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Introduction

La thrombophilie correspond a une anomalie constitutionnelle et/ou acquise de la coagulation
prédisposant a la survenue de thromboses. Ainsi la notion de thrombophilie chez les femmes
enceintes signifie un risque thromboembolique surajout¢é a un état d’hypercoagulabilité

physiologique préexistant (grossesse).

En effet, la biologie a permis dans un certain nombre de cas de démontrer le mécanisme de la
thrombophilie constitutionnelle, en identifiant les déficits en AT, en PS, en PC et la résistance a la
protéine C activée, augmentation du facteur |1, élévation du taux des facteurs VIII, 1X, X, XI et

I’hyperhomocystéinémie responsable de la tendance aux thromboses.

Durant les trois dernieres décennies plusieurs articles ont traité la responsabilité de la
thrombophilie constitutionnelle dans la survenue de la maladie abortive. Cela dit, pour mettre en
¢vidence cette responsabilité, il faut d’abord éclaircir le terme FCSR (fausse couche spontanée a
répétition). La définition des FCSR a longtemps été débattue et differe selon les sociétés
internationales. Pour la société européenne d'embryologie et de la reproduction humaine et le royal
college des gynécologues et des obstétriciens, les FCSR font référence a trois avortements
consécutifs, y compris celles non visualisées. Cependant, selon la société américaine de médecine
de la reproduction, elle est définie comme deux ou plusieurs avortements cliniques (documentées

par échographie ou examen histopathologique) mais pas nécessairement consécutives(1).

Les études épidémiologiques montrent en effet ’implication controversée de la thrombophilie
constitutionnelle due a la résistance héréditaire du facteur V a la protéine C activée (RPCa) et les
déficits en inhibiteurs de coagulation : antithrombine, protéine C, protéine S dans la survenue des

fausses couches spontanées a répétition.

Donc devant cette situation discordante, Nous nous attachons dans notre modeste travail a étudier

cette association, cherchant le lien entre la thrombophilie constitutionnelle et la maladie abortive.
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Objectifs

Objectif principal

Rechercher I’existence d’un lien entre les avortements spontanés précoces et les anomalies

constitutionnelles de la coagulation prédisposant a la thrombose (déficit en AT, PC, PS) et RPCa.

Objectifs secondaires

-Deéterminer les fréquences respectives des déficits en AT, PC et PS chez les femmes ayant eu des

fausses couches spontanées précoces.

-Déterminer la fréquence de la résistance a la protéine C activée chez cette méme population.
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Partie Théorique Chapitre I : Rappel sur la physiologie de I"hémostase

Définition de I’hémostase

L'hémostase est une incroyable mosaique de réactions ordonnées, c’est I’ensemble des
processus physiologiques visant a maintenir le sang a I'état fluide en empéchant les
hémorragies tout en évitant les thromboses. Il s’active spontanément pour arréter les

saignements en cas de blessure, de choc ou d’intervention chirurgicale (2,3).

Equilibre

Risque thrombotique Acteurs de |Risque hémorragique
I'hémostase
(Plaquettes, facteurs
de coagulation...)

Figure 1 : Equilibre de I'hémostase

©)

L’arrét du saignement se produit suite a la formation d’un caillot qui vient obturer la breche
(ou colmater la blessure) formée au niveau d’un vaisseau. La formation de ce caillot fait
intervenir des éléments cellulaires (plaquettes activées, cellules exprimant le facteur
tissulaire...) et biochimiques (facteur de coagulation, cofacteur...). La majorité de ces facteurs
sont des enzymes appartenant a la famille sérines protéases sécrétés par le foie sous forme de
zymogenes inactifs (cofacteurs) qui deviendront actifs aprés clivage protéolytique. De
nombreuses interactions existent in vivo, elles permettent une activation de la cascade de la

coagulation et ainsi une régulation précise afin d'arréter les saignements (4).

S’il est classique de considérer que le systtme d'hémostase se déroule en trois temps
(hémostase primaire, coagulation puis fibrinolyse), ces trois phénomeénes se déclenchent en fait
simultanément et sont étroitement liés. Les éléments cellulaires et biochimiques cités ci-dessus
participent a chacune des phases(5). Néanmoins, il est plus pratique d’exposer le déroulement

du processus d’hémostase en schématisant ces trois phases comme sulit :
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Effraction vascula@—\

@émostase primai@ C Coagulation )

Vaisseau Factel.zrs
Plaquettes coc.tgu.la‘twn et
vWF inhibiteur
physiologique
thrombine

Gaillot fibrinoplaquettairD

Oblitération de la bréche
vasculaire

Activateurs et

Fibrinolyse inhibiteurs

plasmine
Dissolution du
caillot et réparation
du vaisseau

Figure 2 : Les étapes de I’hémostase

(6)
1.1 L’hémostase primaire

L’hémostase primaire est le mécanisme principal de réparation tissulaire. Il s’agit de la
premiere étape d’urgence du controle hémorragique visant a obturer initialement la breéche
vasculaire a 1’aide d’un clou plaquettaire ou thrombus blanc. Elle correspond a I’ensemble des
interactions complexes entre la paroi vasculaire, les plaquettes et les protéines adhésives du
sous endothélium(7). Dés qu’une Iésion vasculaire provoquée ou spontanée apparait, le

processus d’hémostase primaire se met en jeu, on distingue deux étapes essentielles :

1.1.1 Le temps vasculaire

C’est la vasoconstriction réflexe initiale suivant la bréche vasculaire. Cette derni¢re peut avoir

trois mécanismes différents :

> Une sécrétion de I'endothéline par les cellules endothéliales endommagées qui se fixe
sur des récepteurs cellulaires des muscles lisses activant un mécanisme intracellulaire
calcium-dépendant donnant une contraction des muscles lisses avoisinants provoquant

une vasoconstriction.
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» Un mécanisme myogeénique protecteur suite a un contact direct des fluides avec les
muscles lisses.
> Facteurs inflammatoires : histamine, leucotriénes et prostaglandines qui vont stimuler

les nocicepteurs causant la douleur.

Il en résulte une réduction du calibre vasculaire qui ralentit le débit sanguin, et modifie les

conditions hémodynamiques, favorisant le mécanisme d’interaction molécules et cellules (8).

1.1.2 Le temps plaquettaire

En absence de lésion vasculaire, les cellules endothéliales sécrétent la prostacycline et le
monoxyde d’azote (NO) qui inhibent les plaquettes et les maintiennent dans un état de repos
(s/f discoide) dans la circulation sanguine. Une fois les cellules endothéliales endommagées, il
y a une levée d’inhibition. On distingue classiquement plusieurs phases de I’activation
plaquettaires a savoir : I’adhérence initiale, I’activation au contact de la paroi vasculaire 1ésée,
la sécrétion et ’amplification de I’activation et enfin la résultante de ce processus est un agrégat

plaquettaire qui va obturer la breche vasculaire (8).

e L’adhésion

C’est un phénomene passif. Les plaquettes des leurs sorties du vaisseau adherent a la structure
sous endothéliale extrémement thrombogéne mise a nu par la breche vasculaire. L’adhésion des
plaquettes est sous la dépendance de facteurs plaquettaires (GP 1b), du collagene Il et IV
présent dans le sous endothélium et du facteur von Willebrand qui sert de pont entre le sous

endothélium et les plaquettes(8,9).

e L’activation

Elle se manifeste par le changement de forme des plaquettes qui deviennent sphériques,
émettant de longs pseudopodes, s’étalent et augmentant leurs surface de contact et par une
fusion puis la sécrétion rapide du contenu granulaire libérant des substances dont : facteur V,
FVW, fibrinogene (pro coagulantes), NO (vasomotrices ), ADP, Thromboxane A2 ,sérotonine
(proagrégantes) et aussi par une augmentation de 1’expression de la GP IIb /Illa a la surface

plaquettaire(8,9).
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e L’agrégation plaquettaire

C’est un phénomene actif dont la glycoprotéine de la membrane plaquettaire, I’ intégrine Gpllb-
I1a en présence du calcium adopte une conformation qui lui permet de reconnaitre et de fixer
le fibrinogéne. Ces interactions vont donner lieu a I’accrochage des plaquettes les unes aux
autres pour former un agrégat plaquettaire, ¢’est un thrombus fragile (agrégation réversible), et
grace a la libération du contenu granulaire des plaquettes, le caillot devient rigide constituant
ainsi un thrombus blanc. Et pour solidifier le thrombus on a besoin de fibrine issue de

I’activation de la coagulation(7).

GPIlIb / llla

Granules

Plaquette denses

Granules alpha

GPib 7 IX Endothélium

Collagéne

~ & T\GPib/sila
Plaquette R —_— - o
activée = = Fibrinogéne

Collagéne GPIb 71X
W

Figure 3 : Schéma représentatif de I’adhésion et de 1’agrégation plaquettaire
(10)

2 Lacoagulation

Aussi appelée hémostase secondaire c'est un phénomene complexe qui permet la stabilisation
et la consolidation du clou plaquettaire en créant des longs filaments de fibrine a partir du
fibrinogene soluble sous 1’action de la thrombine. Ces filaments se lient entre eux formant ainsi

un caillot de fibrine qui permet 1’obturation définitive de la bréche vasculaire. Elle comporte a
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la fois des boucles de rétro activation positive qui amplifient le processus et négative qui le

limitent dans 1’espace-temps(11).

2.1 Les facteurs de coagulation

Les facteurs de la coagulation sont en nombre de 12, divisés en précurseurs (proenzymes ou
zymogenes) de sérine-protéases, zymogene d’une transglutaminase, en cofacteurs (facteurs V,
VI1I1) et en substrat (fibrinogéne). Ils possedent des noms propres a eux, mais sont définis dans
la nomenclature internationale par des chiffres romains. Une fois activeés, les facteurs de
coagulation portent leur nom suivi du suffixe « a ». lls peuvent également étre regroupés en

différents groupes selon leurs structures et leurs fonctions(11).

Tous ces facteurs de la coagulation sont synthétisés au niveau du foie (I'hépatocyte) d’ou son
importance et son rdle primordial dans le maintien d'une hémostase normale. Toutefois,
certaines de ces protéines ne sont pas exclusivement produites par cet organe noble, mais aussi
par d’autres : c'est le cas pour le facteur VIII, produit par la rate et le poumon. Immédiatement
apres sa secrétion dans la circulation, le facteur VIII se lie au facteur Willebrand qui le protege
de la dégradation. Les facteurs Il, VII, 1X, X et protéine C et S subissent des modifications

vitamine K dépendantes indispensables a l'acquisition de leur activité fonctionnelle(12).

Tableau 1 : Les facteurs de la coagulation.

Numeéro et/ou nom Fonction Produit final
| (fibrinogéne) Substrat de la thrombine La fibrine
. Active |, V, VIII, XIIlI, protéine C, La thrombine Ila
Il (prothombine)
plaquettes
I11 (facteur tissulaire) Active le facteur VII Actif d’emblée
V (proaccélérine, facteur Accroit l'activité enzymatique du Xa Va
instable) (cofacteur)
VII (proconvertine, facteur Active IX, X Vlla
stable)
VI (facteur antihémophilique Accroit l'activité enzymatique du 1Xa Vllla lié au FVw
A) (cofacteur)
IX (facteur Christmas ou . IXa
antihémophile B) Active X
X (facteur Stuart-Prower) Active Il Xa
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XI (antécédent de la Active XIlI, IX et prékallikréine Xla
thromboplastine plasmatique)

XI1 (facteur Hageman) Active prékallikreéine et fibrinolyse Xlla

X111 (facteur fibrin-stabilizing) Liaisons covalen';tiets)reigzre monomeres de Xllla

L’assemblage des complexes enzymatiques permet 1’activation de ces facteurs, cela se fait sur
une surface de phospholipides chargés négativement ou se fixent I'enzyme, le substrat et le
cofacteur. Les deux premieres se fixent aux phospholipides par leur domaine Gla, en présence
d'ions calcium. Quant au cofacteur, il interagit a la fois avec lI'enzyme, le substrat et les

phospholipides, ce complexe confére une efficacité catalytique optimale a I’enzyme(11).

Enzyme SUbStrat

Gla (zymogene)
Gla

2+ 2+
@ 0 -
Cofacteur

() () \ / () ()

‘ Aminophospholipides |

Figure 4 : Complexes enzymatiques de la coagulation

(11)

2.2 Le déroulement de la coagulation
En réalité, le concept de la coagulation n’est pas une cascade mais plutot un réseau, et pour

simplifier ce réseau, on peut schématiquement le diviser en 3 étapes :

2.2.1 L’initiation
In vitro, la coagulation peut étre initiée par deux voies différentes appelée extrinseque et

intrinseque.
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% La voie extrinséque

Le facteur tissulaire (FT) est un élément-clé de ’amorcage de la coagulation, ce récepteur
membranaire est exprimé de fagon constitutive par les cellules extravasculaires telles que les
fibroblastes et les monocytes). Lors d’une lésion vasculaire le FT entre en contact avec le milieu
endovasculaire et va se lier avec le facteur Vlla pour former un complexe tenace (FT-Vlla)
qui, active le facteur VII. Le complexe FT-FVIla active le facteur X en FXa. En présence de
calcium et de phospholipides membranaires, le facteur Xa va alors se lier avec le facteur Va
(FVa) pour former la prothrombinase, enzyme nécessaire a la transformation de prothrombine
(FI1) en thrombine (Flla). La thrombine générée (Flla) déclenche un rétrocontréle positif en
activant les facteurs V et XI et les plaquettes. La thrombine renforce I’agrégation plaquettaire

au sein du caillot par la liaison a la surface des plaquettes a son récepteur PAR-1(10).

% La voie intrinséque
Elle est déclenchée par le contact du sang avec le collagene (lésion interne), cette voie fait
intervenir le KHPM, la prékallicréine et le facteur XII. Le F Xlla active le FXI en présence
d’ions Ca?+. En présence du Xla, le F IX est a son tour activé en F 1Xa. 1l se forme alors un
premier complexe a la surface de la membrane plaquettaire capable d’activer le F X en Xa. Ce
complexe est formeé de FIXa, le Ca2+, le F 11l plaguettaire et le cofacteur VIII activé par les

premiéres traces de la thrombine(12).

Ces deux voies se rejoignent pour ne donner qu’une seule et unique voie, 1a voie commune ou

il y a la formation de thrombine.

2.2.2 Formation de la thrombine et amplification

Les facteurs 1Xa et Xa activent leurs substrats respectifs (facteurs X et Il) a la surface des
membranes des plaquettes activées. Au terme de cet enchainement de réactions, les premieres
molécules de thrombine sont formées. La thrombine amplifie immédiatement sa propre
formation. Elle va stimuler les plaquettes qui passent a proximité en se fixant sur son récepteur
(PAR1) et en le clivant. Elle permet ainsi le recrutement et I’activation de nouvelles plaquettes
et 1’accroissement du thrombus plaquettaire pour une exposition plus grande

d’aminophospholipides membranaires, ¢’est-a-dire de surfaces catalytiques.

La thrombine active les cofacteurs VIII et V leur permettant de remplir leur fonction. Elle est

aussi capable d’activer le facteur XI (phénomene lent), renforgant les réactions qui meénent a
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sa propre production. La thrombine peut aussi activer d’autres types cellulaires que les
plaquettes, en particulier les leucocytes et les cellules vasculaires. Elle participe ainsi aux
événements qui suivent une lésion vasculaire : réaction inflammatoire, remodelage vasculaire
et cicatrisation(13,14).

2.2.3 Fibrino-formation

La derniere étape est I’étape de fibrinoformation. La trés grande quantité de thrombine générée
transforme le fibrinogéne en monomeére de fibrine soluble et active le FXIII en FXIII activé
(FX1Ha). Les filaments de fibrine se polymérisent au niveau du caillot. Ce caillot est ensuite
consolidé par 1’action du FXIIIa qui catalyse la formation de liaisons covalentes entre les

monomeéres de fibrines afin de former un réseau de fibrine insoluble.

INITIATION
\ 4
FXN ™ FXlla Facteur
FVila tissulaire
v FXI > FXla . .
Ca* Complexe FT-Vila
FIX * FiXa
FVIII " FVilla Ca +PL
FX - > FXa
FV — > FVa Ca +PL
Y
Prothrombine * Thrombine
{F11 ) (Flia )
AMPLIFICATION

Fibrinogéne N Fibrine

Soluble
Formation et stabilisation du caillot de fibrine
Fibrine réticulée insoluble

Figure 5 : Schéma représentatif de la coagulation

(10)
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2.3 Régulation de la coagulation

Tout systéme d’activation, comme celui de la coagulation possede un systeme naturel
inhibiteur afin d’éviter son emballement. L’inhibition de la coagulation a lieu principalement
grace a 4 inhibiteurs. L’antithrombine qui comme son nom 1’indique inhibe la thrombine mais
également la plupart des facteurs activés (enzymes) de la coagulation. Le couple de PC/PS qui
inhibe les facteurs VIII et V de la coagulation et enfin le TFPI (inhibiteur de la voie du FT)
qui s’oppose a l’activité du complexe FT/FVIla dés que les premieres traces du FXa

apparaissent(11).

2.3.1 Antithrombine

C’est une glycoprotéine plasmatique monocaténaire dont la synthése est réalisée au niveau du
foie (I’hépatocyte). Sa demi-vie plasmatique est de 50 a 70 heures. Elle appartient a la famille
des inhibiteurs de sérine-protease ou serpines, c’est le principal inhibiteur physiologique de la
coagulation. L’AT comporte deux sites fonctionnels fondamentaux : un site réactif dans sa
partie C-terminale qui va se lier aux serines protéases et un site de liaison aux héparines sulfates
du vaisseau dans sa région N terminale. Sa concentration plasmatique est de 180 a 300 mg /L.

Le géne codant de I’AT est situé sur le chromosome 1(15).

Thrombine

B

P1 000,
Site A {75: :
réactif /~ 4O
: Site de liaison
N a I'héparine

Figure 6: Schéma de la molécule d’antithrombine

(16)
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Cette glycoprotéine posséde une action inhibitrice irréversible sur presque tous les facteurs
activés de la coagulation dont la thrombine, Xa, IXa, Xla, Xlla, toutefois celle-ci s’exerce
essentiellement sur le FXa et la thrombine. La liaison aux héparines sulfates induit un
changement de conformation de I’antithrombine lui permettant ainsi d’inhiber rapidement ses

enzymes cibles.

Les mécanismes d'inhibition de la thrombine et du facteur Xa sont un peu différents selon
I'enzyme cible : dans le cas de la thrombine, les héparines sulfates se lient a la fois a I'AT et a
la thrombine, alors que dans le cas du facteur Xa, il n'y a pas d'interaction directe des héparines
sulfates avec I'enzyme et seule I'interaction héparines sulfates-AT conditionne I'inhibition du
facteur X(15).

Va g

X
Prothrombin__"', ¢ Thrombin
(1) (la)

o o o o o <l

Endothelium

Figure 7: Mécanisme anticoagulant de I"antithrombine

(17)
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2.3.2 Le systeme de la protéine C et la protéine S

2.3.2.1 Laprotéine C

C’est une glycoprotéine bicaténaire, dont la synthése dépend de la vitamine K, synthétisée par
I’hépatocyte. Elle a une demi-vie courte de six a huit heures, cette protéine circule sous forme
d’un zymogene inactif et acquiert une activité serine protéase une fois clivée par la
thrombine(18). L’extrémité N-terminale de la chaine légere contient neuf résidus d’acide
gamma carboxy glutamique (GLA) indispensables a sa fixation par le calcium aux
phospholipides (PLs). La chaine lourde contient un site de clivage Arg-Leu pour la thrombine
et un site catalytique. Sa concentration plasmatique est de 3 a 5 mg/L. Le gene PROC codant

de la PC est situé sur le chromosome 2 (2,19).

Peptide d'activation

EMC Domaine sérine-protéase
Figure 8: Schéma de la molécule de protéine C

(16)

2.3.2.2 Laprotéine S

C’est une protéine vitamine K dépendante de 635 acides aminés, de masse moléculaire (MM)
70 KDa. Sa synthése n’est pas exclusivement hépatocytaire, elle est produite par les cellules

endothéliales, les cellules de Leydig et le cerveau. La partie N-terminale de la protéine contient
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11 GLA qui lient les ions calcium et lui conferent une haute affinité pour les PLs membranaires.
Le gene Pros 1 qui code pour cette protéine est localisé sur le chromosome 3. Sa concentration
plasmatique est d’environ 25 mg /L et sa demi vie est de 42 heures. Dans le plasma la protéine
S circule principalement sous deux formes, une forme libre (40%) et une forme liée a une
protéine régulatrice du complément, la C4b-binding protéine(C4b-BP) (60%). La protéine S ne
se lie qu’a I’isoforme beta de la C4b-BP qui représente 80% de la C4b-BP circulante(19).

- .- —

GLA BST EGF1-4

SHBG

Figure 9: Schéma de la molécule de protéine S

(16)

2.3.2.3 Mode d’action du systéme de la protéine C

La protéine C et la protéine S sont des facteurs vitamine K dépendant agissant conjointement
pour exercer une activité anticoagulante physiologique. La protéine C lorsqu’elle est en
interaction avec la thrombomoduline (une protéine transmembranaire exprimée a la surface des
cellules endothéliales) via un récepteur endothélial agit comme un cofacteur dans ce systeme,
la thrombine active un processus de retro 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 1’inhibition de la fibrinoformation (20).

Le complexe thrombine-TM est responsable de 1’activation de la protéine C. Une fois activée
la protéine C est libérée et en présence de la protéine S, peut dégrader par clivage protéolytique
limité les facteurs Va et VIlla indispensable a la phase d’amplification de la cascade de

coagulation et limiter ainsi la génération de la thrombine.
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L’activité anti coagulante de la PCa est neutralisée dans le plasma par des inhibiteurs de sérine
protéase, comme [’inhibiteur de la PC, I’alpha 1-antitrypsine, ou encore I’alpha 2-
macroglobuline(11).

Endothelium

Figure 10 : Les mécanismes anticoagulants du systeme de la protéine C
(17)

2.3.3 Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire TFPI

Le TFPI circule sous deux formes, une forme liée aux lipoprotéines (HDL, lipoprotéine A,
LDL), et une forme libre étant responsable de 1’activité anticoagulant (20% du TFPI circulant).
Il est produit par la cellule endothéliale, cet inhibiteur comporte trois domaines de type Kunitz.
Le premier domaine se lie au complexe FT-FVIla, le deuxiéme domaine se lie au facteur Xa et

le dernier domaine se lie aux lipoprotéines.

Le TFPI inactive non pas le FT mais ’activité catalytique du complexe FT-FVIlla et cela
déroule en deux étapes :

= Dans un premier temps le TFPI se fixe au FXa.
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= Puis le complexe FXa-TFPI s’associe au complexe FT-Vlla pour former le complexe
quaternaire inactif FXa-TFPI-FT-FVlla (justifiant la nécessité de la présence du FXa

pour initier I’inhibition par le TFPI).

In vivo, I’héparine déplace TFPI fixé aux glycosaminoglycanes de la paroi vasculaire, avec par

conséquent une augmentation de son activité inhibitrice(21).
3 Lafibrinolyse

Une fois la paroi vasculaire étanche, le thrombus doit étre détruit afin de laisser place a la
cicatrisation tissulaire et au rétablissement de la perméabilité vasculaire, on parle alors de la

fibrinolyse physiologique.

La fibrinolyse est batie selon la méme conception que le systéme de la coagulation comprenant
des molécules a activité protéolytique, qui agissent sur un substrat, contr6lées par un systeme
d’activateurs et d’inhibiteurs permettant une régulation physiologique trés précise. Pour

comprendre cette physiologie on la divise en 2 parties :

e La premiére partie est la production de la plasmine par clivage du plasminogene, et cela

par deux activateurs :

v Activateur tissulaire du plasminogene t-PA, a condition, pour que I’activation soit
efficace le plasminogéne doit se fixer sur la fibrine, puis I’activateur t-PA vient se fixer
sur la fibrine et clive ce dernier en protéine dimérique reliées par un pont disulfure,
c’est la plasmine.

v Activateur urinaire du plasminogéne u-PA, contrairement a I’activateur (t-PA),
urokinase qui est activé a partir de pro-urokinase n’est pas obligé d’étre fixé sur la

fibrine pour cliver le plasminogéne, elle le transforme direct(4,22).
On peut citer aussi un autre activateur, c’est le facteur XIl Hagman activé aussi par le
kininogéne en présence du KHPM.

e La deuxiéme partie consiste a I’inhibition de la plasmine par deux voies :

v L’inhibition direct de la plasmine : pour cela deux acteurs peuvent intervenir la Alpha
2 antiplasmine (neutralise la plasmine plasmatique circulante non liée a la fibrine) et la
Alpha 2 macroglobuline (par la formation du complexe avec la plasmine, et inhibe son
activité)(4,23).
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v Inhibition des activateurs de plasminogéne dont : le plasminogen activator inhibitor 1
PAI-1, c’est le principal, il inhibe le t-PA et urokinase par formation d’un complexe
covalent. Et aussi le plasminogen activator inhibiteur 2 : qui est synthétisé par le

placenta au cours de la grossesse(24,25).

La plasmine protéolyse le fibrinogéne et la fibrine en divers fragments de tailles variables,
identifiés comme les produits de dégradation de la fibrine, ou PDF, qui sont quantifiables
dans le plasma. Le taux de PDF plasmatiques est ainsi un reflet de 1’activité de la plasmine
et donc de I’activation de la coagulation. lls sont emportés dans le courant plasmatique et

épurés au niveau du foie par le systéme macrophagique(26).

Ce systeme tres fin de régulation de 1’activité de la plasmine et de sa restriction a la surface
de la fibrine explique le fait que la fibrinolyse physiologique soit un processus qui reste
localisé au niveau du thrombus. Son role réside dans la lyse progressive du caillot apres la
cicatrisation de la bréche vasculaire, mais aussi dans la prévention de son extension évitant

I’occlusion de la lumiére vasculaire(4).

iJi?!CE'-lf.‘“'l‘ / ‘ \

endothélium / DAl

plasminogene

—
\D”ﬂ/

/ #
plasmine

-

o
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Figure 11: Schéma de la fibrinolyse

(4)
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4  L’état de I’hypercoagulabilité au cours de la grossesse

La grossesse induit des changements importants de 1’équilibre hémostatique, qui associe une
hypercoagulabilité a un état inflammatoire. Cet état hypercoagulable est considéré comme

protecteur. Surtout au moment du travail, empéchant une hémorragie excessive.

Tandis que I’élévation de la coagulation plasmatique s'explique par une augmentation des
facteurs Willebrand, VIII, II, VII, IX, X et du fibrinogéne d’une part et une diminution de
I’activité fibrinolytique et des taux des inhibiteurs physiologiques de la coagulation d’autre

part.

Les pathologies spécifiques de la grossesse sont définies par leur apparition liées a 1’état
gravidique et leur guérison par 1’accouchement, parmi ces pathologies on distingue : les
pathologies a risque hémorragique (maladie de Willebrand, les thrombopathies...), les
pathologies auto-immunes (purpura thrombopénique immunologique...), les pathologies a

risque thrombotique (la thrombophilie héréditaire et la thrombophilie acquise)(27).
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Partie Théorique Chapitre 11 : La thrombophilie constitutionnelle

1 Définition de la thrombophilie constitutionnelle

Le terme thrombophilie fait habituellement référence aux anomalies hémostatiques prédisposant
aux thromboses ou la tendance aux thromboses. Les ambiguités au sujet du terme thrombophilie
découlent du fait que ce terme a été creé recemment par analogie avec I'hémophilie. En regle
générale, la thrombophilie désigne un ensemble d'anomalie moléculaire congénitale (héréditaires)

ou acquise (28).

En effet, la thrombophilie constitutionnelle se définit par une tendance déterminée génétiquement

a faire des thromboses, elle peut étre due :

% Soit a la perte de fonctions de certains inhibiteurs de la coagulation : déficit en antithrombine,
déficit en protéine C, déficit en protéine S, résistance a la protéine C activée (facteur V Leiden).
% Soit & un gain de fonction par augmentation de 1’expression de certains facteurs pro-
coagulants : mutation G20210A du géne du facteur Il, élévation des taux des facteurs VIII, IX,

X, XI et I’hyperhomocystéinémie (29,30).

2 Les marqueurs biologiques de thrombophilie
2.1 Les déficits en inhibiteurs constitutionnels

2.1.1 Déficits en antithrombine

Le premier cas de déficit en AT a été décrit en 1965 par Egeberg. Ce déficit constitutionnel en AT
est rare, sa prévalence serait de 1/2000 a 1/5000 dans la population générale et dans la population
jeune qui thrombose est de 7%, en Algérie 6.5%. Les déficits en AT sont hétérogene, plusieurs ont

été identifiés et tous ne présentent pas le méme risque thrombotique (31,32).

o Les déficits de type 1 (quantitatif) : sont dus a des micro insertions ou des micro délétions
a Dorigine d’une absence d’expression de 1’alléle muté. La concentration de la protéine est

diminuée mais elle fonctionne normalement(33,34).
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o Les déficits de type 2 (qualitatif) : sont caractérisés par des mutations ponctuelles dans les
domaines fonctionnels. Ils correspondent a la synthése d’une protéine anormale incapable de
neutraliser la thrombine (type 2 ou RS) ou incapable de fixer I’héparine (type 2 ou HBS) et le type
2PE dont la stabilité de la protéine est modifiée et sa concentration plasmatique est légérement

diminuée (anomalies pléiotropiques) (35,36) .

Par ailleurs, les déficits constitutionnels en AT sont des anomalies a transmission autosomique
dominante a pénétrance variable. La plupart des déficits retrouvés chez les sujets symptomatiques
sont des déficits quantitatifs (de type | pour AT). Les déficits qualitatifs (type Il) sont rares. Le
géne qui code pour I’AT est SERPINCI, situé sur le chromosome 1. Les bases moléculaires des
déficits ont été bien établies, avec plus de 300 mutations déléteres identifiées (non-sens, faux sens
ou grands remaniements genétiques dans les déficits de type I et, sans surprise, plutot des mutations

faux sens affectant des sites fonctionnels dans les deficits de type 11)(36).

Tableau 11: Classification des déficits héréditaires en antithrombine

@37)

Activité cofacteur de . ) .

) Activite Progressive Antigene
I’héparine

Typel ! ! !

RS ! ! N

Type Il HBS ! N N
PE Limite Limite Limite

2.1.2 Déficit en protéine C
Le déficit en protéine C est associé a des anomalies du gene PROC (situé sur chromosome 2). Il
existe deux types de déficit en protéine C :

e Typel deficits quantitatif (90%) : avec une activité normale et une concentration basse voire

nulle de la protéine et qui ont une pénétrance clinique variable . La forme hétérozygote du
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déficit en PC est plus fréquente. Les mutations mises en cause sont en générale de type faux
sens avec un défaut d’expressions du géne plus au moins complet(38).
e Type2 déficits qualitatif (10%) : avec une concentration normale, mais une activité basse de la
protéine(31), eux-mémes classés en :
= Type lIAM:
- Activité enzymatique diminuée décelée avec les méthodes amidolytiques ;
- Anomalie au niveau du site actif ;

- 04 mutations identifiées.

= TypellAC:
- Activité anticoagulante diminuée décelée par méthode de coagulation ;
- Site catalytique intact ;
- Anomalie au niveau du site d’interaction avec les autres protéines (PS, FVa,
FVIlla, PL) ;
- 08 mutations identifiées.
Tableau 111 : Classification des deficits héréditaires en protéine C
@37)
Activité anticoagulante | Activité amidolytique Antigene
Type | ! ! l
AM ! ! N
Type Il AC ! N N

2.1.3 Déficit en protéine S

Les déficits héréditaires en protéine S sont liés a des mutations ou des delétions du gene PROS1
situé sur le chromosome 3. Ce déficit retrouvé chez 2 & 3% des patients thrombophiliques, il
pourrait étre de 1’ordre de 0,05 a 0,10% de la population générale. La fréquence dans la population
qui thrombose est de 3% et en Algérie 3,2%. La grande majorité des patients sont hétérozygotes,

les déficits homozygotes en PS sont exceptionnels et quelques cas seulement ont été décrits(31).
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Le déficit en PS a été décrit pour la premiére fois en 1984, 03 types de déficits héréditaires sont
définis(11,24):

= Type quantitatif (I et I11) : affectent la quantité de la protéine circulante.
- Letype | :laPS totale et la PS libre sont diminuées de fagons équivalentes.
- Letype Il : seule la PS libre est basse.
= Type qualitatif (11) : un rare déficit associant un taux de PSL normal et une activité diminuée.
- Letype lla : anomalie au niveau de la PS libre.

- Letype Ilb : concentration en PS libre normale mais une activité anti coagulante abaissée.

Tableau 1V : Classification des déficits héreditaire en protéine S

(37)
Activité cofacteur de )
la PCa PS libre PS Totale
Type | ! ! !
Type Il ! N !
Type 111 ! ! N

2.1.4. Déficit en protéine Z :

La protéine Z est un facteur vitamine K dépendant qui se lie a la protéase protéine Z-dépendant
pour former un complexe qui inhibe le facteur Xa. Le phénotype prothrombotique du déficit en
protéine Z associe des pertes feetales précoces (avant la 20°™ semaine de grossesse), des

thromboses veineuses plus précoces et récidivantes chez les patients porteurs d’une mutation V

Leiden et de maniére plus discutable des accidents vasculaires cérébraux du sujet jeune (31).

2.2 Anomalies génétiques du facteur V et 11

2.2.1 Reésistance plasmatique a I’action de la protéine C activée et mutation du facteur V

Le facteur V est une glycoprotéine qui joue un role tres significatif dans la coagulation par ses

propriétés pro-coagulantes et anticoagulantes. En effet, le FV est pro coagulant autant que
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cofacteur enzymatique de FX, apres clivage du facteur V par la thrombine, le facteur Va ainsi
former est un cofacteur du facteur Xa qui active la prothrombine en thrombine. Le FV est considéré
anticoagulant autant que cofacteur de la PCa vis-a-vis de la degradation du FVIlla. La protéine C
scinde le facteur Va au niveau de trois sites : Arg306, Arg506 et Arg679. L’activité du FV autant
que cofacteur de la PCa pour la dégradation du FVI1lla nécessite le clivage en Arg506 en premier
et il est prépondérant lorsque le facteur Va et la PCa sont présents en faible concentration.
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(39).

Le facteur V leiden est une variante du FV présentant une mutation ponctuelle qui conduit au
remplacement d’une arginine (R) par une glutamine (Q) en position 506, d’ou 1’appellation de
mutation R506Q . Ce qui affecte I’un des sites de clivage du facteur V par la PCa. Il en résulte un
défaut d’inactivation du FVa par la PCa et une perte de 1’activité cofacteur de la PCa du FV. La
mutation du facteur V leiden est le facteur du risque héréditaire anormal le plus fréquent en Algérie
la fréquence allélique dans la population générale est de 1,3%, et dans la population qui thrombose
est de 8,5%(31,40).

La RPCa est I’anomalie la moins thrombogéne parmi les anomalies prédisposant aux thromboses,
et elle nécessite parfois I’interaction avec d’autres facteurs de risque pour qu’elle puisse

s’exprimer(41).
Deux mutations privées qui affectent sur le FV, le site de clivage en 306 ont été rapportées :

- La mutation Hong Kong (Arg306Gly) qui serait sans effet sur la RPCa ;

- La mutation Cambridge (Arg306Thr) qui pourrait étre associée a une résistance accrue(24).
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q A3 C1 C2 COOH

S06 679 Sites de protéolyse par la PCa

L7t

R 506 Gln “Leiden™ (Bertina 1994)

H 1299 Arg “Alléle HR2” (Bernardi 1997)

Ile 359 Thr “Liverpool " (Steen 2004)

R 306 Thr “Cambridge et R 306 Gly “Hong Kong ™ (Willinmson 1998 et
Chan 1998)

L b e

Figure 12: Mutation du facteur V associée a une diminution de la réponse plasmatique a la
protéine C activee

(31)
2.2.2 Mutation G20210A du gene de la prothrombine

Cette mutation décrite en 1996 par Poort, se situe dans la région non traduite du gene de la
prothrombine. Le facteur 1l (FII) précurseur de la thrombine occupe une position clé dans la
formation de fibrine. Toutefois, le facteur 1l Leiden peut avoir une mutation unique dans la partie
non transcrite du géne codant pour le FII qui conduit a la substitution en position 20210 d'une
Guanine par une Adénosine (G20210A). La mutation n’affecte pas les fonctions de la
prothrombine mais induit des concentrations ¢levées de ce dernier. Elle existe a 1’état homozygote
et hétérozygote. La prévalence du polymorphisme en Europe est aux alentours de 2%, avec un
gradient croissant nord-sud. Il est rare dans les populations d’Afrique et d’Asie. Le risque relatif

de thrombose veineuse chez les hétérozygotes est aux environs de 2 a 3% (25,31,38).

2.3 Autres anomalies liées a la thrombophilie

2.3.1 Augmentation des taux du facteur VIII

Des valeurs ¢levées du facteur VIII relévent généralement d’un support génétique, mais le role de

facteurs environnementaux peut le plus souvent étre mis en cause. Le facteur VIII augmente
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significativement durant la grossesse et lors d’un syndrome inflammatoire. Il a été montré que son
élévation provoque un risque accru de TVP apres la prise d’cestroprogestatifs. Le taux du facteur
V111 de la coagulation est influencée par celle du facteur Willebrand et le groupe sanguin avec des
concentrations plus élevées chez les sujets de groupe sanguin A, B et AB(42,43).

2.3.2 Elévation du taux plasmatique des facteurs IX, X et XI

Des valeurs accrues en facteur XI, facteur X et facteur X1 sont affiliés a une majoration du risque
de TVP. Cette élévation fréquente pour le facteur XI (10 % de la population) double le risque de
TVP. Ce risque est observé d’une fagon plus importante chez les femmes pré-ménopausées ne
prenant pas d’cestroprogestatif et pressentent des taux élevés de FX. Enfin, aucune donnée
concernant les conséquences des variations de ces facteurs n’est disponible chez la femme

enceinte(44).

2.3.3 Hyperhomocystéinémie et mutation C677T de la MTHFR

L’homocystéine est un métabolite de la méthionine qui provient des protéines de 1’alimentation et
des protéines corporelles. L’hyperhomocystéinémie est causée par 1’élévation des taux
d’homocystéine, cette derniére est liée a un risque accru de TVP. Néanmoins, il convient de
distinguer les hyperhomocystéinémies séveres des hyperhomocystéinémies faibles a modérées.
Les premieres sont toujours d’origine génétique alors que les secondes peuvent étre d’origine

génétique ou acquise (36).
L‘hyperhomocystéinémie constitutionnelle est due a des déficits :

+« Le déficit homozygote en cystathionine-B-synthase pour la mutation 833 T>C, qui ne peut
se traduire que par la survenue d‘événements thromboemboliques.

% Le déficit homozygote en MTHFR est 1’anomalie constitutionnelle des voies de re-
méthylation. C‘est I‘anomalie la plus commune.

¢ Le déficit hétérozygote en [ cystathionine synthase est fréquent.

¢ Une autre anomalie fréquente est la présence d‘un variant thermolabile de la MTHFR, ce
variant résulte d“une substitution C>T du nucléotide 677 du gene transformant une alanine
en valine. Cette anomalie peut contribuer a expliquer les formes modérées lorsqu’il est

présent a 1’état homozygote (10 % de la population générale), en cas de carence

Page | 25



Partie Théorique Chapitre 11 : La thrombophilie constitutionnelle

vitaminique, mais il n’est pas par lui-méme FR de thromboses et ne doit pas étre recherché
d’emblée(36,45,46).
2.3.4 Dysfibrinogénémie

Il s’agit d’une anomalie fonctionnelle moléculaire du fibrinogene qui peut affecter un ou plusieurs
génes : FGA, FGB ou FGC ; localisés sur le chromosome 4. Les anomalies de I’extrémité C
terminale de la chaine alpha et N terminale de la chaine beta du FG sont principalement liées a
I’apparition des manifestations thrombotiques. En effet, le risque de thrombose est essentiellement
associé a de multiples mécanismes dont : défaut de liaison de la thrombine a la fibrine anormale,

défaut de polymérisation ou thrombolyses défectueuses(38).

3 Diagnostic de la thrombophilie constitutionnelle

3.1 Dosage de ’AT

Les techniques utilisées doivent permettre de diagnostiquer tous les types de déficits. Trois
méthodologies sont & employer (voir annexe Il1) : en dépistage, la mesure de ’activité cofacteur
de I’héparine qui est la plus sensible a I’ensemble des déficits quel qu’en soit le type, complétée

dans le cadre du typage par la mesure de 1’antigene et de 1’activité progressive.

»  Mesure de ’activité cofacteur de I’héparine : Cette méthode colorimétrique permet de mesure
la capacité¢ de I’AT a inhiber les facteurs Ila ou Xa ajouté en quantité fixe et en exces, en
présence d’héparine. La quantité résiduelle de protéase est mesurée par son activité
amidolytique sur substrat spécifique. Pour mesurer spécifiquement I’AT, il faut
impérativement un temps d’incubation du mélange plasma-protéase-héparine court, un exces
d’héparine dans le milieu et, si I’on utilise du FIla, il doit étre d’origine bovine. Le tampon de
dilution du plasma a également son importance. La méthode est théoriquement apte a dépister
tous les déficits.

» Dosage de I’AT antigene : L'AT est facile & mesurer au moyen de techniques immunologiques.
Certains laboratoires européens ont toujours recours a l'immunoélectrophorése ou a
I'immunodiffusion radiale. Cependant, la plupart ont recours a un essai des techniques
commerciales enzyme-linked immuno sorbent assay (Elisa), ou a des techniques

immunoturbidimétriques automatisées ayant des caractéristiques analytiques plus favorables.
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= Mesure de ’activité progressive : Cette méthode différe de la mesure de I’activité cofacteur de
I’héparine par 1’absence d’ajout d’héparine dans le milieu réactionnel et par une incubation
plus longue du plasma a étudier avec la protéase cible. Cet essai évalue la capacité
fonctionnelle du site d'inhibition de la protéase, mais ne tient pas compte du fonctionnement
du site de liaison a I'néparine. Il permet de distinguer les types IIHBS (normal progressive
activity) des types I RS (Low progressive activity). A noter que le temps d’incubation plus
long réduit la spécificité ; de plus, il ne peut pas étre réalisé chez un patient traité par
héparine(36,47).

3.2 Dosage de la protéine C

Le diagnostic biologique de carence en PC est rendu difficile par la diversité des anomalies
moléculaires responsables du défaut d'expression de 1'allele muté. 11 existe des techniques d’étude
de la PC basées sur trois principes différents : la mesure par TC, qui est apte a dépister tous les
types de déficits et est donc a utiliser en premiére intention, la mesure de 1’activité amidolytique
qui évalue la capacité de la PC a étre activée et la fonctionnalité du site protéasique de la PCa, et

la mesure de 1’antigéne(36).

Mesure de I’activité : la premiére étape est ’activation de la PC a I’aide d’une enzyme spécifique
extraite d’un venin de serpent. A noter que de ce fait la voie physiologique d’activation de la PC

(a I’aide du complexe Flla-TM) n’est pas explorée.

= Technique de coagulation : dans ces circonstances, la deuxiéme étape consiste en la mesure
d’un TC aprés ajout d’un plasma commercial déplété en PC, dans un test global de type
TCA, ou apres déclenchement de la coagulation par ajout de venin de vipére Russel (VVR)
activateur du FX. L'activité catalytique du site protéase ainsi que les interactions avec les
protéines cibles, PS, PL et calcium sont étudiées. Ces tests traitent donc de nombreuses
facettes fonctionnelles de la protéine, mais étant tres globaux, ils sont les plus sensibles
aux interférences : présence d’héparines, ou de certains anticoagulants lupiques (LA) qui,
en allongeant les TC, peuvent masquer des déficits ; taux élevés de FVIII ou présence du

FV Leiden qui, en raccourcissant les TC, peuvent simuler des déficits. Ces techniques ne
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doivent pas étre réalisées sous AOD ; en effet, la présence d’AOD peut entrainer des
allongements de TC susceptibles de masquer des déficits sous-jacents(48).

= Technique amidolytique : Dans ce cas, la deuxiéme étape étudie la capacité du PCa a cliver
un substrat chromogene particulier. Cette méthode pose moins de problémes techniques
que la précédente et peu de problémes d’interférence et permet de distinguer les déficiences

qualitatives en deux type (I1AM et 1IAC).

Dosage de la protéine C antigene : Les faibles concentrations circulantes de PC imposent
I’emploi de techniques immunologique de type Elisa, cette technique permet de classer les

déficits en type 1 ou type 2 (36).

3.3 Dosage de la protéine S

Le diagnostic du déficit en PS repose sur la mesure de l'activité de la protéine S et de la protéine

S libre antigéne en premiére intention. Le dosage de la protéine S totale antigéne permet de

compléter le diagnostic en seconde intention, si l'activité et/ou lI'antigéne libre sont abaissés (31).

Mesure de 1’activité : cette technique chronométrique est recommandée en premier intention
car elle permet de dépister tous types de déficits, ce qui n’était pas le cas auparavant, compte
tenu de sa mauvaise spécificité, mais les réactifs ont été améliorés. La mesure de 1’activité
consiste a calculer 1’allongement du temps de coagulation d’un mélange du plasma a tester et
d’un plasma réactif déplété en PS, en présence de PCa (exogéne ou produite dans le
mélange).la coagulation est étudiée dans un test de type TQ ou TCA aprés activation par du
FXa ajouté ou produit par activation endogene du FX par le venin de vipére Russel. Ce dosage
est soumis a des interférences : FV leiden, taux trés élevés de FVIIIL, présence d’héparines, de
certains anticoagulant lupiques. Leurs influences sont plus ou moins grande en fonction du
réactif utilisé, mais peut conduire a des faux diagnostics.

Dosage de la PS et la PST (libre + liee a la C4Bbp) : en cas d’activité (méme modérément)
diminuée, les dosages immunologiques de la PS libre et de la PST doivent étre pratiqués
conjointement. Les techniques utilisées sont de type Elisa ou immunoturbidimétriques.

Examens complémentaires :
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- Dosage de la C4bBP : ce dosage peut étre utile lorsqu’une diminution de la protéine S libre
par augmentation de la C4Bbp est soupconnée (syndromes inflammatoires
essentiellement), mais il ne doit pas étre systématique.

- Biologie moléculaire : I’étude du géne de la protéine S (PROS1) par BM n’est pas réalisée
en routine. Ce géne, qui comporte un pseudo geéne inactif (PROS2), s’étend sur 80Kb,
comporte 15 exons et 14 introns ; de plus les mutations identifiées jusqu’a présent sont

réparties sur I’ensemble du géne(24).

3.4 Résistance a la protéine C activée et recherche de la mutation FV Leiden

La résistance a la protéine C activée est liée a une mutation touchant I'un des sites de clivage du

facteur V par la protéine C activée. Le diagnostic repose en premier lieu sur un test de dépistage

de RPCa et s’il s’avére ’existence de cette derniére, il est nécessaire de rechercher la mutation

facteur V Leiden. Cette recherche de mutation constitue le test de confirmation et permet de

préciser le caractere hétérozygote ou homozygote de la mutation.

Test de dépistage de RPCa : c’est une technique chronométrique mise au point par Dahlbédck
fondée sur la mesure du TCA du patient en présence et en I’absence de protéine C activée
exogene en quantité standardisée. La résistance a la PCa se traduit par un défaut d’allongement
du TCA en présence de PCa purifiée. Ce test est peu spécifique et ne peut étre utilisé chez les
patients traités par antivitamines K. Les tests utilisés aujourd’hui sont des tests modifiés (tests
de seconde génération) avec dilution du plasma a étudier dans du plasma déficitaire en facteur,
plus spécifiques de la mutation du FV Leiden, ils permettent le dépistage de 1’anomalie chez
les patients traités par AVK. La plupart des tests permettent aussi les mesures de RPCA chez
les patients traités par héparine car les réactifs contiennent des inhibiteurs du médicament. Il
existe d’autres méthodes utilisant des venins de serpent pour activer le facteur V en présence
de PCa.

Recherche de la mutation 1691G > A du facteur V Leiden par biologie moléculaire : apres
extraction de I’ADN génomique, la recherche de la mutation 1691G > A du facteur V Leiden
(R506Q) est fondée sur I’amplification par PCR (polymerase chain reaction) d’une région du
géne du facteur V ciblant I’anomalie moléculaire. Les modalités opératoires permettant de

mettre en évidence la mutation a partir du produit de PCR sont diverses, on peut citer :
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— traitement des produits d’amplification a 1’aide d’endonucléases de restriction (méthode de
PCR-RFLP) ;

— amplification de la forme allélique sauvage et mutée a ’aide d’amorces spécifiques (PCR-

SSP) ou modifiées (PCR-ARMS) ;

— révélation du produit d’amplification a 1’aide de sondes spécifiques de la forme allélique

sauvage et mutée (PCR-ASO) ;

— PCR en milieu homogene (ou PCR temps réel) fondée sur la détection d’un signal de
fluorescence (sondes d’hydrolyse, sondes en tandem, balises moléculaires, sondes scorpions,

amorces fluorescentes) ;

— traitement des produits d’amplification par extension d’amorce (mini séquengage ou

SNaPshot, Single base extension ELISA) ;

— des méthodes « multiplex » sont disponibles pour la recherche conjointe de la mutation
1691G > A du facteur V Leiden et le variant 20210G > A du facteur 11 ;

- une méthode d’hybridation moléculaire avec amplification d’un signal fluorescent (absence

d’amplification d’ADN par PCR)(24).
3.5 Recherche de la mutation G20210A du gene de la prothrombine

Le diagnostic repose sur la recherche de la mutation G20210A du géne de la prothrombine. 1l
permet, par ailleurs, de préciser le caractere hétérozygote ou homozygote de la mutation.
L’association mutation G20210A du géne de la prothrombine — mutation facteur V Leiden n'est

pas rare. Il est donc important de rechercher simultanément ces deux mutations.

= Recherche du variant 20210 G>A du facteur 11 par biologie moléculaire : Suite a extraction
de I’ADN génomique, la recherche du variant 20210 G>A de la prothrombine est fondée
sur ’amplification par PCR (polymerase chain reaction) d’une région du gene de la
prothrombine ciblant 1’anomalie moléculaire. Les modalités opératoires permettant de
mettre en évidence la mutation a partir du produit de PCR sont diverses.

* Technique de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) : Les produits
d’amplification sont soumis a une digestion enzymatique par une enzyme de restriction

dont I’action s’exerce en fonction de la présence ou de I’absence de la mutation recherchée.
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Les fragments d’ADN obtenus par amplification et par digestion enzymatique sont sépares

par électrophorése en fonction de leur poids moléculaire et donc de leur longueur.

* Technique de PCR en temps réel : L’amplification des séquences cibles du gene de la

prothrombine peut étre réalisée a 1’aide de deux sondes TagMan R-MGB, 1’une spécifique

de I’allele normal (ou sauvage) et I’autre spécifique de ’allele muté. Chaque sonde porte a

son extrémité 5’ un fluorochrome spécifique dont la fluorescence est inhibée par un

«quenchery fixé a son extrémité 3°.L’activité 5’nucléotidase de la Tag-polymérase permet

le clivage du fluorochrome uniquement a partir de la sonde hybridée et 1’émission de

fluorescence par le fluorochrome ainsi libéré de I’influence du «quencher».La PCR en

temps réel est réalisée avec une lecture en point final de la fluorescence émise par les
fluorochromes FAM et VIC, spécifiquement de 1’alléle sauvage et de 1’allele muté.

— Traitement des produits d’amplification a ’aide d’endonucléases de restriction (méthode de

PCR-RFLP pour PCR-restriction fragment length polymorphism).

— Amplification des formes alléliques sauvage et mutée a 1’aide d’amorces spécifiques (PCR-SSP
pour PCR sequence-specific primers) ou modifiées (PCR-ARMS pour PCR-amplification-
refractory mutation system).

— Révélation du produit d’amplification a 1’aide de sondes spécifiques des formes alléliques

sauvages et mutees (PCRASO pour PCR-allele-specific oligonucleotide)

— PCR en milieu homogene (ou PCR temps réel) fondée sur la détection d’un signal de
fluorescence (sondes d’hydrolyse, sondes en tandem, balises moléculaires, sondes scorpions,

amorces fluorescentes).

— Traitement des produits d’amplification par extension d’amorce (miniséquengage ou SNaPshot,

Single base extension ELISA).

— Des méthodes « multiplex » sont disponibles pour la recherche conjointe de la mutation 1691
G>A du facteur V Leiden et le variant 20210 G>A de la prothrombine.

Une méthode d’hybridation moléculaire avec amplification d’un signal fluorescent (absence
d’amplification d’ADN par PCR) est applicable au génotypage du variant g.20210 G>A de la
prothrombine(24).
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Partie Théorique Chapitre 111 : Les avortements spontanés a répétition

1 Définition de ’avortement

L’OMS définit I’avortement comme étant une expulsion ou une extraction hors de la mere d’un

embryon ou d’un feetus de moins de 500gr.Ils sont séparés en avortements précoces (du 1°

trimestre) et tardifs du deuxiéme trimestre (13 — 24 SA) et du troisieme trimestre (apres 24 SA).

IIs peuvent étre unique ou multiples.
1.1 Définition clinique de ’avortement
Entre 5 — 10 semaines, il s’agit de perte embryonnaire.

Apres 10 semaines, il s’agit de perte feetale.

A terme, il s’agit de mort in utero (MIU) ou Stillbirth (anglo-saxons) désignant les accidents tardifs

a partir de la viabilité feetale d’environ de 22 semaines.

Le « miscarriage » des anglo-saxons va de la 2°™ a la 22°™ SA. (Figure 13).

Intrauterine
Early ate foetal | death
1-2-3-4-5-6-7-8-910-11-12-13 - e e emm b1 20 T S —— 41
Week's gestation
Foetal
3rd T
Classifications

Figure 13 : Evolution de la grossesse normale, étapes critiques, classification des fausses

couches.
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(49)

1.2 Définition de I’avortement spontané répété (ASR)

La survenue de trois ou plus de pertes embryonnaires avant 24 SA. Dont 50% restent inexpliquées,

concerne 1% des couples fertiles (50).
On distingue :
e ASR primaire en I’absence d’accouchement antérieur.

e ASR secondaire survenant aprés la naissance d’un enfant.

2 Etiologies

Dans la population generale 15 a 20 % des femmes ont une FCS , 4% 2FCS successives et 1%
3FCS successives ou plus, le risque de faire une nouvelle FCS est de 30% aprés 2FCS et de 33%
aprés 3FCS chez les femme n’ayant jamais eu de nouveau-né vivant , ce qui suggére de faire une

etude etiologique aprés 2FCS.
2.1  Anomalies anatomiques de I’utérus

Les anomalies anatomiques de 1’utérus représentent 10 a 30% des ASR. Parmi les causes les plus
fréquentes nous citerons les malformations utérines (utérus bicorne...), les synéchies et les

myomes utérins responsables des ASR du 2° trimestre.
2.2 Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont responsables d’environ de 60% d’avortement unique
précoce. Parmi les anomalies retrouvées : anomalies du nombre de chromosome (trisomie,

monosomie) translocations ou mosaicismes.
2.3 Causes endocrines

On retrouve principalement :

Le diabete mal équilibre, les dysfonctionnements thyroidiens et 1’insuffisance lutéale.
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2.4  Causes infectieuses

Les infections a CMV, herpes, syphilis, toxoplasmose et mycoplasmes, lorsqu’elles sont séveres

(responsables d’avortements sporadiques).
2.5 Anomalies immunologiques

Pathologies auto-immunes : anticorps antithyroidiens, anticorps anti-DNA, anticorps anti-

phospholipides.
Réaction d’allo immunisation maternelle.
2.6  Anomalies congénitales de I’hémostase

Les phénoménes hémostatiques jouent un role crucial dans 1’établissement et le maintien de la
grossesse. Tout dysfonctionnement de 1’hémostase pendant la grossesse, au niveau de la
circulation foeto-placentaire peut induire des phénomenes hémorragiques ou thrombotiques a
I’origine des ASR. Ces complications peuvent étre liées a des anomalies feetales ou maternelles,

ces derniéres sont les plus fréquentes :
- Pathologie maternelle congénitale de I’hémostase a potentiel hémorragique

Certains facteurs de la coagulation en particulier le facteur von willbrand, le fibrinogéne et le

facteur XIII (stabilisateur de la fibrine) s’accompagnent de syndrome hémorragique en cas de
déficit.
Au cours de la maladie de Willebrand(51). L’importance des métrorragies au cours du premier

trimestre ne semble pas augmenter le risque de fausses couches spontanées.

A I’inverse, pour le fibrinogéne et le facteur XIII (52), les patientes avec hypofibrinogénémie, une
afibrinogénémie ou un déficit majeur en facteur XIII, ont un avortement qui survient
inéluctablement en début de grossesse en 1’absence de traitement substitutif, car seul le fibrinogéne

et le facteur X111 maternel sont impliqués dans le maintien de la grossesse.

- Pathologie maternelle congénitale de I’hémostase a potentiel thrombotique

La présence de dépots fibrineux et d’infarctus au niveau placentaire est parfois constatée au cours

ASR inexpliqués. Ces thrombi vasculaires peuvent engendrer un défaut d’irrigation de 1’unité
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foeto-placentaire responsable de complications maternelles et feetales.

L’existence d’un facteur génétique prédisposant aux thromboses viendrait majorer 1’état
d’hypercoagulabilité physiologique de la femme enceinte, pouvant donc étre évoquée dans la

survenue de tels accidents.
e Déficits constitutionnels en inhibiteurs

Le risque de pertes feetales est plus élevé chez les femmes présentant des déficits combinés (RPCa
et déficit en PS, déficit PC et PS) ou un déficit en AT que chez celles présentant un déficit isolé en
PC ou en PS (53).

Le role de la RPCa liée a la mutation V leiden dans la survenue d’avortements spontanés a
répétition est un sujet controversé. Mais Grandone et al 1997 observe une différence significative
pour les avortements du deuxiéme et troisieme trimestre, comme pour les déficits en inhibiteurs
de la coagulation, ’homozygotie pour la mutation entraine plus d’avortement que 1’hétérozygotie,
le risque relatif de thrombose est multiplié par 2 a 8 fois chez les hétérozygotes pour cette mutation

et par 80 pour la mutation a 1’état homozygote.

En effet, une étude démontre qu’aucune des deux mutations V Leiden (ou II leiden) n’expose au
risque de développer des fausses couches avant 10 semaines(54). Cela dit, selon Lissalde-Lavigne
et al 2005, les mutations V Leiden (et Il Leiden) sont associées a un risque plus augmenté
d’avortement entre 2 et 22 semaines d’aménorrhée chez les femmes caucasiennes, contrairement
aux femmes non caucasiennes ou les mutations sont rares, ceci en ce qui concerne les avortements

survenant aprés 10 semaines d’aménorrhée.

Les disparités de ces études sont dues aux degrés de sélection des patientes qui différent
notamment en ce qui concerne 1’age gestationnel ou survient 1’avortement, et 1’origine ethnique

qui influe sur I’intensité du risque.

Par ailleurs, il faut signaler I’existence d’une RPCa acquise lorsque le F VIII est tres élevé pendant
la grossesse ou bien lorsque les patientes présentent un syndrome des SAPL (Luc Durnidje
journées de biologie de Necker, 2007).

e Thrombophilies acquises
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La cause la plus fréquente des thrombophilies acquises est le syndrome des anticorps anti
phospholipides SAPL.

L’hyperhomocysteinémie peut étre d’origine génétique ou acquise. C’est une anomalie
biochimique qui exerce une action délétére sur la cellule endothéliale en lui conférant des
propriétés pro coagulantes. Elle est retrouvée avec une fréquence accrue (quatre fois plus
fréquemment que dans la population témoin) chez les femmes ayant présenté au moins deux

avortements inexpliqués précoces avant la seiziéme semaine d’aménorrhée (55).
Autres causes incriminées :
Causes masculines

Disomie du chromosome sexuel il y a une augmentation significative des anomalies
morphologiques, de 1’aneuploidie et de I’apoptose chez les hommes dont les femmes présentent

des ASR.

Plus récemment la notion de fragmentation de I’ADN des spermatozoides a été mise en relation

avec les ASR(56).
Facteurs environnementaux et psychologiques

e Tabagisme et alcoolisme maternels.
e Déficit en sélénium qui est un agent antioxydant.

e Autres agents mis en cause sans preuve formelle :
- Radiations
- Pesticides et solvants
- Caféine

e Troubles psychologiques a type de troubles de la personnalité(57).

3  Association entre avortements et thrombophilie constitutionnelle

Apport des modéles murins :

Les travaux d’Issermann et al 2001 visant a établir un lien entre hémostase et grossesse ont été
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abordés par I’étude de lignée porteuse d’une invalidation génique. On peut observer un arrét
spontané de la gestation, avec un retard de croissance freqguemment associé, et le placenta
contenant des dépdts péri trophoblastiques de fibrine. C’est le cas de 1’invalidation du géne de
I’antithrombine, de I’inhibiteur de la voie du TFPI, de la PC, de la TM ou du récepteur
endothélial de la PC (EPCR).

Ces mécanismes moléculaires de 1’atteinte placentaire (d’apres les études d’Healy et al 1995)

ont été démontrés par les expériences utilisant I’invalidation du géne de la TM :

L’atteinte du systeme de la protéine C s’accompagne d’une mort des cellules trophoblastiques
géantes médiée par les PDF de la protéolyse des depdts de fibrine péri cellulaires dans la
chambre inter villeuse, majorée par 1’excés de génération de thrombine et conduit au déces

embryonnaire.
En effet, dans les conditions normales la thrombine via la thrombomoduline permet de :

0 réguler la prolifération des cellules trophoblastiques par le biais de ’activation de la protéine
(PCa) et des protéases activant le récepteur.

Oprotéger des cellules géantes trophoblastiques de 1’apoptose induite par les PDF.

0 activer la PC en PCa, la PCa liée a son récepteur endothélial (EPCR) protéolyse PAR-1 a la
surface du trophoblaste diploide et initie ainsi une voie de signalisation intra cellulaire activant

la prolifération trophoblastique.

En revanche, I’atteinte du systéme de la PC inhibe cette voie et autorise la thrombine et le
facteur Xa a protéolyser directement PAR-2 et PAR-4 (non démontré dans 1’espéce humaine)
qui induisent une inhibition de la prolifération trophoblastique dont la conséquence est

I’insuffisance placentaire et le retard de croissance foetale.

Tous les constituants du systeme de la PC deviennent ainsi, en cas de déficit constitutionnel ou

acquis, capables de retentir sur le pronostic de la grossesse

La thrombine agit donc, si le systeme de la PC est normal, indirectement comme un Véritable
facteur de croissance placentaire mais, si le systeme de la PC est défectueux, péjorativement

sur le placenta.
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Les travaux d’ Angelina Lay et al 2005, réalisés a partir de nouveaux modeles murins exprimant
un faible taux de PC circulante (1-18%) confirment le réle capital de la PC sur le succés de la

grossesse, apres les étapes initiales du développement embryonnaire.

Les nouveaux modeles murins vont permettre de mieux cerner les modéles de risque

biologique multiparamétrique.

Si I’espéce humaine se comporte de facon comparable a l’espéce murine, 1’élévation
« connue » des D.Diméres durant la grossesse peut étre synonyme indirect de croissance
placentaire, si le systtme de la PC est intact. Si le systtme de la PC est altéré, 1’absence
d’¢lévation des D.Dimeres devient préoccupante, il devient difficile d’utiliser ce parametre
pour suivre le risque de fausse- couche. Sachant que les traitements antithrombotiques doivent

respecter une cinétique d’ascension normale des D-Dimeéres.

Protéine C

System
PAR-1

/ Prolifération

Cofacteurs

Fibrinogéne Fibrin: FDP | Apoptosis

Figure 14 : R6le du systéeme thrombomoduline-protéine C-EPCR dans le maintien de la
grossesse
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(D’aprés Issermann. B et al 2003)

A) Grossesse normale, prolifération des cellules trophoblastiques, B) Grossesse anormale, liée a
une anomalie du systéme de la protéine C. La mort des cellules trophoblastiques est médiée par
les PDF issus de la protéolyse des dépots de fibrine péricellulaires, majorés par 1’excés de
génération de thrombine, et conduit au décés embryonnaire. La thrombine active des PAR
accessoires qui inhibent la croissance trophoblastique.
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Figure 15 : Relation entre hémostase et avortement
(49)
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Le trophoblaste, structure d’origine embryonnaire est le constituant essentiel du placenta. Il
participe directement a 1I’implantation du blastocyte dans la paroi utérine, il exprime des récepteurs

de surface ayant une fonction sur I’hémostase, tel que le facteur tissulaire, les PARs, I’EPCR.

Les variations fonctionnelles de ces facteurs présentent des polymorphismes maternels et/ou
paternels.L’étude des polymorphismes paternels pourrait faire évoquer un réle potentiel du pére
dans « les pertes feetales » inexpliquées. (Sood .R et al 2005).

Page | 40






™ . %3,‘;
’ y
PARTIE PRATIQUE ;’

& -
AT |




) R
¢ N1 :

> g,s
_ MATERIELS ET METHODES »
‘;\l‘ 1’ L

)

& -
S0 . |




Partie Pratique Rappel des objectifs

Rappels des objectifs de notre étude
Objectif principal

Rechercher I’existence d’un lien entre les avortements spontanés précoces et les anomalies
constitutionnelles de la coagulation prédisposant a la thrombose (deficit en AT, PC, PS) et

RPCa.

Objectifs secondaires

-Déterminer les fréquences respectives des déficits en AT, PC et PS chez les femmes ayant

eu des fausses couches spontanéees précoces.

-Déterminer la fréquence de la résistance a la protéine C activee chez cette méme

population.
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1 Description de I’étude

1.1 Type de I’étude

Une étude observationnelle étiologique de type cas témoin a été réalisée au niveau du laboratoire
d’Hémobiologie du CHU de Tizi-Ouzou.

1.2 Période de I’étude

L’étude a été réalisée a partir d’un dossier colligé sur une période de 36 mois, allant de janvier

2019 a décembre 2021.

1.3 Lieu de I’étude

Le laboratoire d’Hémobiologie se compose de 5 unités :

e Unité de cytologie ;
e Unité d’immuno- hématologie ;

e Unité d étude d hémoglobine ;

e Banque de sang;

e Unité d’hémostase : ou nous avons réalisés notre étude, les tests effectués sont :

o Le bilan de routine : TP, TCK, INR, Fibrinogéne ;

o Les facteurs de la coagulation : voie exogéne, voie endogene et dosage duFXIII
o Exploration du facteur Willebrand : VWF, RCo , VWF :Ag...etc.

o Etude des fonctions plaquettaires

o Le bilan de thrombophilie : AT, PS, PC, RPCa, LA.

o Surveillance des traitements anticoagulant...etc.
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2  Matériels

2.1 Population de I’étude

2.1.1 Témoin

Les femmes témoins sont toutes, saines et ayant mené au moins une grossesse normale (sans

complications).

2.1.2 Cas

Nos cas sont des patientes ayant eu au moins deux ABRT spontanés précoces, elles ont été choisies

selon les critéres suivants ;

» Critéres d’inclusion
Patientes ayant eu au moins deux ABRT précoces spontanés, adressées pour bilan de
thrombophilie au laboratoire d’hémostase durant la période allant de janvier 2019 a décembre
2021.

» Critéres d’exclusion

e Sous traitement anticoagulant type AVK (une fenétre thérapeutique de 20jours est
recommandée).

e Unseul ABRT

e Lesavortements tardifs

e Les MFIU

e Lesbilans pré FIV

e (Grossesse en cours

e Avortement récent (moins de 3mois)
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2.1.3 Echantillonnage

L’échantillon de notre étude a été¢ déterminé selon les résultats des bilans de thrombophilie d’une

part et selon la présence ou I’absence de la maladie abortive d’autre part.

Sur les 930 bilans de thrombophilie réalisé au laboratoire d’hémobiologie dans sur une durée de
36 mois, nous avons sélectionnées 82 ayant été exploré pour une maladie abortive dont Seulement

50 patientes étaient incluses dans notre étude et qui répondaient aux critéres de sélection.

En paralléle, on a sélectionné 50 témoins.

2.2 Description de I'automate STA compact

Le STA compact est un systéme entiérement automatisé, capable de réaliser simultanément tous
les tests d'hémostase ou de la coagulation qu'ils soient en tests immunologiques, photométriques
ou chromogeéniques en mode d'acces aléatoire (chargement aléatoire des échantillons). (Figure 16).

Figure 16 : STA compactMax?
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3 Méthodes
3.1 Etape pré-analytique

3.1.1 Prélévement

Le prélévement s’effectue sur sang veineux recueilli dans un tube citrate, les tubes seront
doublement centrifugés a 4000 tours/min pendant 10 min afin de séparer le sérum qui servira de
matrice pour la recherche des 7 parametres biologiques du bilan d’hémostase de routine et du bilan

de thrombophilie.
NB : le préléevement doit étre accompagné d’une fiche de renseignements clinique

Le prélevement a été effectu¢ au niveau de service d’hémobiologie au CHU Nadir Mohammed

TI1ZI-OUZOU pour la plupart.

Pour un prélévement sanguin pour test d’hémostase, il est indispensable de respecter les

précautions suivantes :

« Les tubes utilisés sont des tubes sous vide, stériles ;

* le pH du plasma anticoagulé doit étre entre 7,3 et 7,45 ;

« Il est recommandé une concentration unique en citrate (3,2 %), compte tenu des possibles
variations des valeurs de référence des tests comme le TCA, le TQ, et compte tenu du fait que 1SI

(pour INR) est calculé a partir de 3,2 % ;

« En cas de prescription de TP/INR, TCA, il est recommandé de prélever le tube citrate en premier.
En cas d’examen plus spécialisé comme les facteurs, il n’existe pas de consensus net mais il semble

préférable d’avoir un tube de purge ;

« Le prélevement doit étre fait par ponction veineuse, loin de toute perfusion.

« Le garrot doit étre placé pour une durée « 1 min, peu serré, desserrer avant la fin du prélévement

» sont les modalités optimales
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* Le remplissage du tube est recommandé a 90 %.

» Homogénéisation du tube est recommandé des la fin du remplissage du tube, par retournements

lents et complets ;

* le tube doit étre envoyer au laboratoire dans I’heure suivant le prélévement.

Tout échantillon hémolysé, coagulé ou volume sang/anticoagulant non respecté est rejeté, et un

résultat avec mention « prélevement non conforme » est rendu au patient.

Figure 17: Tube citrate

3.1.2 Traitement des échantillons

Le transport des tubes au laboratoire se fait dans I’heure suivant le prélévement a température
ambiante entre 18 et 25 c° ; en position verticale, sans vibration ni agitation. Le test doit étre
effectué dans un délai de 4 heures si le tube a été centrifugé immediatement, sinon dans les 2

heures suivant le prélevement.

Comme on a fixé une journée pour les bilans des témoins et on a réalisé la collecte sur plusieurs
jours. Le surnageant est recueilli aprées une deuxiéme centrifugation dans des aliquotes

correctement identifiés puis congelé a - 35°C pour une conservation de moins de 3 semaines.
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Tout plasma congelé doit étre plongé immédiatement jusqu’au niveau du plasma dans un bain
d’eau a 37 °C, décongelé pendant quatre a cinq minutes et mélanger par inversion douce avant de

procéder a I’analyse.

Par la suite les tubes sont introduits un par un dans I’automate avec identification de tube et

sélection des parametres a réalisés.

La recongélation de plasma est proscrite.

Figure 18: Centrifugeuse ROTOFIX 32A

Pour un travail bien organisé, dans un cahier (registre de bilan de thrombose) on précede a
I’enregistrement, dans lequel on mentionne les noms des patients, 1’age, le service, les

parameétres demandés et les renseignements cliniques.
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3.2 Etape analytique

3.2.1 Bilan d’hémostase de routine
A. Temps de Quick (TQ)
= Principe de la méthode
Le principe consiste a comparer le temps de coagulation a 37°C d’un plasma citraté a étudier,
pauvre en plaquettes en présence de thromboplastine calcique a celui d’un témoin normal servant

de référence.

Il permet d’étudier globalement 1’activité des facteurs FII, FV, FVII, X ainsi que le fibrinogene.
Le réactif utilisé est la thromboplastine calcique (STA -NéoPTimal) préparée a partir de tissu

cérébral de lapin.

= Résultats :

Les valeurs usuelles de TQ sont comprises entre 12 et 14 secondes.

Un rapport TQ Malade/TQ Témoin > 1.2 est pathologique.

Les résultats sont également exprimés en :

- Pourcentage de taux de prothrombine (TP) : La conversion du TQ en TP est possible
grace a la courbe de Thivolle a partir d’un plasma standard (unicalibrator).

Unicalibrator :

L’unicalibrator est un plasma humain et/ou animal citraté lyophilisé, utilisé¢ pour 1’étalonnage des

dosages des paramétres suivants :

Temps de quick (TQ), fibrinogene, facteurs 11, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, antithrombine (AT),

protéine C, protéine S.

Les valeurs usuelles du Taux de prothrombine sont > 70 %.

- INR : L’expression des résultats en INR est recommandée pour la surveillance du

traitement AVK chez les patients.
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INR= (tempsdeQuickdupatient) ISI.
tempsdeQuickdetémoin

B. Temps de céphaline activé (TCA)

* Principe de la méthode

C’est le temps de recalcification plasmatique en présence de céphaline (substitut plaquettaire) et

de Kaolin (activation standardisée du facteur XII).

C’est un test semi analytique qui explore la voie endogeéne d’activation du facteur X, il explore

donc I’activité des facteurs II, V, VIIL, IX, X, XI, XII VIII et le fibrinogene.

Le réactif utilisé est constitué de céphaline et d’un activateur du systéme contact de la coagulation

(Kaolin). L’activation du facteur XII est standardisée en milieu tamponné.

»  Résultats :

Les valeurs usuelles du TCA

Un rapport : TCA Malade/ TCA Témoin < 1,2

Un TCA est considéré comme allongé si le rapport TCA Malade/ TCA Témoin est > 1,2
C. Dosage du fibrinogéne

= Principe de la méthode
En présence d’un exces de thrombine, le temps de coagulation d’un plasma, dilué dans des

proportions adéquates, est directement fonction du taux de fibrinogéne plasmatique.

La mesure est effectuée par méthode fonctionnelle chronométrique basée sur la mesure du temps
de thrombine (TT). En présence d’un excés de thrombine, le temps de coagulation d’un plasma

contenant une faible concentration de fibrinogene est proportionnel au taux de fibrinogéne
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plasmatique. Le réactif est de la thrombine calcique titrée (100 unités NIH/ml) contenant un

inhibiteur spécifique de 1’héparine.

Les valeurs usuelles sont de 2 a 4 g/l.

Les mesures ont été réalisées sur I’automate > Compact Max?, et sur I’analyseur de coagulation

Start® 4, selon la disponibilité des réactifs.

3.2.2 Bilan de thrombophilie

Le bilan a été réalisé sur automate STA Compact Max? en utilisant les réactifs du laboratoire

STA-STACLOT, dont la méthode de dosage est basée sur la mesure de I’activité biologique.

L’interprétation des résultats est faite en fonction de 1’état clinique et biologique du patient.

Un résultat déficitaire nécessite une confirmation sur un deuxiéme prélévement et une exclusion
soigneuse de toute cause de déficit acquis, de variation physiologique ou liée a une thérapeutique
(héparine ou AVK).

A. Dosage de I’antithrombine

* Principe du test :
L’antithrombine exerce une action antithrombinique puissante et immeédiate en présence

d’héparine. Le dosage se décompose en deux temps :

» Incubation du plasma en présence d’héparine et d’une quantité fixe et en excés de
thrombine.

» Mesure de la thrombine résiduelle par son activité amidolytique sur le substrat chromogéne
CBS 61.50. La quantité¢ de thrombine neutralisée est proportionnelle a la quantité¢ d’AT
présente dans le milieu.

= Mode opératoire

Kit commercial: STACHROM AT (Diagnostica STAGO).

Plasma standard: Thrombocalibrator (Diagnostica STAGO).
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Cinq points sont réalisés pour la gamme d’étalonnage, dilution 1/30, 1/60, 1/120 et 1/240 en

tampon tris, la dilution au 1/30 représente le 100% de la gamme.

Le 75% est obtenu en prenant 3 volumes de la dilution au 1/30 et un volume de tampon, les plasmas

a tester sont dilués au 1/30.

200 pl de chaque dilution sont incubés pendant 120 secondes a 37 °C, puis 200 ul de thrombine
bovine sont ajoutés au plasma, aprés exactement 60 secondes d’incubation, la thrombine résiduelle
est mesurée en ajoutant 200 ul de chromothrombine. Puis apres 60 secondes, la réaction est arrétée

en ajoutant 200 pl d’acide acétique pur.

Le point 0% est obtenu en mettant a la place de la dilution du plasma de référence 200 pl de
tampon. La lecture de la coloration, est réalisée a 405 nm par rapport a un blanc obtenu en
mélangeant dans I’ordre et en utilisant les mémes volumes décrits ci-dessus ; acide acétique,

thrombine, chromothrombine et tampon.

La droite d’étalonnage est tracée automatiquement en portant en abscisse le taux d’AT en
pourcentage et en ordonnée les densités optiques obtenues. Sur la droite ainsi obtenue, sont déduits

les taux de I’ AT des plasmas a tester.

Valeurs usuelles = 80 a 120% .

B. Dosage de la proteine C

* Principe du test
En présence de I’activateur spécifique extrait du venin d’Agkistrodon c. contortrix, la protéine C
est transformée en protéine C activée, capable de dégrader le facteur VIII et le facteur V et de
prolonger le temps de céphaline et activateur d’un systéme ou tous les facteurs sont présents de
facon constante et en exces (apportés par le réactif 1 : voir annexe II) a I’exception de la protéine

C a doser, qui est apportée par le plasma du patient.

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

Plasma standard : Thrombocalibrator (Diagnostica STAGO) dilués au % représente le 100%.
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Trois points sont réalisés pour la gamme d’étalonnage, dilution 1/4, 1/8 et 1/16 dans du NaCl
0,15M, le 75% est obtenu en mettant 3 volumes de la dilution %2 et un volume de NaCl 0,15M. Les
plasmas a tester sont dilués au %. 50 pl de la dilution sont incubés en présence de 200pl

de venin D’ Agkistrodon contortrix (activateur de la PC). Aprés 5 minutes, 500 ul de substrat (CBS
4246) sont ajoutés au mélange puis aprés exactement 5 minutes, la réaction est arrétée par
adjonction de 200ul d’acide acétique pur, le 0% est obtenu en remplagant le plasma de référence
par 50ul de NaCl 0,15M. La lecture de la densité optique est réalisée a 405nm par rapport a un
blanc obtenu en mélangeant dans 1’ordre suivant ; I’acide acétique, 1’activateur de la PC, le substrat

et le NaCl 0,15M.

La droite est tracée sur papier millimétré en portant en abscisse les taux de PC et en ordonnée les
densités optiques obtenues. Sur la droite ainsi obtenue, sont déduits les taux de PC des plasmas a

tester.

Valeurs usuelles : 70 a 130 %

C. Dosage de la protéine S

* Principe du test
Le principe du dosage repose sur 1’activité cofacteur de la protéine S potentialisant 1’effet
anticoagulant de la protéine C activée, objectivé par I’allongement du temps de coagulation d’un

systeme enrichi en facteur Va, substrat naturel de cet inhibiteur.
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Tableau V: Dosage de la PS

Dans un systeme STA-Compact a 37 £ 0,5°C Volume
-Dilution du plasma (étalon, patient ou contrdle) 0,1ml
-Réactif 1. 0,1ml
-Réactif 2. 0,1mi
-Réactif 3 0,1ml
-Mélanger et incuber a 37°C pendant exactement. 120's
-Mesure du temps de coagulation en ajoutant le CaCl2 0,025M pré-incubé a 37°C. 0,1ml

Mélanger. Noter le temps de coagulation (secondes).

Valeurs usuelles : 50-140 %

D. Recherche de la résistance a la protéine C activée

* Principe du test

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 systéme STA®-Staclot® APC-R, la coagulation de ’échantillon délivré est réalisée en

présence de plasma déficient en facteur V et de venin de Crotalus viridis helleri. Ce venin agissant

comme un activateur du facteur X, déclenche la coagulation a ce niveau et élimine 1’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 apporté par le réactif 3 a inactiver le facteur Va du plasma testé.
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Tableau VI: Recherche de la résistance a la protéine C activée

Dans un systeme STA-Compact a 37 £ 0,5°C Volume
-Dilution du plasma (étalon, patient ou contréle) 50ul
-Réactif 1. 50ul
-Reactif 2. 50ul

-Incubation a 37 °C pendant 4minutes
-Réactif 3 50ul

-Mesure du temps de coagulation.

Le temps de coagulation d’un plasma normal est censé étre fortement allonge.

Valeurs usuelles : 120-300 secondes.

3.3 Recueil des données

Apres avoir eu 1’accord du chef d’unité d’hémostase, nous avons pu accéder aux informations

relatives aux patientes, une fiche a été utilisé pour le recueil des données.
Fiche de travail
Notre fiche de travail (annexe 1) comprend plusieurs types de données :

e Données démographiques : Age, date de naissance, adresse.

e Données cliniques
-Type et nombre d’avortements
-Les antécédents personnels de la maladie thrombotique.

-Les antécédents familiaux d’avortements connus.
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-Les antécédents familiaux de la maladie thrombotique.
-Les pathologies associées.
e Données biologiques

L’étude s’est intéressée aux résultats des bilans biologiques effectués, ils ont été remplis a partir
des registres de bilan de thrombose du laboratoire d’hémobiologie. Ils concernent les dosages

suivants :

-TP, TCA et Fibrinogeéne ;

-Antithrombine ATIII ;

-Protéine SPS ;

-Protéine C PC ;

-Résistance a la protéine C activée RPCa.

3.4 Analyse statistique
L’analyse statistique des résultats a ét¢ faite au niveau du service d’épidémiologie du CHU TO

sur :

Le logiciel IBM SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences):

C’est un systeme complet d’analyse de données. SPSS Statistiques peut utiliser les données de
presque tout type de fichier pour générer des rapports mis en tableau, des diagrammes de
distributions et de tendances, des statistiques descriptives et des analyses statistiques complexes.

Nous I’avons utilisé pour la saisie des données et I’analyse des résultats.

Le logiciel Microsoft Office Excel 2019 : a été utilisé pour I’insertion des graphes.
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Le logiciel Open Epi 2.3 : est une série de programmes gratuits, basés sur le Web, open source et
indépendants du systéme d’exploitation a utiliser en épidémiologie, biostatistique, santé
publique et médecine, fournissant un certain nombre d’outils épidémiologiques et statistiques pour

des données sommaires.

Nous avons utilisé le test d’exactitude de Fisher et le test de chi 2 pour la recherche du lien entre
les différents déficits en inhibiteurs de la coagulation, la RPCa et la maladie abortive, la

significativité est retenue pour des valeurs de p <0,05.
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L’¢étude a été faite sur une période de 36 mois a partir du registre des bilans de thrombophilie.
L’effectif total de 1’échantillon étudié était 50 cas (femmes avec au moins deux ABRT) et 50

témoins (femmes sans ABRT). Les résultats obtenus sont groupés selon :

e Données épidémiologiques de la population d’étude.
e Données cliniques.

e Résultats des examens biologiques (TP et TCA, Fg, AT, PC, PS et RPCa).

1 Données épidémiologiques
1.1 Age
Les extrémes d’ages des cas étaient de 26 et 43 ans avec une moyenne de 33,56 (+ 4.25). Pour la

population témoin, les extrémes d’ages étaient de 22 et 65 ans avec une moyenne de 39.7 (= 11,39)

(Figurel9).

25,0 20,0 15,0 10,0 5,0 0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0
20-25 Ans 2
25-30 Ans 4 9
30-35 Ans 12 20
35-40 Ans _ 16 _ 17 _
40-45 Ans 5 4
45-50 Ans 1
50-55 Ans 2
55-60 Ans 2
60-65 Ans 4
65-70 Ans 2
Cas Temoins

Figure 19: Répartition des patientes et des témoins selon la tranche d’age, CHU T1Z1-OUZOU
,2022.
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2 Données cliniques
2.1 Nombre d’avortements

Concernant le nombre d’avortement, 76 % (38 patientes) ont fait 3 avortements a répétition, suivie
par 12 % (6 patientes) pour 4 ABRT, suivie de 4% (2 patientes) pour 7 ABRT, suivie de 4% (2
patientes) pour 2 ABRT et enfin 2% (1patiente) pour 6 et 8 ABRT (Figure 20).

4% 2% 4%

=3
=4
"6
m7

m3

Figure 20: Représentation du nombre d’avortements chez les patientes de la population d’étude
de CHU T1Z1-OUZQOU, 2022.
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2.2 Antécédents personnels de maladie thrombotique

Pour les antécédents personnels de thrombo-embolie, dans notre population seulement 10 % (5
patientes) 1’ont présenté, tandis que le reste 95% (45 patientes) ont déclaré 1’absence de
manifestation personnels de ce type de complication (AVC, TVC, TVS, MTV), également pour
les témoins ou aucune n’a mentionné des manifestations personnelles de ce type de complications

(Figure 21).

120%

100%
100%
90%

80%

60%

40%

20%
10%

0%
Patiente Témoin

présence absence

Figure 21: Répartition des antécédents personnels de la maladie thrombotique dans notre
population patiente-témoin du CHU T.0O, 2022.

2.3 Antécédents familiaux
2.3.1 Antécédents d’avortements

Par rapport aux antécédents familiaux d’avortement une seule femme a déclaré un épisode
d’avortement chez sa sceur et sa mére, soit 2 % permis nos patientes, tandis que nos témoins aucune

n’a déclaré la présence de ce dernier (Figure 22).
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_2h

Témoin

Patiente ~_—

m présence  m absence B Absence

Figure 22: Les antécédents familiaux d’avortements dans notre population patiente-témoin du
CHU T.0.2022.

2.3.2 Antécédents de maladie thrombotique

Concernant les antécédents familiaux de maladie thrombotique, aucune femme parmi notre

population d’étude n’a signalé ce type d’antécédent (0%).

2.4 Pathologies associées
24% (12 cas) ont présenté des comorbidités (Tableau V111), sont classées en 3 sous-groupes (Figure

23) :

1- Thromboembolique a 12%.
2- Obstétricales a 10 %.
3- Autres 2%.
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14

12
12

10
10

%

thromboembolique Obstetricales Autres

Figure 23: Les pathologies associees dans notre population patiente du CHU T.0,2022.

Tableau VII : Les pathologies associées rapportees chez les patientes admises au service
d’hémobiologie CHU.TO, 2022.

S

Pathologies Type

Thromboembolique AVC ischémique

TVC
TVS

MTV
Obstétricales Mort-nés

Grossesse arrétée

Hypofertilité

Pas spécifier
Autres CoVID

NN N N BN NDODN
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3 Résultats des examens biologiques
3.1 Les tests de premiére intention

En premier intention, 1I’exploration de la coagulation repose sur la réalisation du bilan de routine,
qui comprend 3 parametres :

» Taux de prothrombine
» Temps de céphaline activateur
> Fibrinogéne

e Taux de prothrombine TP

La moyenne de taux de prothrombine (TP) pour les cas et les témoins est estimée de 96,16 (+5,44) ;
96,82 (+4,75), respectivement (figure 24).

97

96,82

96,8

96,6

96,4

96,2 96,16

96

95,8
Patiente Témoin

Figure 24: Les moyennes des taux de prothrombine des patientes et des témoins du CHU
T.0,2022.
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e Temps de céphaline activé TCA

Dans notre population d’étude 100% de nos patientes (Figure 25) ont un rapport TCA
normal (<1.2) (Tableau IX).

Tableau VIII : Résultats du TCA de notre population d’étude du CHU T.0O, 2022.

Cas Témoin
Normal (<1.2) 50 50
Anormal (>1.2) 0 0
Total 50 50
patiente Témoin

= normal = anormal

m Anormal = Mormal

Figure 25 : Résultats du TCA de notre population d’étude patiente-témoin CHU T.0, 2022.
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e Fibrinogeéne :

La moyenne de taux de fibrinogéne (Fg) pour les cas et les témoins est estimée de 3.30 (+0.65) ;
3.12 (£0.54), respectivement.

Le taux de fibrinogene était supérieur a 4 g/l chez (Figure 26) :

v’ Les cas : sont au nombre de 6 : 4.1g/l (1%), 4.2 g/l (1%),4.4 g/l (1%), 4.7 g/l (2%), 5.3 g/I

(1%),
v Les témoins : on a recensé 2 taux élevé par rapport a la norme qui sont 4.4 g/l (1%) et 4.5
g/l (1%).
2
Témoin
48
6
Cas
44
0 10 20 30 40 50 60

>4g/l m2-4g/l

Figure 26: Les taux de fibrinogene dans notre population patiente- témoin du CHU T.0O, 2022.

3.2 Bilan de thrombophilie

Les résultats du bilan de thrombophilie (Figure 27) sont anormaux chez 18% (9cas) de nos

patientes et chez 6% (3témoins) de nos témoins, ils sont présentés comme suit :

Page | 64



Partie pratique Résultats

120%

100% 97%

82%

80%

60%

40%

18%

20%

6%

0% I
Patiente Témoin
M bilan de thrombophilie anormal M bilan de thrombophilie normal

Figure 27: Résultats des bilans de thrombophilie de notre population d’étude patiente-témoin
CHU T.0,2022.
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o AT

Dans notre population cas témoin, aucun déficit n"a été rapporté (Tableau X).

Tableau 1X: Résultats des taux de I’AT de notre population cas-témoin du CHU.TO, 2022.

Cas Témoin
Normal 50 50
Anormal 00 00
Total 50 50
120%
100% 100%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
Patiente Témoin
B Anormal Normal

Figure 28: Les taux de I’antithrombine de notre population patiente/témoin CHU T.O 2022.
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e PC

Aucun déficit en PC n’a été retrouvé dans notre population d’étude cas-témoin (Tableau XI).

Tableau X : Les taux de la protéine C de notre population cas-témoin CHU TO 2022.

Cas Témoin

Anormal 0 0

Normal 50 50

Total 50 50
120%

100% 100%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
Patiente Témoin
B Anormal Normal

Figure 29 : Les taux de protéine C de notre population patiente/témoin CHU T.0O 2022.
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e PS

Parmi les 50 cas étudiés, on a 4 cas deficitaires en protéine S et pour les témoins 2 ont été

rapportés (figure 30).

120%

100% 92% 6%

80%
60%
40%

20%
8%
4%
0%
Anormal M Normal

Patiente Témoin

Figure 30: Les taux de protéine S dans notre population d’étude patiente/témoin CHU T.0 2022.

Tableau XI : Les taux de la protéine S dans notre population cas-témoin du CHU T-0O, 2022.

Cas Témoin Total P OR IC
Anormal 4 2 6
Normal 46 48 94 04411 | 2,072 | (0,35-16,84)
Total 50 50 100
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En appliquant le test de Khi? et le test d’exactitude de Fisher, nous n’avons pas retrouvé une
relation statiquement significative entre le déficit en PS et la maladie abortive au risque d’erreur
<0,05 (P=0,4411) avec un OR de 2,072 pour un intervalle de confiance (IC) de [0,3509-16,84]
(Tableau XII).

e RPCa

Dans notre population d’étude cas-témoin, on a rapporté 5 patientes (10%) et 1 seul témoin (2%)

résistant a la protéine c activé (figure 31).

120%

100%

80%

60%

40%

20%

0%
Patiente Témoin

B Anormal ™ Normal

Figure 31 : Représentation des taux de la résistance a la protéine C activée dans notre population
d’étude du CHU T.O, 2022.
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Résultats

Tableau XII : Résultats des taux de la résistance a la protéine C activée dans notre population
d’étude du CHU T.O, 2022.

Cas Témoin Total P OR IC
Anormal 5 1 6
Normal 45 49 94 0.1155 5.366 (0,71-132)
Total 50 50 100

En appliquant le test de Khi? et le test d’exactitude de Fisher, nous n’avons pas retrouvé une

relation statiquement significative entre la RPCa et la survenue des FCSR au risque d’erreur

<0,05 (P=0,1155), avec un OR de 5,366 pour un IC de 95% [0,71-132] (Tableau XIII).
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Partie pratique Discussion

La relation entre la maladie abortive et la thrombophilie a fait I’objet de plusieurs études, mais peu
d’entre elles ont porté sur la thrombophilie constitutionnelle et les avortements spontanées précoce
a répétition.

Notre étude a pour but d’établir la relation cause a effet entre la thrombophilie constitutionnelle et

la maladie abortive chez les femmes explorées au CHU de Tizi Ouzou ayant subi au moins deux

avortements spontanés a répétition.

e Lescontraintes et les biais

La taille de notre échantillon est un facteur limitant de cette étude, pouvant entrainer un manque
de puissance et nous amener a ignorer I’effet de certaines variables sur le risque de I’épisode
abortif. Cette étude devra étre poursuivie sur une population de plus grande de taille pour en

augmenter la représentativite.

- Notre étude est de type cas témoin rétrospective, le recueil des données faisait appel au
registre des bilans de thrombophilie, ce qui expose aux biais d’informations par ailleurs
certaines données sont incomplétes et manquent de précision.

- La confirmation par I’étude génétique n’a pas pu étre effectuée par manque d’équipements

nécessaires.

e Discussion des résultats

Parmi les 930 bilans de thrombophilie réalisés au laboratoire d’hémobiologie du centre Hospitalo-
universitaire de TIZI OUZOU sur une période de 36 mois (entre janvier 2019 et décembre 2021),

seulement 50 patientes répondaient aux critéres d’inclusion de notre étude.

Page | 71



Partie pratique Discussion

La moyenne d’age des patientes était de 33,56 (x 4.25). Pour la population témoin la moyenne
d’age était de 39.7 (= 11,39). Dans notre étude 1’age n’a pas d’influence sur I’existence de la

maladie thrombotique constitutionnelle donc c’est une variable non significative.

Concernant les antécédents personnels de la maladie thrombotique, parmi les patientes seulement
10% (5 cas) I’ont présenté sous forme de : TVC, TVS, MTV et AVC alors que les autres (45 cas)
ont déclaré 1’absence de ce type de complication. Pour les témoins, aucune femme n’a été exposé

a ce type d’antécédent.

Par rapport aux antécédents familiaux d’avortement une seule femme a déclaré un épisode
d’avortement chez sa sceur et sa mere, soit 2% de nos patientes, tandis que nos témoins aucune n’a

déclaré la présence de ce dernier.

En ce qui concerne les pathologies associées 24% (12 cas) ont présenté des comorbidités, qui sont
classées en 3 sous-groupes (thromboembolique a 12%, obstétricales a 10 %, autres 2%).

Nous avons étudié quatre anomalies génétiques : déficits en protéine S, protéine C, antithrombine
et la résistance a la protéine C activée. Notre étude a retrouvé 18% de bilans positifs chez les cas,
dont 8% de déficit en PS, suivi de la RPCa avec 10 % et aucun déficit en PC et en AT n’a été
observé et 6% (3témoins) de bilans positifs chez les témoins soit 4% déficitaire en PS et 2%
résistant a la protéine C activée.

Pour I’antithrombine (AT), aucun déficit n’a été rapporté dans notre population d’étude et cela
peut étre expliqué par la rareté du cette anomalie. Selon la littérature sa prévalence dans la
population générale était de 0,5 %o — 0,2 %o, dans la population jeune qui thrombose était de 7% et
en Algeérie était de 6,5 %(58).

Nos résultats sont comparables a ceux retrouver dans une étude effectuer a Alger CHU Mustapha
par B.Gourou, R.Dahmane en 2007 sur 49 patientes, aucun déficit en antithrombine n’a été
retrouvé .Cela rejoint les constatations de 1’étude de Joseph Tal(59) effectués sur 125 patients,

qui a constaté que les concentrations en AT €taient normales pour toute la population d’étude.
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D’aprés les constatations de Rey(60) qui dans une meéta-analyse montre une relation non

significative entre les pertes foetales répétées et les déficits en AT.

Selon une étude publiée par Lepage J, Luton D, Azria(61) dans un article intitulé Fausses couches
spontanées a répétition, aucune association significative n’a été retrouvée entre le déficit en AT et

la survenue des FCS .

Pour I’analyse biologique de la protéine C, aucun déficit n’a été détecté pour les patientes et les
témoins dans notre population d’étude. Ce qui rejoint les constatations de Joseph Tal(59) qui a

noté des valeurs normales en PC.

Rey(60) n’a pas trouvé d’association entre le déficit en PC et la maladie abortive, cela est

comparable aux résultats de I’étude de Raziel et al,2001(62).

Par ailleurs, 1’étude réalisait a Alger par B. Gourou, R. Dahmane en 2007, annonce 3 déficits en
PC sur un totale de 49 sujets (la fréquence de ce déficit est estimee de 6,12%). Le risque relatif

(RR) d’avortement associé a une thrombose dans la population étudiée est de 1,69 avec un rapport

de c6te de 1,04.

L’analyse biologique de la PS a démontré dans notre population, 8% (4 cas) et 4% (2 témoins)
déficitaires en PS. Cela mis en évidence une relation non significative entre le déficit en PS et la
perte feetale (P= 0,4411), avec un OR de 2,072 pour un intervalle de confiance (I1C) de [0,3509-
16,84].

L’¢tude européenne de C. Jakobs(63) et al réalises sur une population de 119 patientes dont 46
patientes ont été testé pour le déficit en PS, 17,4% (8) étaient positifs, ceci est statistiquement non

significatif.

Selon une étude publiée par Lepage J, Luton D, Azria(61) dans un article intitulé Fausses couches
spontanées a répétition, aucune association significative n’a été retrouvée entre le déficit en PS et

la maladie abortive.
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Dans une méta analyse incluant différentes études dont des études cas-témoins, cohorte et
transversales publiée en Mars 2003. Le déficit en PS a été significativement associé aux pertes
feetales (OR=14.72, ICe 0.99-218.01).

La recherche de la résistance a la protéine C activée dans notre population, est positive pour une
seule patiente du groupe témoin, tandis que dans le groupe des patientes ayant eu des avortements
spontanés précoces a répétition, la RPCa est positive chez 10% (5 patientes sur 50), révélant une
relation non significative entre RPCa et FCSR (P= 0,1155), avec un OR de 5,366 pour un IC de
95% [0,71-132].

Une étude cas témoins a été réalisé en 2003 par Pasquier Elisabeth- Mottier Dominique(64) sur
une population de 1472 patients (310 cas femmes et 270 de leurs conjoints, 600 témoins femmes
et 292 de leurs époux), a démontré qu’il y a aucune différence significative entre la mutation du
FV Leiden et les FCSPR.

Grandone(41) a observe dans son éetude une fréquence légerement supérieure, mais non
significative, de la mutation lors des pertes feetales du 1 er trimestre, alors que la différence était
significative concernant les accidents des 2 e et 3e trimestres. On sait selon la littérature que la
RPCa est I’anomalie la moins thrombogene parmi les anomalies prédisposant aux thromboses, et
qu’elle nécessite parfois I’interaction avec d’autres facteurs de risque pour qu’elle puisse
s’exprimer, et on sait par ailleurs que plus la grossesse avance et plus 1’état d’hypercoagulabilité
s’aggrave, constituant ainsi le facteur de risque surajouté a cette RPCa, faisant que cette anomalie
soit associée a des FCS survenant pendant le deuxiéme trimestre Cependant il se trouve que le role
de la RPCa dans la survenue d’accidents obstétricaux de type FCSR est encore a 1’heure actuelle

controverseé.

Cependant, selon une étude algérienne effectuée a Oran sur 21 patientes. La RPCa a été retrouvé
chez 4 patientes sur 21 (19%) révélant une relation significative entre la maladie abortive et la

RPCa (P=0,035), avec OR=1,23 pour un IC de [1,004-1,52] .
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Partie pratique Conclusion et perspective

La thrombophilie correspond a une anomalie constitutionnelle et/ou acquise de la coagulation
prédisposant a la survenue de thromboses.

L’implication de la thrombophilie dans la survenue des avortements dépend de type de la fausse
couche et de type de la thrombophilie. Plusieurs études ont démontré le lien entre le SAPL et la
maladie abortive. Par ailleurs, le lien entre la thrombophilie constitutionnelle et la survenue des

fausses couches spontanées a répétition est controverse.

En appliquant le test de khi? et le test d’exactitude de Fisher nous n’avons pas retrouvé une
relation statiqguement significative entre le déficit en PS, la RPCa et la maladie abortive dans
notre population ayant eu au moins deux avortements a répétitions adressées au laboratoire
d’hémobiologie de CHU de Tizi-Ouzou.

Les tests étaient répétés au moins deux fois avant de conclure a un déficit.

Nos résultats ont permis de confirmer que la survenue des FCSRs n’est pas forcement liée a la

thrombophilie constitutionnelle.

L’hétérogénéité et le caractére multifactoriel de la thrombophilie constitutionnelle explique la

difficulté a tirer des conclusions définitives en termes de liaison avec la maladie abortive.

En effet la thrombophilie reste plus que jamais 1’un des domaines de recherche en hémostase les
plus dynamiques.

En perspective, une étude a plus grande échelle devrait étre ciblée afin d’avoir des résultats
plus concluants sur le plan statistique. Elle doit étre complétée par la recherche des
mutations V Leiden et II Leiden a 1’aide de la biologie moléculaire. Il faut aussi rechercher
d’autres polymorphismes génétiques qui peuvent jouer un role déterminant dans la

survenue d’avortements spontanés répéteés.
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Annexe | : Fiche de travail.
Centre Hospitalo-Universitaire Nedir Mohammed

Laboratoire Hemobiologie unité de I’hémostase

[ Fiche de travail ]
Nom : N° enregistrement :
Prénom : Adresse :
Age : Ne tel :
Date :

1-Type de complication vasculo-placentaire

] Fausse couche spontanée.
] Mort foetal SA:

2- Nombre

3- Antécédents personnels de
A/ Maladie thrombo-embolique

1 Présence age de survenue : siege :
1 Absence

B/ Fausses couches

0 Présence
0 Absence

4- Antécédents familiaux de



a/Maladie thrombo-embolique

[] Présence
[] Absence

b/Fausses couches

0 Présence
[ Absence

8-Pathologies associées

1 Qui
] Non
Type : Traitement :

10-Rrésultats des examens biologiques

TP TCA Fg AT PC

PS

RPCa

Conclusion

Confirmation sur 2eme prélevement

Résultats enquéte familiale




Annexe Il : Tableau des réactifs utilisés pour le dosage des différents parameétres
de la thrombophilie.

Parametre de Réactifs
thrombophilie

AT e Reéactif 1 : thrombine bovine lyophilisée.
e Reéactif 2 : substrat chromogene CBS 61.50 lyophilisé.
e Réactif 3 : solvant contenant de I’héparine.

PC e Réactif 1 : fraction hautement purifiée de venin
d’Agkistrodon c. contortrix, capable d’activer
spécifiquement la PC lyophilisée.

e Réactif 2 : Substrat chromogene CBC 42,46.

PS e Réactif 1 : plasma humain lyophilisé, dépourvu de protéine
S.

e Réactif 2 : protéine C activée humaine lyophilisée.

e Réactif 3 : préparation enrichie en facteur Va bovin,
lyophilisée.

PS libre e Reéactif 1 : tampon HEPES.

e Reéactif 2 : suspension de microparticules de latex
recouvertes de deux types d’anticorps monoclonaux de
souris anti-protéine S libre humaine.

RPCa e Réactif 1 : plasma humain immunodepleté en FV et enrichi
en phospholipides, lyophilisé.

e Réactif 2 : préparation lyophilisée contenant du venin de
Crotalus viridis helleri.

e Réactif 3 : protéine C activée d’origine humaine en milieu
calcique, lyophilisé.

e Réactif 4 plasma humain normal, citraté, lyophilisé utilisé
comme contrdle négatif.

e Réactif 5 : plasma humain citraté lyophilisé utilisé comme
controle positif.




Annexe 111 : Les techniques de dosages les plus utilisés pour le diagnostic des
facteurs biologiques de risque de thrombophilie

Facteurs biologiques
de risque de
thrombophilie

Dosage (technique)

Intérét particulier

. Activité cofacteur de Le dosage d’activité
Antithrombine I’héparine dépiste tous les déficits
(AT) (Méthode Le dosage antigénique
Chromogénique) différencie déficit quantitatif et
Antigene si activité qualitatif
diminuée (ELISA)
. Activité (méthode . Le dosage d’activité
Protéine C chromogénique plus fiable que dépiste la majorité des déficits
(PC) chronométrique) Le dosage antigénique
Antigéne si activité différencie déficit quantitatif et
diminuée (ELISA) qualitatif
* Antigene libre (ELISA) seul * Diagnostic de déficit
Protéine S Ou avec activité constitutionnel parfois difficile
(PS) (intérét de I’enquéte familiale)

Facteur V Leiden
(FV Leiden)

. RPCA*** par test
chronométrique
Biologie moléculaire
(facteur
V Leiden)

» Déterminer le caractére homo ou
hétérozygote

Alléle 20210A du
géne de la
prothrombine (F 11
20210A)

* Biologie moléculaire

» Déterminer le caractére homo ou
hétérozygote

Homocystéine

* Chromatographie liquide haute
Performance

* Rechercher une
hyperhomocystéinémie > 18
pumol/L
(N :64a15 umol/L)

Alléle 677T de la
MTHFR*

* Biologie moléculaire

* Déterminer le caractére homo ou
hétérozygote




Résumeé

Notre étude vise a évaluer la force de 1’association controversée entre la thrombophilie

constitutionnelle et la maladie abortive et cela en recherchant le lien entre ces deux derniéres.

La thrombophilie constitutionnelle se définit par une tendance déterminée génétiquement a faire
des thromboses. Ainsi, la notion de thrombophilie chez les femmes enceintes signifie risque
thromboembolique surajout¢é a un état d’hypercoagulabilité préexistant par la situation

physiologique(grossesse).

Dans ce cadre nous avons réalisé une étude cas temoin observationnelle étiologique rétrospective
portant sur 50 patientes ayant eu au moins deux avortements spontanées précoces a répétition,
explorées au niveau de laboratoire d’hémobiologie CHU de TI1ZI-OUZOU. Le déficit en PS a été
détecté chez 8% (4cas) et 4% (2témoins) avec un OR de 2,072 pour un IC de (0,3509-16 ,84).
L’étude a révélée également que la RPCa était positive pour 10% (5cas) et 2% (1témoin) avec un

OR de 5,366 pour un IC de (0,71-132). Cela mis en évidence une association non significative

entre le déficit en PS, la RPCa et la maladie abortive. Les valeurs en AT et la PC étaient toutes

normales pour nos patientes et nos témoins.

Summary

Our study was to assess the strength of the controversial association between constitutional

thrombophilia and abortion disease by looking for the link between the latter two.

Constitutional thrombophilia is defined by a genetically determined tendency to thromboses. Thus,
the notion of thrombophilia in pregnant women means thromboembolic risk added to a pre-existing
state of hypercoagulability by the physiological situation (pregnancy).

In this context, we carried out a retrospective etiological observational case-control study on 50
patients with at least two repeated early spontaneous abortions, explored at the TIZI-OUZOU CHU
hemobiology laboratory. PS deficiency was detected in 8% (4 cases) and 4% (2 controls) with an
OR of 2.072 for an IC of (0.3509-16.84). The study also revealed that RPCa was positive for 10%
(5 cases) and 2% (1 control) with an OR of 5.366 for an IC of (0.71-132). This showed a non-

significant association between PS deficiency, aPRC and abortion disease. AT and CP values were

all normal for our patients and controls.




