-4 | chrom Staclot Free 80- 120-300 70-
100% | sec | g/L | 70-130% | 55-140% | 60-140 | 120% sec 120%
B.S. 99 22 | 35 106 68 128 95 | 107.7/108 | 105
B. Z 98 20 3.7 138 78 140 110 75.7177.9 111

Le génotypage effectué avait confirmé la RPCa qui était du type héréditaire chez les deux
sceurs. La mutation du FVL était retrouvée sous la forme hétérozygote alors que la mutation

du FII était absente (figure).

Figure 42: Résultat de la recherche des polymorphismes génétiques pour la patiente n°1.
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Non testé

\& Propositus

Figure 43: Arbre généalogique de la famille du cas n°1.

Commentaires

Cette patiente avait souffert des MFIU pouvant étre liées a la présence de la mutation
FVL. Aprés sa participation dans I’étude, la femme était informée sur I’utilité de I'héparine de

bas poids moléculaire dans la prévention d’un tel accident.

Dans sa grossesse ultérieure, elle avait pris le Lovenox pendant toute la durée de
gestation. Le pronostic de cette patiente s'était considérablement amélioré et elle a pu mener a

terme sa grossesse.
v Casn°2

C’est a propos d’une patiente qui avait associé un déficit en PC, une RPCA, la mutation
FVL et la mutation de FII & la fois.

Historique clinique

Mme Z. S. agée de 31 ans, G2P0, avait subi 2 MFIU survenant spontanément apres 24 et
30 semaines d’aménorrhée respectivement, elle était sous Aspégic 100 mg durant sa premiere

grossesse.

On note une consanguinité entre la patiente et son mari du troisieme degré et aucun

antécédent personnel de MTE ou familial de CVP.

80



Résultats

Résultats biologiques

Le bilan de routine avait donné des résultats normaux, le dosage des inhibiteurs de la

coagulation avait révélé un taux bas de la PC confirmé sur deux prélevements, alors que la PS

était dans les normes. Le test de la RPCa avait aussi trouvé des taux bas confirmés sur deux

prélévements a distance. Le dosage des aPA était négatif.

Tableau 21: Résultats du bilan de thrombophilie réalisé pour la patiente n°2.

Patiente | TP | TCA | Fg PC PC Sta | PS Sta PS AT RPCa FlI
70- | 20-40 | 2-4 | Staclot | chrom | clot55- | Free 80- 120- 70-
100% | sec |g/L | 70-130% | 70-130 | 140% | 60-140 | 120% | 300 sec | 120%
Z.S. 86 24 3 48 48/59 101 143 101 120.2/ | 111
73.7

L’étude génétique avait montré qu’elle était double hétérozygote pour les mutations de

FVL et de FII.

Figure 44 : Résultat de la recherche des polymorphismes génétiques pour la patiente

Commentaires

ne2.

Il s’agit d’un cas associant plusieurs troubles thrombophiliques avec une forte

prédisposition aux pertes feetales par excés de coagulation.

Cette patiente nécessite une attention particuliére et un traitement anticoagulant avec le

Lovenox était recommandée pour toute grossesse éventuelle.
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Discussion

I. Données cliniques
= Age

L’age moyen de nos patientes était de 33.28 + 6.28 ans. Ce résultat était similaire aux

moyennes d’age de la majorité des études présentées dans le tableau 22.
= Consanguinité

En comparant le taux de consanguinité dans les groupes patientes et témoins, la différence
¢tait significative. Cependant, on ne pouvait pas déduire qu’il s’agissait d’un facteur de

risque.

Dans le méme sujet, Turki et al. ont rapporté qu’aucune corrélation significative n'a été
signalée entre le nombre de FC et la consanguinité. Ce résultat pourrait s'expliquer d’apres
eux par le fait que I'effet négatif de la consanguinité est observé principalement en présence
d'anomalies chromosomiques et/ou génétiques portées par 1’'un ou les deux parents et seules

des grandes cohortes pourraient détecter un tel impact. (136)

Une étude omanaise (137) - ou le nombre moyen de FC était de 3,4 et 53% des femmes
avaient un mariage consanguin - confirme aussi que la consanguinité ne semblait pas jouer un

réle significatif dans I'étiologie des FC spontanées récurrentes.
= Nature des CVP

D’aprés nos résultats, la fréquence des FC était nettement supérieure par rapport a celle de la
MFIU. En consultant la littérature, on a trouvé que la survenue d’une FC précoce concerne

12 % des grossesses alors que, la MFIU n’a qu’une prévalence de 2 % dans le monde. (102)
= Antecédents familiaux de CVP

L’histoire familial de CVP était significativement corrélée avec la survenue des pertes de
grossesse. Cette observation était en accord avec le résultat d’une revue systématique
Anglaise récente (138) qui a trouvé que les femmes ayant une histoire positive de pertes de

grossesse pouvaient étre plus susceptibles d'avoir des FC.

En effet, sur treize études identifiées dans la revue douze ont rapporté une association entre
les antécédents familiaux et la survenue des FC. Cependant, des recherches supplémentaires

sont nécessaires pour confirmer ce résultat.
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= Pathologies rencontrées

L’hypothyroidie était la maladie la plus fréquente chez nos patientes. A propos de ce sujet,
une revue de la littérature disponible sur les troubles endocriniens et les FC récurrentes
effectuée par Amrane et al. a démontré que la plupart des troubles endocriniens ne semblaient
pas étre corrélés avec la survenue des pertes recurrentes. L'exception a cette régle concernait
I’hypothyroidie. (139)

A titre d’exemple, Rao et al ont trouvé une prévalence de 4,29% d'hypothyroidie (7/163) chez
les patientes présentant des pertes, contre un taux de 0,61% (1/170) chez les femmes sans

antécédent de FC et ayant au moins une grossesse réussie. (140)

Autre condition rencontrée était le déficit en facteur XIII qui est un trouble de la coagulation
tres rare avec une prévalence de 1 a 3 millions. (141) Un déficit sévere en ce facteur est
associée a des saignements, en particulier une hémorragie intracranienne et chez les nouveau-
nés, des saignements ombilicaux. (142) De plus, chez les femmes adultes, il est associé a des
FC récurrentes, probablement attribuables au développement inadéquat de la coquille
cytotrophoblastique au niveau du lit placentaire, une étape dans laquelle la sous-unité FXII1 A
(FXII1-A) est nécessaire. (143, 144)

Notre patiente agée de 45 ans, a vécu 13 FC. Chez elle, le déficit était récemment identifié et
elle nous a informé¢ qu’elle a pris comme traitement préventif pendant une grossesse

I’ Aspirine ce qui I’a exposé a des hémorrhagies importantes.

Dans un tel cas, pour avoir une grossesse réussie l'utilisation de thérapie de remplacement

avec le FXIII recombinant est nécessaire. (145)
I1. Correélation phénotype - génotype

* FVL/RPCa

Dans environ 95% des cas, la RPCa correspondait a la mutation FVL (146) confirmee par le
test de biologie moléculaire. Dans les autres cas, il s’agit d’une RPCa dite acquise (absence de
la mutation de FVL) ; les résistances acquises peuvent étre observées au cours de la grossesse,
lors de la prise d’une contraception cestroprogestative ou dans certains cas de syndrome des
antiphospholipides. Elles peuvent aussi correspondre a d’autres mutations sur le facteur V

(FV Cambridge, FV Hong-kong...). (147-149)
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Les 5 cas de RPCA que nous avons retrouvés étaient héréditaires comme l'ont confirmé les

tests génotypiques. Aucun cas de RPCa acquise n'a été rencontre.

En Tunisie, Mahjoub et al. ont rapporté que la fréquence de I'allele FV mutant (0,1400 vs
0,0276; p <0,001) etait plus élevée chez les patients avec CVP que chez les témoins et que la
RPCa avec FVL était observée chez 27% des patients contre 11,5% des témoins, tandis que la
RPCa sans FVL a été observe chez 12,5% des patients contre 9,5% des témoins. (150)

=  Polymorphisme G20210A de prothrombine / taux du FII

En théorie, la mutation G20210A de la prothrombine s’accompagnait d’un taux plus élevé de
prothrombine circulante (avec éventuellement une augmentation de la production de
thrombine) d’ou un risque accru de thrombose (x3). (65) Dans notre étude, cela n’était pas
prouveée. En effet, les patientes avec mutation G20210A avaient présenté des taux variables du
FII.

I11. Corrélation polymorphismes génétiques - survenue des CVP

L’implication des deux mutations thrombophiliques les plus fréquentes (FVL, FII G20210A)
dans la survenue des pertes foetales était largement étudié dans différentes populations.
Cependant, leur role réel est toujours en débat. A notre connaissance, il n’y avait pas des
études publiables sur les femmes Algériennes qui exploraient lI'association entre ces deux

mutations et la survenue des RPL.

Selon les résultats de la présente etude, une corrélation significative était trouvée par rapport a
la mutation FVL, alors qu'aucune association n'a été observée concernant la mutation de la
prothrombine G20210A.

= Mutation du FVL

Le tableau 22 résume un certain nombre d’études réalisé sur le sujet. Le choix de ces études
s’était effectué en fonction de type de 1’é¢tude qui était cas-témoins, aussi on a essayé de

comparer nos résultats avec les recherches ayant un nombre proche de patientes.

Globalement, toutes les études citées dans le tableau ci-dessous ont pu démontrer que la
mutation FVL était un facteur de risque des CVP. (151)
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Tableau 22: Caractéristiques et résultats des études similaires concernant la mutation de

FVL.
Auteur Année Pays Ethnicité Nombre Age moyen Patientes Témoins
total des des GG GA AA GG GA AA
cas/témoins cas/ttmoins
Wramsby et al. | 2000 Suede Europe 62/69 21-39/ 51 10 67 2
(152) 21-39
Pihusch et al. 2000 Allemagne Europe 102/128 35/ 32 94 8 117 11
(153)
Foka et al. 2000 Gréce Europe 80/100 33/35 65 15 96 4
(154)
Finan et al. 2002 Liban Asie 110/67 32.3+53/ 65 38 56 11
(155) 339+73
Mtiraoui et al 2004 Tunisie Afrique 146/99 29.0+£6.1/ 116 24 93 6
(156) 28.9+5.3
Mukhopadhyay | 2009 Inde Asie 84/80 24.9+3.3/ 80 4 80 0
et al. (157) 249 + 3.3
Hussein et al. 2010 Palestine Asie 145/205 31.9/ 32 104 36 181 24
(158)
Serrano et al. 2011 Portugal Europe 100/100 32+425/ 95 5 95 5
(159) 309+
5.19
Settin et al. 2011 Egypte Afrique 72170 19t0 38/ 54 17 69 1
(160) 19to0 38
Kazerooni et 2013 Iran Asie 60/ 60 248+39 43 12 54 4
al. (161) /
246+ 4.7
Isaoglu et al. 2013 Turquie Europe 60/40 29.14 + 47 13 39 1
(162) 6.18/
30.50 +
6.77
Lino et al. 2014 Brésil Amérique 83/98 30.3/40.2 79 4 96 2
(163) du Sud
Kashif et al. 2015 Pakistan Asie 56/56 28.55 + 53 3 56 0
(164) 4.69 /
28.61 +
4.38
Elgari et al. 2017 Arabie Asie 60/80 3812/ 56 4 74 6
(165) Saoudite 38+12
Jusicé et al. 2018 Bosnie Europe 60/80 33.05/ 51 9 77 3
(166) 34.08
Notre étude 2020 Algérie Afrique 60/45 33.28+6.28 55 5 45 0

/32.84+5.96
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Comme il existe des variations régionales et ethniques dans la distribution des mutations,
on va comparer tout d’abord nos résultats avec les études de la méme région. En Tunisie, les
pourcentages étaient un peu différents cela était due peut-étre au nombre de patientes qui était

plus élevé dans 1’étude Tunisienne (Tableau 23).

Tableau 23: Pourcentages des génotypes du FV trouveés dans certains pays.

Pays FV (%)
Normal (GG) | Hétérozygote (GA) | Homozygote (AA)

Algérie 91.66 8.33 0
Tunisie 79.45 20.68 5.17
Egypte 75 23.61 1.38

Arabie Saoudite 93.3 6.66 0

Turquie 78.33 21.6 0

Allemagne 92.15 7.84 0

En consultant le tableau 23, les études réalisées en Arabie Saoudite et en Allemagne ont

rapporté les pourcentages les plus proches.
=  Polymorphisme G20210A de prothrombine

Concernant la mutation G20210A de prothrombine, nous avons constaté qu’elle était
présente a la fois dans les groupes des cas et des témoins avec la forme hétérozygote et qu’elle

n'était pas associée aux pertes de grossesse.

Le méme résultat a été observé par Silver et al. qui ont tenté de déterminer si les femmes
porteuses de la mutation G20210A étaient exposées plus au risque de RPL. lls ont recruté
4167 femmes et les échantillons de sang ont été prélevés au cours du premier trimestre et
analysés pour la mutation G20210A. Seulement 3,8% des femmes testées avaient la mutation
recherchée, et leurs taux de fausses couches étaient similaires & ceux des femmes non
porteuses de la mutation. Les auteurs ont ainsi conclu que la mutation du géne de la
prothrombine G20210A n'était pas associée aux FC. (167)

Contrairement a nos résultats, une étude récente en Turquie (168) et une autre a I’ Arabie
Saoudite (136) ont présenté des données statistiguement significatives (p <0,01) liées a la

relation entre le polymorphisme G20210A de prothrombine et les CVP.
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Ce qui etait remarquable dans notre étude est la fréquence élevée du polymorphisme
G20210A; 9.52% dans toute la population étudiée. En desaccord avec nos résultats, Liatsikos
et al. (169) ont rapporté que la prévalence de cette mutation variait de 0,2 a 3%, étant plus
faible en Afrique (0-0,3%) et plus élevé en Europe du Sud (3%). La valeur moyenne en
Europe du Nord était de 2%. Cette différence peut étre expliqué par la taille de notre
échantillon. Dans une étude réalisée a Setif (Algérie) sur 147 sujets sains (82 femmes et 65
hommes), une fréquence de 3.4% était retrouvée pour cette mutation du Fll. (170)

IV. Inhibiteurs physiologiques de la coagulation

En ce qui concerne I’implication des PC et PS dans la survenue des CVP, Gris et al. (112)
et Parand et al. (171) ont trouvé une corrélation positive avec le déficit en PS et une

association non significative avec le déficit en PC.

Dans notre étude, la fréquence de ces déficits n’était déterminée que dans le groupe des
patientes et donc la comparaison n’était pas possible, mais nous avons observé les mémes

fréquences pour les deux protéines (7,5%).

A titre comparatif, Mekaj et al. (172) ont rapporté que les déficits en ATIII, PC et PS
étaient détectées respectivement dans 2,88%, 3,85% et 5,77% des cas. Alors que dans le

groupe témoin, un pourcentage de 0,9% était remarqué pour les PC et PS respectivement.
V. Lupus anticoagulant

Contrairement aux thrombophilies héréditaires dont 1’implication dans la survenue des
CVP reste a discuter, le réle des anticorps anti-phospholipides était bien établi par plusieurs

études:

Commengant par les FC a répétition, Schreiber et al. ont constaté que dans une cohorte de
500 femmes ayant des antécédents de FC, 9,6% étaient positives pour I'anticoagulant lupique,

alors que les IgG aCL et IgM étaient trouvés dans 3,3% et 2,2%, respectivement. (173)

A propos de la MFIU, Silver et al. ont rapporté une association des aPL (aCL et anti-p2
GPI) avec I’augmentation significative du risque de MFIU (3 a 5 fois) dans 582 cas de feetus
décedés au-dela de 20 semaines de gestation. (174)

Dans notre étude, la mise en évidence du lupus anticoagulant était réalisée chez les

patientes seulement et donc il n’était pas possible de tirer le lien de causalité. Cependant,
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I’identification des patientes atteintes du SAPL était tres utile pour adapter une prévention

secondaire dans les grossesses ultérieures.
V1. Corrélation clinique - biologique

= Age - nombre de CVP - nature de CVP

D’aprés nos résultats, les femmes ayant un age supérieur a 35 ans ont présenté plus de

MFIU et ont vécu un nombre élevé de pertes feetales (> 3).

En effet, il est totalement admis que I'dge avancé est un facteur de risque non seulement
des pertes de grossesse mais aussi des anomalies feetales et des complications obstétricales. I
est actuellement fréquent que les femmes retardent la procréation pour poursuivre des
objectifs éducatifs et/ou professionnels. (175) Lepage et al. ont rapporté que la fécondabilité
ou probabilité de concevoir a chaque cycle est de 24 % a 1’age de 25 ans avec un risque de 12
% de FCS. A 42 ans, il est de 6 % par cycle avec un risque d’environ 50 % de FCS. (100)

Pour la nature des CVP, Kangulu et al. ont aussi remarqué que 1’dge maternel de plus de

35 ans était significativement associé avec la survenue des MFIU. (176)
* FVL - nature de CVP

Tous nos cas de mutation de FVL ont présenté des pertes au cours du deuxieme trimestre.

En se référant a la littérature, différents résultats étaient trouvés.

Les cas avec mutation de FVL de Kashif et al. (164) ont également été observes pendant
le deuxieéme trimestre. Alors que Mahjoub et al. (150) ont constaté que le FVVL était associée a
la fois avec les pertes précoces et tardives.

Une méta-analyse systématique -ou la perte tardive était définie comme une perte de
grossesse apres la 24 semaine- a démontré un risque significatif de perte précoce avec la
forme homozygote de FVL mais un risque plus faible et non significatif en cas de FVL
hétérozygote. En ce qui concerne la perte tardive (3éme trimestre), il y avait un risque

significatif dans la forme hétérozygote. (177)

En fait, ces différences pouvaient s'expliquer par 1I’hétérogénéité des plans des études, les

différentes définitions attribuées aux pertes de grossesse et 1’hétérogénéité des populations.
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=  Polymorphisme G20210A de prothrombine - terme de FC

Pour la manifestation clinique de la mutation G20210A de prothrombine, nous n’avons
pas trouvé assez d’études qui I’explore surtout comme cette mutation n’était pas associée avec

le risque de survenue des FC.

Dans une « étude de cas », les auteurs ont décrit la situation d’une femme agée de 36 ans
orientée a la consultation d’hémostase pour exploitation biologique d’avortements répétés.
Elle avait six grossesses; deux parités, deux avortements et deux déces. De facon
chronologique, la premicre grossesse s’¢tait déroulée sans fait particulier; les 4 suivantes ont
été marquées par un avortement au 3°™ mois, le décés d’un nouveau-né & 23 jours puis d’un
nourrisson & 3 mois et enfin un avortement spontané au 5°™ mois. En réalisant le bilan de
thrombophilie, tous les tests s’étaient avérés normaux. Une évaluation plus large, intégrant
une recherche de la mutation du géne codant pour la prothrombine, a permis le diagnostic de
la mutation du G20210A de la prothrombine. La patiente a été mise sous traitement

anticoagulant ce qui lui a ainsi permis de mener la grossesse suivante a son terme. (178)

Dans notre cas, la forme hétérozygote était associée avec la survenue des FC tardives.

Néanmoins, une étude élargie est indispensable pour pouvaoir tirer des conclusions.
VII. Prévention de la survenue des CVP

De nombreuses recherches ont étudié le concept « d’anticoagulation placentaire » avec
des antiagrégants plaquettaires et plus récemment avec des anticoagulants. Cependant, a
I’heure actuelle on ne dispose pas encore de recommandations claires et précises a suivre
surtout comme la plupart des études sur le sujet s’étaient intéressées au traitement des femmes

avec des anticorps anti-phospholipides.

En plus des problemes & quel moment on traite? Apres 2 ou bien 3 fausses couches et
pour quelles anomalies thrombophiliques on doit instaurer le traitement (les polymorphismes
génetiques, les déficits en inhibiteurs de coagulations, le SAPL)? On a la question quel est le

choix thérapeutique le plus adéquat tout en respectant le rapport risque-bénéfice?

Les options thérapeutiques disponibles sont: 1’Aspirine, 1’héparine de bas poids
moléculaire ou bien une association des deux. Nous exposons par la suite quelques résultats a

propos de ce sujet.
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e Aspirine versus héparine de bas poids moléculaire

Alalaf et al. ont mené une étude comportant 2 groupes comparables dans les caractéres
démographiques (groupes d'age, parité, age gestationnel et antécédents d'avortement
antérieur) et le mode d'accouchement des nouveau-nés viables. Ils ont remarqué qu’il y avait
une différence statistiquement significative entre les deux groupes de traitement concernant le
taux de naissances vivantes. Les proportions de femmes ayant donné naissance a un enfant
vivant étaient de 72,13% dans le groupe d’Aspirine a faible dose et de 86,25% dans le groupe
d’HBPM.

IIs ont conclu que l'utilisation de I’THBPM par rapport a 1’ Aspirine pendant la grossesse
pour la prévention des fausses couches récurrentes chez les femmes atteintes de SAPL était
une méthode sdre et fiable avec un taux de naissances vivantes éleve et sans complications

maternelle et/ou feetale. (179)
e Aspirine plus héparine de bas poids moléculaire

L'association d'héparine et d'Aspirine au cours de la grossesse pouvait augmenter le taux
de naissances vivantes chez les femmes atteintes de SAPL persistant par rapport au traitement
par Aspirine seul. L'effet bénéfique observé de I'héparine a été motivé par une grande étude

dans laquelle I'HBPM plus I'Aspirine a été comparée a I'Aspirine seule.

Des recherches supplémentaires étaient nécessaires pour évaluer les risques et les
avantages potentiels de cette stratégie thérapeutique afin de parvenir a un consensus sur la

prévention idéale des fausses couches récurrentes. (180)

Dans notre étude, on n’a fait que des observations sur le traitement. Néanmoins, une
étude interventionnelle portée sur des patientes ayant des troubles thrombophiliques

confirmés reste indispensable pour tirer des résultats fiables.
Parmi nos observations a cet égard,

1/ Le Lovenox était nettement plus efficace que I’ Aspirine dans la prévention des CVP et

cela était en rapport avec son effet therapeutique plus puissant.

2/ Pour étre efficace dans la prévention, le traitement devait étre pris pendant toute la

durée de grossesse. Le probléme était posé avec le Lovenox, des ruptures du traitement étaient
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observées. Cela revient au fait que ce médicament est couteux et non rembourse pour une telle

indication.
VIII. Indication d’investigation biologique

En consultant la littérature, il était difficile de tirer des conclusions surtout comme la

terminologie des pertes feetales varie entre les Anglophone et les Francophones.

Compte tenu de la multiplicité des circonstances étiologiques des fausses couches a
répétition et des incertitudes pathogéniques, il n’était pas admissible de recommander en
pratique quotidienne la réalisation du bilan de thrombophilie chez toutes les patientes atteintes
de RPL.

La majorité des auteurs recommandaient de tester si la patiente a eu deux pertes de
grossesse alors que d'autres conseillaient de tester apres trois pertes. (181)

De plus, la recherche systématique des thrombophilies constitutionnelles classiques, avec
dosage de I’AT, de la PC et de la PS, recherche des polymorphismes FVL et prothrombine
G20210A était justifiée plus pour les femmes atteintes de FCS tardives pour raisons de

recherche clinique et d’instauration de prophylaxie secondaire. (182)

92



Discussion

RPL
= 2 PLs

Recommended tests

Antiphospholipid
Antibodies

(LA-ACA)

Thyroid

A 4

Low-dose aspirin
and a prophylactic
dose heparin?

abnormalities

Uterine

v

Levothyroxine (for
overt
hypothyroidism)

Abnormalities
(3D US)

Tests that can be considered for

explanatory purposes

or in a research context

Genetic tests

v

Effect of surgery is
insufficient
evidence based

Immunological

v

Genetic counseling
+ information on
PGT

Sperm DNA
fragmentation

No specific
treatment available

test

Screen for
hereditary
thrombophilia

Figure 45: Résumé des recommandations établies par ’ESHRE (European Society of

v

Lifestyle advice for
men

Human Reproduction and Embryology) pour I'investigation et le traitement des pertes

récurrente de grossesse. (183) RPL: recurrent pregnancy loss, ACA: anticardiolipin

antibodies, 3D US: 3D ultrasound, PGT: preimplantation genetic testing, ANA: antinuclear

antibody.

IX. Limites de I’étude

En termes de limites, le nombre de notre échantillon était restreint en raison de

considérations financiéres. Une taille plus grande était souhaitable pour tirer des résultats plus

fiables. En outre, 1’étude était réalisée sur des sujets d'un seul groupe ethnique et dans un seul

centre hospitalier.

L’analyse des inhibiteurs physiologiques de la coagulation et 1a recherche des anticorps

anti-phospholipides étaient réalisées seulement chez les patientes, une étude approfondie était

plus profitable.
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Cependant, nous avons eu 1’occasion d’évaluer le lien de causalité a travers cette étude.
Et malgré la taille réduite de la population, la majorité de nos résultats étaient en concordance
avec les travaux antérieurs réalisés dans ce domaine de recherche. De plus, nos données
fournissaient un apercu sur l'importance de dépistage de la mutation FVL chez les femmes
ayant des pertes récurrentes de grossesse et attiraient 1’attention sur le role des anticoagulants

dans la prévention secondaire.
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Conclusion

Alors que 90 % des fausses couches spontanées survenant essentiellement au cours du 1*'
trimestre sont dues a une anomalie chromosomique du feetus, les FC répétées peuvent avoir

comme étiologie un trouble de la coagulation.

A travers la présente étude, nous avons pu démontrer que la mutation V Leiden était un
facteur de risque des CVP survenant le plus souvent tardivement contrairement a 1’alléle
20210A du facteur Il. Pour les déficits en inhibiteurs de la coagulation, une étude élargie est

nécessaire pour confirmer le risque lié a leur présence.

En résumant les résultats de notre theése, on profite I’occasion de tirer 1’attention sur
I’utilit¢ de dépistage des thrombophilies chez les femmes ayant des pertes récurrentes de
grossesse. En effet, 1’identification des facteurs de risque biologiques constitue une étape

primordiale dans la prévention.

Des traitements par anticoagulants, le plus souvent une héparine de bas poids
moléculaire, pour prévenir les FC ont été¢ évalués dans un grand nombre d’études en
particulier chez des femmes atteintes du syndrome des anti-phospholipides ou porteuses d’un
facteur V Leiden, facteur I1 20210A ou d’un déficit en antithrombine, protéine C ou protéine
S. Dans le SAPL, I’association aspirine et HBPM a fait la preuve de son efficacité et diminue
significativement le risque d’arrét de grossesse. Des résultats favorables, jusqu’a 86 % de
succes ont été obtenus. Pour cela, une étude sur 1’intérét d’un tel traitement a notre échelle est

nécessaire pour préciser au mieux les modalités thérapeutiques.
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Chef de service

Pr. Katia ALLAL TAOULI

(Hemobiologie et transfusion sanguine)

CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussignée, Madame. ... ..o

Apres avoir pris connaissance des objectifs et de la méthodologie relatifs a I’étude
intitulée: “Thrombophilies et complications vasculo-placentaires: analyse des polymorphismes

génétiques”

Sous la responsabilité de Mme MOKHTARI |, doctorante a I’université de Tlemcen, en

collaboration avec le laboratoire d’hémobiologie sous la direction du Pr. TAOULI Katia.

Accepte de participer dans cette étude, en répondant au questionnaire et en fournissant les
préléevements sanguins nécessaires pour le bilan de thrombophilie et la recherche des

polymorphismes génétiques.

Signature / Date
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Annexe 2 : Fiche de données - Patiente

Centre Hospitalo-Universitaire

Docteur Tidjani Dameredji Tlemcen

/ l :' v Laboratoire Hémobiologie et Banque de Sang

Fiche de données — Patiente

Nom: N° dossier:
Prénom: N° enregistrement:
Age: Adresse:

Date: N° tel:

1. Type de complication vasculo-placentaire:

[] Fausse couche spontanée:

Terme: Nombre:

[] Hématome rétro-placentaire

] Mort in utéro

2. Récidive:

[]Non [] Oui (Nombre:
3. Nombre de grossesses vécues:

4. Nombre d’enfants vivants:

5. Consanguinite

[INon [ IOui

6. Antécédents familiaux de complications vasculo-placentaires:

[] Absence [] Présence:

)
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Nombre d’apparentées atteintes: Degré:

7. Antécédents personnels de maladie thrombo-embolique:

[_] Absence [] Présence (Age de survenue: ans)
8. Prise d’cestroprogestatifs:

[L]Non ] Oui

Type:

Dureée:

9. Traitement (pour prévention de la complication vasculo-placentaire):
[ Non [ Oui

Type: Durée:

Observation:

10. Pathologies associées:

1 Non [ Oui

Type:

Duree:

Traitements pris:

11. Examens biologiques:

« TP: . PC:

. TCA: . PS:

« Fibrinogéne: . ATII:

. RPCa: « Anticorps anti-phospholipdes:
. Facteur IlI:
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Nom:
Prénom:
Age:
Date:

Annexe 3: Fiche de données - Controle

Centre Hospitalo-Universitaire
Docteur Tidjani Dameredji Tlemcen

Laboratoire Hémobiologie et Banque de Sang

Fiche de données — Controle

N° dossier:

N° enregistrement:
Adresse:

N° tél:

e Criteres d’inclusion

> Meére d’au moins 1 enfant.

> Absence d’antécédents personnels de complications vasculo-placentaires (fausses
couches spontanées a répétition, hématome rétro-placentaire, mort feetale in utero).

» Absence de pathologies chroniques (hypertension artérielle, diabéte...).

> Age <45ans.

1. Nombre d’enfants:

2. Consanguinité

[ INon

L1oui

3. Antécédents familiaux de complications vasculo-placentaires:

[] Absence

1 Présence:

Nombre d’apparentées atteintes: Degré:

4. Antécédents personnels de maladie thrombo-embolique:

1 Absence

[] Présence (Age de survenue: ans)
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5. Prise d’cestroprogestatifs:

[]Non [] Oui
Type: Durée:
6. Pathologies associées:

[ Non 1 Oui
Type: Durée:

Traitements pris:
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Annexe 4: Protocole d’extraction d’ADN par le kit Promega

Wizard® Genomic DNA Purification Kit

INSTRUGTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1120, A1123, A1125 AND A1620. PROTOCOL
Lysis Protein DNA
Sample Solution __ Precipitation Rehydration Blood
Size Cell Nuclei _ Solution __ Isopropanol _ Solution l
3000 900! 300y 100! 300y 100l
iml aml iml 330yl iml 150p1 Add Cell Lysis
3ml oml 3m 1ml 3ml 2504l Solution. IECEees
10m| 30ml 10m| 3.3ml 10ml 800l

As little as 20yl can be processed with this system. Please see Technical Manual #TM050, Section 3.C.

Red Blood Cell Lysis

1. Using volumes from the table above, combine the appropriate volumes of
Cell Lysis Solution and blood. Mix by inversion.

2. Incubate for 10 minutes at room temperature.
3. Centrifuge:

<300yl sample  13,000-16,000 x g *; 20 seconds
1-10ml sample 2,000 x g; 10 minutes

4. Discard supernatant. Vortex pellet.

Nuclei Lysis and Protein Precipitation

5. Using volumes from the table above, add Nuclei Lysis Solution and mix by
inversion.

6. Add Protein Precipitation Solution; vortex for 20 seconds.
7. Centrifuge:

<300ul sample  13,000-16,000 =< g* 3 minutes
1-10ml sample 2,000 x g; 10 minutes

DNA Precipitation and Rehydration

8. Transfer supernatant to a new tube contaning isopropanol (using volumes
from table above). Mix.

9. Centrifuge:

<300p1 sample  13,000-16,000 x g*; 1 minute
1—10ml sample 2,000 x g; 1 minute

10. Discard supernatant. Add 70% ethanol (same volume as isopropanol).
11. Centrifuge as in Step 9.
12. Aspirate the ethanol and air-dry the pellet (10-15 minutes).

13. Rehydrate the DNA in the appropriate volume of DNA Rehydration Solution for
1 hour at 65°C or overnight at 4°C.

*Maximum speed on a microcentrifuge.

Additional protocol information is available in Technical Manual #TM050,
available online at: www.promega.com

ORDERING/TECHNICAL INFORMATION:
www.promega.com ® Phone 608-274-4330 or 800-356-9526  Fax 608-277-2601

©1999-2010 Promega Corporation. All Rights Reserved.

Centrifuge.

Discard supernatant.
Vortex pellet. Add
Nuclei Lysis Solution.
Mix. Add Protein
Precipitation Solution.

Centrifuge.

Transfer supernatant
to new tube containing
isopropanoal.

Centrifuge.

Discard supernatant.
Add ethanal.

Centrifuge.

Aspirate ethanaol.
Air-dry pellet.
Rehydrate DNA.

2818MA

2818MA1T1_9A

o
Promega

Printed in USA. Revised 10/10
Part #9FB022
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Annexe 5 : Protocole de la duplex PCR-RFLP des facteurs Il et VV

PCR FIFV
FV-10A/FV-506 - FIIR1/FIIR2
[DATE: l
¢ VF= 250l 25 oC Temps Cycles
Réactifs MIX PCR [C]* finale Vol () mix (ul) di % 15'
Tp QJAGEN 10X 1X 25 62,5 D 98 45"
MgCl2 25mM 15mM 15 375 A 58 1'30" x30
Solution Q(5X) 1X 5 125 E 72 2'15"
dNTP 25mM 100 uM 0,2 5 ef 72 5'
FV-10A 100puM 0,23 5,75
FV-506 100uM 0,23 5,75 ADN: (ng/ul) Vol: ()
FIl-R1 100pM 0,03 0,75 25-50 3
FlI-R2 100pM 0,03 0,75
ED 12,18 304,5 Ampiificateur : O Veriti 0 Applied_395
Hot Star Taq 01 2,5 0 Applied_396 0 Appl._09 Q Appl._03
LOT KIT QJAGEN: 22 QBioradA O Biorad B
N° NOM Prenom Fil v Contrdle P.C.R.: Agarose 1% 40'
1 Th Nm Nm
2 TAILLE: 345pb  FIl
3 B uiph PV
4 o
o
5 o
3
6 (]
7
8
9
10
1 N
L]
12 §
13 TH2 mm NN 4
14 THS NN mm °
15
16
17 Validation technique:
18
19 » Validation biologique:
o
o
i :
2 g
2 2xTN NN NN
23 T
| LOT Hind Ill: PROMEGA (10U/yl):
Fil FV Dig. X 25
NN 345 241 Tp 10X 3ul 75 Digestion enzymatique:
Nm 3454322 2414209 Enz.Hind Il 2,5u 62,5 15ul PCR + 15u! mix digestion
mm N 209 BSA 100X 0,3ul 75 Dépdt: Agarose 2,4% 1H40'
E.D. 9,2l 230
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Abstract

0.001).

Background: Recurrent pregnancy loss (RPL) is a common disorder that affects around 3 to 5% of pregnant
women. It has different causes, and in about 50%, it is of unknown etiology. Thrombophilia might increase the risk
of RPL by adversely affecting the normal placental vascular function. Our study aimed to determine the frequency
of factor V Leiden (FVL) and prothrombin G20210A gene mutations in Algerian women with RPL and to correlate
their presence with the occurrence of such health’s problem. A total of 80 women with previous fetal losses and
100 age-matched women with no history of fetal loss were recorded. Participants were tested for activated protein
C resistance (APCR), protein C (PC), protein S (PS), and antithrombin (AT) deficiencies. The screening of FVL and
prothrombin G20210A mutations was also done using a duplex polymerase chain reaction.

Results: APCR was detected in 6.25% of cases and was absent in controls (p=0.011). PC and PS deficiencies were
documented in 7.5% of patients. FVL was detected in 8.33% of patients and was absent in controls (p =0.047).
Prothrombin G20270A mutation was found in 8.33% of patients compared to 11.11% of controls (p =0.631). A
significant association of FVL mutation with the abortion which occurred in the second trimester was found (p =

Conclusion: There is a significant association between FVL mutation and RPL especially the loss occurring during
the second trimester. No correlation was found regarding prothrombin G20270A mutation.

Keywords: Recurrent pregnancy loss, Thrombophilia, FVL, APCR

Background

Recurrent pregnancy loss (RPL) represents a significant
health problem with a rate of 5% among women in the
reproductive age [1]. RPL or miscarriage can be defined
as the loss of three or more successive pregnancies be-
fore viability and includes all pregnancy losses from the
time of conception until 24 weeks of gestation [2]. Mis-
carriages can be subdivided into early pregnancy losses

* Correspondence: abdellatif. moussouni@gmail.com

°National Center for Prehistoric, Anthropological and Historical Research
(CNRPAH, Tlemcen'’s station), 03, Rue Franklin Roosevelt, 16500 Alger, Algeria
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Abdelkrim Fg Pasteur B.P 119, 13000 Tlemcen, Algeria

Full list of author information is available at the end of the article

@ Springer Open

(which are most common) that occur before the 12th
week of gestation and late pregnancy losses that occur in
the 12th week to 21st week of gestation [3, 4]. The cause
of recurrent miscarriage remains unknown (idiopathic)
in more than 50% of cases [5]; however, various genetic,
anatomical, endocrine, and infective factors as well as
thrombophilic states have been implicated [6].
Thrombophilia is defined as a predisposition to arterial
or venous thrombotic complications as a result of
hemostatic system defects [7]. It may be acquired, like
the antiphospholipid syndrome, or inherited [8]. Throm-
botic disorders are common cause of RPL and may be
seen in 40-50% of cases [9]. In fact, pregnancy is a hy-
percoagulable state, and if the pregnancy is affected by

© The Author(s). 2020 Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License,
which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if
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licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included in the article's Creative Commons
licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain
permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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thrombophilia, the hypercoagulable state becomes worse
and may impair blood flow through the maternal veins,
leading to deep vein thrombosis, and clots in the placen-
tal blood vessels, leading to fetal growth restriction and/
or fetal demise [10]. Factors associated with thrombo-
philia include factor V Leiden (FVL) mutation, activated
protein C resistance (APCR), prothrombin G20210A
gene mutation, protein C (PC) deficiency, protein S (PS)
deficiency, antithrombin III (AT III) deficiency, and
endothelial cell dysfunction [11].

The polymorphisms G20210A of prothrombin gene and
G1691A of factor V gene are the most extensively studied
thrombophilic mutations in association to recurrent mis-
carriage [12]. Previous studies have reported prevalence of
FVL mutation among women with recurrent miscarriage
ranging from 3 to 42% [13], while its prevalence in Cauca-
sian population is 4 to 7% [14]. FVL mutation is autosomal
dominant disorder in which the glutamine to arginine
missense mutation occurs at nucleotide 1691 of the factor
V gene [15]. The resulting arginine (Arg) at amino acid
506 is substituted with glutamine (Gln), and this factor V
mutation induces the APCR and contributes to increased
risk of thrombosis [15].

The prothrombin G20210A mutation results from G to
A substitution at position 20,210 in the 3’-untranslated
region of the prothrombin gene; it induces high plasma
levels of thrombin [16] and facilitates clot formation in
heterozygous individuals, who have a twofold higher risk
of clotting in comparison to non-carriers [17, 18].

Many studies done worldwide have shown a significant
correlation between FVL and RPL [19]. This approach
may be helpful to solve this major health problem by an
appropriate antithrombotic treatment [20]. In Algeria,
there is a lack of data regarding FVL and thrombophilia
implication in general in recurrent abortions. For this
reason, a case-control study was planned.

The main goal of this study was to determine the fre-
quency of prothrombin G20210A and FVL polymor-
phisms and to correlate their presence with RPL
occurring in local population. The frequencies of APCR,
PC, and PS deficiencies were also determined.

Methods

Patients and controls

The case-control study was conducted at the laboratory
of Hematology, Hospital of Tlemcen, Algeria, from Janu-
ary 2016 to July 2017, after getting approval from the in-
stitutional ethics committee. Informed consent was
obtained from all the cases and the controls.

Eighty women of reproductive age (19—45 years) with
history of at least 3 unexplained miscarriages before 10
weeks of amenorrhea (WA) or at least 2 late miscar-
riages between 10 and 16 WA or at least one intra-
uterine fetal demise (IUFD) beyond 16 weeks were
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included as cases, while 100 age-matched females with
at least one live-born children and no personal history of
pregnancy loss were taken as controls. The definition of
IUFD in terms of gestational age varies across geograph-
ical settings [21]. In our study, we defined it as the death
of an unborn baby at 16 weeks’ gestation or more.

Those excluded from among the cases were patients
with chronic pathologies (arterial hypertension, dia-
betes), pregnant ones, and women taking anticoagulant
medications.

A uniform questionnaire was used to collect informa-
tion about age, residency, parity, medical and obstetric
history, consanguineous marriage, and familial history of
miscarriage. Data were collected by direct interview be-
tween the researcher and each participant.

Laboratory evaluation

Venous blood was collected on 0.109 M tri-sodium cit-
rate and was centrifuged twice at 2500 ¢ for 15 min at
room temperature in order to obtain plasma with rela-
tively few remaining platelets. Plasma was then frozen
and stored in small aliquots at — 20 °C until tested. Ethyl-
ene diamine tetraacetic acid (EDTA) anticoagulant sam-
ples were used for deoxyribonucleic acid (DNA) analysis.
EDTA blood was immediately stored at — 40 °C.

Women in both the control and study groups under-
went the below-mentioned tests: prothrombin time (PT),
activated partial thromboplastin time (APTT), fibrino-
gen, APCR, and prothrombin. Women in the study
group additionally underwent the following tests: PC,
PS, and AT.

Phenotypic tests

The analysis was carried out at the Thrombosis Unit.
Before examining the blood sample, the plasma was
thawed in a water bath for 15min at a temperature of
37°C. All tests were performed by the fully automatic
clinical laboratory analyzer “STA COMPACT” using
“Diagnostica Stago” reagents. The laboratory investiga-
tion was initiated with global coagulation tests, including
PT, APTT, and fibrinogen to assess blood clotting
function.

The principle of the APCR study is a disproportionate
prolongation of the clotting time, in the presence of
APC and calcium. Before the test plasma is mixed with
factor V deficient plasma, to ensure the normal starting
concentration of the other factors. Clotting is initiated
with Crotalus viridis helleri poison, which activates fac-
tor X [22]. Patients presenting a clotting time of 120 s or
more were considered as APCR negative, whereas those
with a clotting time less than 120s were considered as
APCR positive. For the prothrombin, the plasma level
was determined.
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Functional assays for PC are either coagulometric or
chromogenic methods. Both types of assays are based on
the activation of PC in patient plasma using snake
venom. The coagulometric assays are based on the abil-
ity of a patient’s activated PC to degrade activated fac-
tors V and VIII, thereby prolonging the APTT-based
clotting time. Laboratory investigation of PS deficiency
is a clot-based method that measures the ability of PS to
serve as a cofactor for activated PC, augmenting degrad-
ation of activated factors V and VIII and thereby
prolonging clotting time. About the AT, the functional
assays are chromogenic methods that measure AT activ-
ity related to its ability to inhibit thrombin (activated
prothrombin) or activated factor X [23].

Genotypic tests
Due to financial considerations, the number of subjects
was reduced to 60 in the study group and to 45 in the
control group. Genomic DNA was extracted from blood
samples using Wizard® Genomic DNA Purification Kit
from Promega.

FVL and prothrombin G20210A analysis was per-
formed using a duplex PCR followed by restriction using
a single endonuclease, HindIII. Primers for the factor V
gene G1691A determination and those for the pro-
thrombin gene G20210A determination are mentioned
in Table 1. Thermocycling conditions are 94°C (1
min), 58°C (1 min), and 72°C (2min) for 40 cycles.
The PCR products were digested with 15U of HindIII
restriction enzyme. The restricted products were sepa-
rated by electrophoresis through a 2% agarose gel
stained with ethidium bromide and directly visualized
under UV light. Figure 1 shows the different migra-
tion patterns observed. For both factor V and pro-
thrombin alleles, the normal genotypes produce
undigested PCR products (241 and 345 base pair (bp),
respectively), whereas mutated homozygous lead to
restricted fragments (209 +32 and 322 +23bp, re-
spectively). The heterozygous patterns are character-
ized by the presence of undigested and digested
amplified fragments [24].
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Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using MINITAB
(18.1). Continuous variables were expressed as mean,
whereas categorical data were expressed in the form of
frequency. The comparison between patient and control
groups and the association between patients’ clinical fea-
tures and laboratory analysis were assessed using the
chi-square (y?) test. A p value < 0.05 was considered sta-
tistically significant.

Results

A total of 180 subjects were included: 80 (44.44%) cases
and 100 controls. The demographic data of all partici-
pants are represented in Table 2.

Among the cases, the percentage of patients present-
ing a PC, PS, or AT deficiency is represented in Table 3.

By comparing the results of the screening tests be-
tween case and control groups, no significant difference
has been found in the following parameters: APTT (p =
0.051), fibrinogen (p=0.275), and prothrombin (p=
0.434); however, the difference was statistically signifi-
cant concerning PT (p=0.024) and APCR (p=0.011)
(Table 4). Five cases of APCR were found in the patient
group, whereas APCR was absent in controls.

FVL mutation was present in 5 (8.33%) cases with the
heterozygous form, while it was absent in all the controls
(Table 5). FVL mutation was significantly associated with
RPL (p = 0.047).

Prothrombin G20210A polymorphism was present in
5 (8.33%) cases and in 5 (11.11%) controls; consequently,
no association was found between this polymorphism
and the occurrence of RPL (p = 0.631) (Table 5).

Regarding the clinical features of patients, a significant
correlation was found between the age and type of preg-
nancy loss (p=0.01) and between age and number of
pregnancy loss (p = 0.009). In fact, women older than 35
years presented more IUFD and have a high number of
pregnancy loss (> 3).

A significant correlation was also found between FVL
and type of pregnancy loss (p = 0.001); the IUFD was more
frequent than miscarriage in heterozygous patients.

Table 1 Specific primer sequences, restriction enzymes, and restriction digestion products’ sizes for FVL and prothrombin G202710A.
The PCR-RFLP products’ sizes are given according to the genotype polymorphisms

Gene Length Primer's sequence Restriction Restriction digestion product size (bp)
(bp) enzyme Normal Heterozygous Homozygous
FVL 241 Forward: 5-TCAGGCAGGAACAAC Hindlll 241 241+ 209 + 32 209+ 32
ACCAT-3'
Reverse: 5-GGTTACTTCAAGGACA
AAATACCTGTAAAGCT-3'
Prothrombin 345 Forward: 5-TCTAGAAACAGTTGCC Hindlll 345 345+322+23 322+23
TGGC-3'

Reverse: 5-ATAGCACTGGGAGCAT
TGAAGC-3'
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mm NN
LAD NN mm

Sizes 1 2 3 4 5 6 7
(bp)

345
322
241
209

allele; m, mutated allele
.

NN NN NN NN NN NN NN NN NN

NN NN NN NN NN NN Nm NN NN
8 9 10 11 12

Fig. 1 Electrophoretic patterns for duplex FV and prothrombin PCR. Lane 1, size marker (1-kb ladder); lane 2, homozygous prothrombin (digested
PCR products)/normal FV (undigested PCR products); lane 3, normal prothrombin/homozygous FV; lanes 4 through 9, normal prothrombin/
normal FV; lane 10, normal prothrombin/heterozygous FV. The smallest restricted fragments (32 and 23 bp) are not visible on the gel. N, normal

Prothrombin

genotypes.
FV genotypes.

Prothrombin PCR

products.

FV PCR products.

Discussion

Though the role of the two common thrombophilic muta-
tions (FVL, prothrombin G20210A) in fetal loss has been
well-studied in different populations, their real impact is
still under debate. Therefore, it is of great importance to
explore the association between these mutations and RPL
in Algerian women. According to the results of our study,
a significant correlation was found between FVL and RPL
occurrence, while no association was observed regarding
prothrombin G20210A mutation.

As there is regional and ethnic variation in the distribu-
tion of mutations, we compared our rates firstly with re-
ports from the same region. In Tunisia, Mahjoub et al.
reported that the frequency of the mutant FV (0.1400 vs.
0.0276; p <0.001) but not prothrombin 20210 (0.0100 vs.
0.0225; p =0.159) allele was higher in patients than con-
trols, respectively. APCR with FVL was seen in 27% of pa-
tients compared to 11.5% of controls, while APCR without
FVL was seen in 12.5% of patients compared to 9.5% of

Table 2 Demographic data of patient and control groups

controls [16]. In agreement with our results, they found
that FVL was a significant predictor for recurrent abortions.

In Saudi Arabia, a study showed that the frequencies
of FVL and prothrombin mutations among recurrent
miscarriages patients were relatively high compared to
general incidence supporting the hypothesis of consider-
ing them as RPL genetic factors [25].

A recent Turkish study reported a statistically mean-
ingful data (p <0.01) related to the relationship between
RPL and thrombophilia-associated gene polymorphisms
such as heterozygous FVL and heterozygous prothrom-
bin G20210A [26].

Unlike the results of the two previous studies, we
found that prothrombin G20210A mutation was present
in both case and control groups with heterozygous form
and was not associated with the RPL. The same finding
was observed by Silver et al. who tried to ascertain
whether women carrying mutation of the prothrombin
gene G20210A were at higher risk of RPL. They

Study group Control group p value

Number 80 100
Age (years), mean (range) 33.28 (19-45) 32.84 (21-45) 0.94
Number of previous pregnancy loss, mean (range) 3(2-13) -
Type of pregnancy loss Miscarriage 60 -

IUFD 7

Miscarriage + IUFD 13
Number of participant with a previous live birth 46 100
Consanguinity 18 10 0.021
Number of participant with a familial history of pregnancy loss 15 8 0.031
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Table 3 Results of screening tests of inherited thrombophilia in
the case group
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Table 5 Distribution of FVL and prothrombin G202710A
mutations in women with RPL and control women

Parameter Frequency Mean Range Normal range
APCR 5 (6.25%) 228.71 70.4-300 120-300

PC 6 (7.5%) 90.13 55-143 70-130

PS 6 (7.5%) 9133 30-143 55-140

AT 3 (3.75%) 96.62 46-119 80-120

recruited 5188 women, and 4167 blood samples were
taken in the first trimester and analyzed for the gene
mutation G20210A. Only 3.8% of the women tested had
a mutation of prothrombin G20210A, and their preg-
nancy loss rates were similar to those of women without
the mutation. The authors thus concluded that the pro-
thrombin gene mutation G20210A was not associated
with pregnancy loss [27].

What was remarkable in our study is the high fre-
quency of prothrombin G20210A mutation: 9.52% in all
the studied population. In discordance with our finding,
Liatsikos et al. [28] reported that the prevalence of this
mutation varies from 0.2 to 3%, being lowest in Africa
(0-0.3%) and highest in Southern Europe (3%). The
mean value in Northern Europe is 2%. For FVL, its
prevalence varies from 0.6 to 7.0%, with the lowest fre-
quency observed in Africa (0-0.6%) and the highest in
Southern Europe (7%). The mean prevalence in North-
ern Europe is 4% [29].

The 5 cases of APCR found by us were congenital as
confirmed by the genotypic tests.

No homozygous case of FVL was found in the study
group, and all cases of FVL mutation were found in sec-
ond trimester. Kashif et al.’s [30] cases for FVL mutation
were also observed in the second trimester. However,
Mabhjoub et al. [16] found that FVL was associated with
early-late abortions. A systematic meta-analysis where
late loss was defined as a pregnancy loss after the 24th
week demonstrated a significant risk for early loss in
homozygous FVL but a lower, non-significant risk in
heterozygous FVL. With respect to late loss (3rd trimes-
ter), there was a significant risk in heterozygous FVL
[31]. In fact, these differences can be explained by the
heterogeneity in study designs, different definitions of

Table 4 Number of participants with normal values of
coagulation tests

Parameter Patients (n = 80) Controls (n =100) p value
PT 76 100 0.024
APTT 77 100 0.051
Fibrinogen 60 83 0.275
APCR 75 100 0.011
Prothrombin 78 99 0434

Genotype Patients Controls p value
(n =60) (n =45)
FVL Wild type 55 45 0.047
(GG)
Heterozygous 5 0
(AG)
Homozygous 0 0
(AA)
Prothrombin Wild type 55 40 0.631
G20210A (GG)
Heterozygous 5 5
(AG)
Homozygous 0 0
(AA)

late pregnancy loss among studies, and population
heterogeneity.

Several studies have also investigated the link between
other thrombophilic mutations—such as the methylene-
tetrahydrofolate reductase (MTHFR) and the plasmino-
gen activator inhibitor-1 (PAI-I) polymorphisms—and
the risk of RPL; however, the results remain controver-
sial. For example, Dell'Edera et al. study indicated the
absence of association between the two polymorphisms
(C677T and A1298T) of the gene encoding the MTHER
and the RPL risk [32]. Another study realized by Li et al.
suggested that PAI-1 4G/5G polymorphism might be as-
sociated with RPL development in Caucasians [33].

Regarding the association of PC and S with RPL, Gris
et al. [34] and Parand et al. [12] found a significant asso-
ciation of RPL with PS deficiency and a non-significant
correlation with PC deficiency. In our study, the fre-
quency of these deficiencies was only determined in the
study group so the comparison was not possible, but we
have found the same frequencies for both proteins
(7.5%).

In terms of limitations, the study had subjects only
from one ethnic group at only one center; also the num-
ber of participants was limited due to financial consider-
ations. A larger sample size might be required to achieve
an adequate statistical power. However, we permitted
ourselves to evaluate the causal link using this small
sample size since the results obtained are in alignment
with previous works in this research area. In fact, our
data provide further insight about the importance of
testing for FVL mutation in women who have experi-
enced pregnancy losses and may be useful for further in-
vestigation about the role of anticoagulants in RPL.

In this subject, Leaf et al. [35] reported that the role of
anticoagulants in the prevention of pregnancy complica-
tions, including recurrent miscarriage and late fetal loss,
continues to be an area of active research. Although
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prophylactic anticoagulation with heparin and aspirin is
considered the standard of care in obstetric antipho-
spholipid antibody syndrome [36], the optimal manage-
ment of pregnant women with FVL and other inherited
thrombophilia without a history of thrombosis remains
unknown. However, the low molecular weight heparin—
despite limited evidence of efficacy—is often used in an
attempt to prevent these complications, owing to the
lack of other effective treatments and its perceived safety
in pregnancy [37].

Conclusion

Our study demonstrates the implication of FVL muta-
tion in the occurrence of RPL; for that, further study
which will investigate the role of anticoagulants for preg-
nant women with a known FVL mutation is recom-
mended and anticoagulation could be considered for
future pregnancies of women with a RPL history with
known FVL mutation.
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Résumé

La perte récurrente de grossesse (RPL) est un trouble courant qui affecte environ 3 a 5% des femmes
enceintes. Bien que 50 % des RPL n’aient pas de cause identifiée, les thrombophilies jouent un réle dans leur
survenue, du fait des modifications vasculaires morphologiques observées en début de grossesse.

L’objectif principal de la présente étude était de déterminer la fréquence de la mutation du facteur V Leiden
(FVL) et de la mutation G20210A du facteur Il (FII) chez les femmes algériennes présentant des RPL et de corréler
par la suite la présence de ces anomalies avec l'apparition de ce probleme de santé.

Un total de 80 femmes avec des pertes antérieures de grossesse et 100 contrdles de méme age sans antécédents
de perte feetale ont été recrutées. La recherche de la résistance a la protéine C activée (RPCa) et des déficits en
protéine C (PC), protéine S (PS) et en antithrombine (AT) était réalisée. Le dépistage de FVL et de la mutation
G20210A du FII était également effectué en utilisant la duplex-PCR.

Les résultats les plus marquants de notre étude étaient; un pourcentage de 6,25% de la RPCa chez les
patientes avec absence chez les témoins (p = 0,011). Les déficits en PC et PS étaient documentés chez 7,5% des
patientes. La mutation du FVL était détectée chez 8,33% des patientes et était absente chez les témoins (p = 0,047).
La mutation du FII était retrouvée chez 8,33% des patients contre 11,11% des témoins (p = 0,631). Une association
significative de la mutation du FVL avec les pertes survenant au cours du deuxiéme trimestre était aussi observée
(p = 0,001).

Pour conclusion, la mutation du FVL était significativement corrélée avec la survenue des RPL, en particulier
les pertes en deuxiéme trimestre. Cependant, aucune association n’était trouvée concernant la mutation G20210A
du FII.

Mots clés: Perte récurrente de grossesse, Thrombophilie, FVL, RPCa.

Abstract

Recurrent pregnancy loss (RPL) is a common disorder that affects around 3 to 5% of pregnant women. It has
different causes, and in about 50%, it is of unknown etiology. Thrombophilia might increase the risk of RPL by
adversely affecting the normal placental vascular function.

Our study aimed to determine the frequency of factor V Leiden (FVL) and prothrombin G20210A gene
mutations in Algerian women with RPL and to correlate their presence with the occurrence of such health’s
problem.

A total of 80 women with previous fetal losses and 100 age-matched women with no history of fetal loss were
recorded. Participants were tested for activated protein C resistance (APCR), protein C (PC), protein S (PS), and
antithrombin (AT) deficiencies. The screening of FVL and prothrombin G20210A mutations was also done using a
duplex polymerase chain reaction.

APCR was detected in 6.25% of cases and was absent in controls (p = 0.011). PC and PS deficiencies were
documented in 7.5% of patients. FVL was detected in 8.33% of patients and was absent in controls (p = 0.047).
Prothrombin G20210A mutation was found in 8.33% of patients compared to 11.11% of controls (p = 0.631). A
significant association of FVL mutation with the abortion which occurred in the second trimester was found (p
=0.01) There is a significant association between FVL mutation and RPL especially the loss occurring during the
second trimester. No correlation was found regarding prothrombin G20210A mutation.

Keywords: Recurrent pregnancy loss, Thrombophilia, FVL, APCR.
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