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Introduction 

        La maladie thromboembolique veineuse (MTEV), y compris la thrombose veineuse 

profonde (TVP) et l’embolie pulmonaire (EP) constitue un problème majeur de santé 

publique (Lu et al, 2002), elle représente des taux de morbidité et de mortalité élevés avec 

une incidence annuelle de 1/1000 (Dahlbäck, 1995 ; Zivelin et al, 1997). C’est une maladie 

multifactorielle qui résulte de l’interaction des facteurs de risque acquis et génétiques. L’un 

des premiers facteurs établi est la mutation G1691A de l’exon 10 au niveau du facteur V de 

la coagulation dite la mutation Leiden (Bertina et al, 1994). Ce polymorphisme génétique 

est caractérisé par un état de résistance à la protéine C activée et il est considéré comme le 

facteur de risque le plus commun de la MTEV (Kujovich, 2010). Les porteurs hétérozygotes 

de la mutation augmentent 5 à 10 fois le risque de thrombose cependant les homozygotes 

sont associés à un risque de 50 à 100 fois (Castoldi et al, 2004 ; Dahlbäck and Villoutreix, 

2005 ; Brugge et al, 2005). Une autre mutation génétique a été décrite par Poort et al, elle 

consiste en un remplacement d’une adénine par une guanine à la position 20210 dans la 

région 3’ non codante du gène de la prothrombine. Cette mutation est associée à un risque 

de thrombose en augmentant la concentration de la prothrombine (Poort et al, 1996). Par 

ailleurs la protéine C (PC), protéine S (PS) et l’antithrombine III (ATIII) sont des 

composants d’un système naturel d’anticoagulation très important. Les déficits de ces 

inhibiteurs physiologiques de coagulation représentent un facteur de risque accru de 

thrombose avec une prévalence de 5% à 10% chez les patients présentant la  thrombose 

veineuse (Lane et al, 1996 ; Pabinger et al, 1992). 

          Chez les patients caucasiens en Amérique et en Europe, le facteur V Leiden est 

considéré comme le facteur de risque majeur de la MTEV (Ridker et al, 1995 ; Bertina et al, 

1994). Cependant deux études taïwanaises ont trouvé que les déficits en protéine C et S 

étaient les facteurs de risque les plus importants de thrombophilie au sein de leur population 

d’étude (Shen et al, 1997 ; Shen et al, 2000).  

L’incidence des polymorphismes génétiques varie chez les populations arabes ainsi que leur 

association à la MTEV (Eid, 2001 ; Bouaziz-Borgi et al, 2006 ; Ameen et al, 2005). Des 

études algériennes ont traité la prévalence de ces polymorphismes génétiques chez les deux 

populations saine et malade (Bourouba et al, 2008 ; Chafa et al, 1993 ; Chafa et al, 1997), 

cependant les données publiées demeurent peu suffisantes pour définir le contexte 

constitutionnel des patients thrombotiques algériens. 
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          Contrairement à la plupart des publications focalisées sur les gènes impliqués dans la 

cascade de la coagulation, des études récentes suggèrent le rôle des composants de la voie 

hématopoïétique dans l'étiologie de la thrombose veineuse. L’identification d’une mutation 

au niveau de l’exon 14 (1849G>T) du gène du Janus Kinase2 (JAK2 V617F), dans les 

syndromes myéloprolifératifs a suscité beaucoup de recherches pour évaluer  l’effet de cette 

mutation chez les patients souffrant des complications thrombotiques (Baxter et al, 2005; 

James et al, 2005). Des travaux ont concerné la mutation au cours des thromboses de la veine 

porte et mésentérique (Colaizzo et al, 2007), la thrombose de la veine splanchnique et la 

veine supra-hépatique (le syndrome de Budd–Chiari) et chez les patients avec ou sans signes 

d’un syndrome myéloprolifératif (Colaizzo et al, 2007 ; Fiorini et al, 2009). Cet intérêt 

suggère clairement qu'une enquête plus approfondie est nécessaire afin de mettre en évidence 

l'implication réelle du JAK2-V617F comme un nouveau facteur de risque thrombotique 

indépendant, et sa relation avec les facteurs de risque thrombotiques comme le FVL G1691A 

et la prothrombine G20210A. 

          Récemment, des mutations somatiques dans l'exon 9 du gène codant pour la 

calréticuline (CALR) ont été identifiées chez 88% des patients atteints de myélofibrose 

primitive et à 67% de ceux ayant une thrombocytémie essentielle, en absence de la mutation 

JAK2 V617F et des mutations dans le gène du récepteur de la thrombopoïétine (MPL). Il est 

à noter que les mutations JAK2-V617F et la CALR ont été trouvées pour être mutuellement 

exclusifs (Klampfl et al, 2013 ; Nangalia et al, 2013). Ainsi, la découverte inattendue des 

mutations de la CALR a fourni un indice important pour le rôle biologique de la CALR dans 

l'hématopoïèse. Il a également suscité beaucoup d'intérêt dans son association avec le risque 

thrombotique chez les patients ayant un épisode de la MTEV. 

         Il est à noter que de multiples études ont donné un intérêt au rôle de 

l’hyperhomocystéinémie (HHC) dans le risque de la maladie thrombotique et elles ont trouvé 

des résultats contradictoires (Feki et al, 2004 ; Eldibany and Caprini, 2007). En effet l’HHC 

résulte d’un dysfonctionnement nutritionnel et génétique du métabolisme de l’homocystéine 

(Hirmerová, 2013). Une mutation ponctuelle au niveau du gène de la 5,10- 

methylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) a été identifiée par Frosst et al (Frosst et al, 

1995) et pouvant donner une augmentation du niveau de l’homocystéine plasmatique. De 

même, il y avait eu des opinions contradictoires au sujet de l'importance du polymorphisme 

C677T de la MTHFR dans le risque de la MTEV (Berrut et al, 2003 ; Morelli et al, 2002). 
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 Ce présent travail a pour objectifs de : 

 Déterminer la fréquence des polymorphismes G1691A du FV Leiden, G20210A de 

la prothrombine et C677T de la MTHFR, ainsi que le risque de la MTEV lié à leur 

expression dans une population des patients ayant présenté une MTEV unique ou 

récidivante, s’intégrant ou non dans un contexte familial, en les comparant à une 

population témoin. 

 Analyser la corrélation entre le test phénotypique à la recherche d’une RPCa et celui 

génotypique à la recherche du FVL dans une population thrombotique. 

 Définir le risque de la MTEV lié aux déficits en inhibiteurs physiologiques de la 

coagulation (protéine C, protéine S et l’antithrombine III) et à 

l’hyperhomocystéinémie dans une population de patients thrombotiques par rapport 

à une population témoin. 

 Evaluer le rôle des mutations du JAK2 V617F et la CALR chez les patients 

thrombotiques. 

 



 

 

Analyse 

bibliographique  
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Analyse bibliographique 

         La maladie thromboembolique veineuse est très fréquente, Histologiquement, sa cause 

principale est la formation d’un thrombus veineux constitué de fibrine dans lequel on 

retrouve des éléments figurés du sang, principalement les globules rouges. Les différentes 

localisations de cette pathologie incluent la thrombose veineuse profonde des membres 

inférieurs ; la thrombose veineuse des membres supérieurs ; les thromboses veineuses de 

localisation inhabituelle : veines caves sous claviéres ou axillaires, veines sus-hépatique 

(Budd-chiari), porte, mésentérique ou spléniques, veines surrénaliennes ou ovariennes, sinus 

caverneux, veines cérébrales ou rétiniennes ou corps caverneux, veines thoraciques 

superficielles. L’embolie pulmonaire est une obstruction brutale, partielle ou totale, d’une 

artère pulmonaire ou de ses branches par un caillot, le plus souvent fibrino-cruorique qui se 

détache de la veine cave inférieure, d’une veine d’un membre supérieur, voire des cavités 

cardiaques droites, responsable d’obstruction brutale de la circulation pulmonaire et 

d’infarctus pulmonaire (Brunner et al, 2006). 

I. Physiologie de l’hémostase  

         L’hémostase est un processus physiologique qui permet la prévention et l’arrêt des 

hémorragies en cas de lésion de la paroi vasculaire. Elle joue aussi un rôle dans le maintien 

de la fluidité sanguine par la mise en jeu des systèmes inhibiteurs (Dubø euf and Pillon, 

2010). L’hémostase répond à un ensemble de mécanismes physiologiques et comprend 

plusieurs étapes intriquées et interdépendantes qu’il convient d’isoler par souci descriptif en: 

- Hémostase primaire : première étape d’urgence du contrôle hémorragique, 

conduisant au thrombus plaquettaire en une durée de 3 à 5 minutes. 

- Hémostase secondaire : ou coagulation plasmatique, dont le rôle est de consolider le 

thrombus plaquettaire par la constitution d’un réseau protéique de fibrine en une 

durée de 5 à 10 minutes. 

- Fibrinolyse : assurant secondairement la dégradation enzymatique de la masse 

fibrinoplaquettaire à l’issue de la réparation vasculaire en une durée de 48 à 72 heures 

(De Revel and Doghmi, 2004). 

II. Mécanisme physiologique de la coagulation  

    II.1. Activation et propagation de la coagulation 

         La coagulation met en jeu une série de protéines circulantes inactives : les facteurs (F) 

de la coagulation II, VII, IX, X et XI, qui développent une activité catalytique de type sérine 
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protéase en présence de deux cofacteurs (FV et FVIII). Le déclenchement se fait grâce au 

facteur tissulaire (FT), une protéine membranaire présente sur la plupart des cellules mais 

dont l’expression est réprimée dans les cellules du sang circulant et les cellules endothéliales 

vasculaires. Toute blessure vasculaire entraîne l’exposition du FT et la fixation du FVII 

activé (FVIIa) présent en petite quantité dans le sang circulant. Les complexes FT-FVIIa 

activent d’autres molécules de FVII et active les FIX et X (Figure 1). Les premières traces 

de thrombine formée par l’action du FXa sur la prothrombine (FII) vont permettre la mise 

en place de plusieurs boucles d’amplification : 

- l’activation des plaquettes qui exposent des phospholipides anioniques procoagulants ;  

- l’activation du FV qui se fixe sur les phospholipides anioniques en même temps que le 

FXa, engendrant un complexe enzymatique - la prothrombinase - capable d’activer beaucoup 

plus efficacement la prothrombine ;  

- l’activation du FVIII qui s’assemble avec le FIXa et le FX sur les phospholipides 

anioniques pour accélérer la production du FXa ;  

- l’activation du FXI pour renforcer l’activation du FIX.  

         Ce système d’interactions complexes permet la production d’une concentration élevée 

de thrombine capable de transformer le fibrinogène soluble en un réseau de fibrine 

polymérisée (Aiach et al, 2006). 

 

Figure 1 : Activation et propagation de la coagulation (Dahlbäck and Villoutreix, 2005a). 

    II.2. Régulation de la production de thrombine par l’ATIII et la protéine C 

         Le système de la coagulation, normalement destiné à colmater les blessures 

vasculaires, est contrôlé par plusieurs mécanismes inhibiteurs (Figure 2). L’antithrombine 

(AT) est une serpine (serine-protease inhibitor) qui forme avec la thrombine, le FIXa et le 

FXa des complexes inactifs de stœchiométrie 1:1. La vitesse de formation de ces complexes 

est fortement augmentée par l’héparine et les sulfates d’héparane des cellules endothéliales 

(Aiach et al, 2006). 
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Figure 2 : Mécanisme de la régulation de la production de thrombine par l’antithrombine 

(AT) et la protéine C (PC) (Aiach et al, 2006). 

         La protéine C constitue aussi une importante clé d’un système naturel 

d’anticoagulation, son activation se fait par le complexe composé de la thrombine et la 

thrombomoduline (T-TM). Cette dernière est une protéine membranaire dont la 

concentration est élevée dans les capillaires ; ceci lui assure sa liaison à la thrombine et par 

la suite l’activation de la protéine C. L’augmentation de l’activation de la protéine C est 

assurée par une protéine membranaire appelée l’EPCR (Epidermal Protein C Receptor), elle 

est dotée d’un sillon de fixation aux phospholipides qui permet de lier le domaine glutamique 

de la protéine C (Figure 3). Les propriétés procoagulantes de la thrombine sont perdues lors 

de sa liaison à la thrombomoduline car cette dernière occupe un important site fonctionnel 

dans la thrombine et bloque les interactions avec d’autres thrombines ; son inhibition est 

assurée par l’antithrombine et la protéine C. Ainsi, la thrombomoduline possède de multiples 

propriétés anticoagulantes : en convertissant la thrombine en un activateur de la protéine C 

et en accélérant l’inhibition de la thrombine (Dahlbäck and Villoutreix, 2005a) 
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Figure 3 : Activation de la protéine C (Dahlbäck and Villoutreix, 2005b). 

    II.3. Dégradation du FVa et FVIIIa par la PCa et rôles de la protéine S et FV  

         Le système anticoagulant de la protéine C régule les activités du FVIIIa et FVa. 

L’inactivation du FVa se fait au niveau des résidus de l’arginine aux positions 306, 506 et 

679 (Mann and Kalafatis, 2003) (Figure 4). Le clivage au niveau du résidu de l’Arg 506 

réduit son affinité avec le FXa et l’inactivation complète du FVa est achevé par le clivage à 

l’Arg306(Huang and Koerper, 2008). Ce dernier est responsable de la perte de 70% de 

l’activité cofacteur initiale, alors que le clivage au niveau de l’arginine 679 est responsable 

de la perte de l’activité restante. Une fois le FVa est clivé à l’Arg506, il est convertit en FV 

anticoagulant, qui interagit avec la protéine C activée (PCa) et la protéine S pour inactiver 

le FVIIIa ; ce dernier sera clivé à l’Arg336 et l’Arg562 (Fay, 1999). Ainsi, le FV est une 

protéine qui a la possibilité d'exprimer à la fois des fonctions procoagulantes et 

anticoagulantes (Huang and Koerper, 2008). 

 

Figure 4 :Inactivation du facteur Va par la protéine C activée et la protéine S (Dahlbäck 

and Villoutreix, 2005b). 
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III. Physiopathologie de la MTEV 

         Trois éléments appelés triade de Virchow, favorisent l’apparition d’un thrombus 

veineux : une stase veineuse, une lésion de la paroi vasculaire et un trouble de l’hémostase 

(hypercoagulabilité). 

    III.1. Stase veineuse 

          La stase veineuse, définie par un ralentissement de la circulation du sang dans les 

veines. Deux types de paramètres influencent la rhéologie sanguine : l’anatomie du système 

veineux et les propriétés physiques du sang. Concernant l’aspect anatomique, la fréquence 

des thromboses veineuses profondes au niveau des membres inférieurs tient en partie à la 

difficulté que rencontre le sang pour remonter depuis les membres inférieurs jusqu’au cœur. 

La remontée du sang est favorisée par le système des valvules des membres inférieurs 

constituant un « système anti-retour » par la semelle plantaire qui est une sorte d’éponge ou 

le sang est chassé à chaque appui plantaire. 

         L’hyperviscosité, repose sur deux types de constituants : cellulaire (globules rouges) 

ou toute augmentation importante des globules rouges constitue un facteur d’hyperviscosité 

sanguine et plasmatique (augmentation du fibrinogène et certaines protéines plasmatiques) 

(Schved, 2002). 

    III.2. Lésions des parois vasculaires 

         A la différence de la pathologie artérielle, les lésions pariétales ne tiennent pas une 

place importante dans la pathologie veineuse. Néanmoins, les thromboses sur cathéters, les 

thromboses de certaines pathologies infectieuses ou métaboliques telles que 

l’hyperhomocystéinémie, voire celles survenant sur le site d’intervention chirurgicale, sont 

des exemples de thromboses veineuses par lésions pariétales (López et al, 2004 ; Schved, 

2002 ; Merli, 2006).  

    III.3. Hypercoagulabilité sanguine 

          Une thrombose veineuse peut résulter d’une activation excessive de l’hémostase 

primaire, de la coagulation sanguine ou d’une insuffisance d’inhibiteurs de la coagulation. 

La thrombophilie familiale est liée à une génération accrue de thrombine, en cas de déficits 

en inhibiteurs physiologiques (PC, PS, AT), ou beaucoup plus rarement d’hypofibrinolyse 

(excès de PAI-1, défaut de tPA), de résistance à l’activité anticoagulante de la protéine C 

activée (mutation du facteur V Leiden) et de la mutation G20210A du facteur II.                                                                        
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           L’interaction des anomalies génétiques et des facteurs environnementaux dans divers 

contextes favorisants, souligne la pluralité des acteurs thrombogénes potentiels et pourrait 

expliquer la diversité d’expression clinique des thrombophilies héréditaires. L’HHC et 

l’augmentation du FVIII constituent la résultante des facteurs génétiques et acquis (Samama, 

2011). 

          On connait des facteurs acquis activant les cellules endothéliales et/ou les monocytes 

par exemple : les endotoxines (d’où les thromboses veineuses des maladies infectieuses), les 

cytokines (interleukine 1, TNF, etc.) qui pourraient participer ainsi aux thromboses 

veineuses des maladies inflammatoires, les immunoglobulines et les complexes immuns. 

L’activation de la coagulation peut aussi être initiée par un facteur tissulaire provenant 

d’autres cellules : cellules cancéreuses, promyélocytes leucémiques, cellules en apoptose       

( Wakefield et al, 2008).        

IV. Facteurs de risque biologiques et génétiques de la thrombophilie 

constitutionnelle  

    IV.1. Polymorphisme G1691A du Facteu V Leiden 

         IV.1.1. Protéine 

          Le facteur V est synthétisé au niveau des hépatocytes et des mégacaryocytes sous 

forme d’un polypeptide monocaténaire de 330 kDa, il circule sous forme libre dans la 

circulation sanguine (Vinciguerra et al, 2007). Cette glycoprotéine est organisée en plusieurs 

types de domaines répétés (A1 - A2 - B - A3 - C1 - C2) (Aiach, 1995).  

Le domaine B, qui comprend 882 acides aminés et 25 des 37 sites potentiels de glycosylation 

du facteur V, est codé par un seul exon, l'exon 13. Ce domaine, dit de connexion, est libéré 

lors de l'activation du facteur V après clivage de 3 liaisons peptidiques impliquant l'Arg 709, 

l'Arg 1018 et l'Arg 1545 donnant le facteur V activé (FVa) 

Le FVa est formé d'une chaîne lourde de 105 kDa (A1 - A2) reliée par des ions calciques à 

une chaîne légère (A3 - C1 - C2) polymorphe avec deux isoformes de 71 et 74 kDa différents 

par leur degré de glycosylation (Figure 5a). Le facteur V comporte un certain nombre de 

tyrosines sulfatées dans le domaine B et la chaîne légère, cette modification post-

translationnelle étant indispensable à l'activation du facteur V par la thrombine. La fixation 

du facteur Va sur les phospholipides membranaires et sa liaison avec le facteur Xa requièrent 

le domaine C2 de la chaîne légère, ainsi que le domaine A3 qui comporte également un site 

de fixation pour la PCa (Figure 5b) (Walker et al, 1990).  
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Figure 5: Structure de la protéine du facteur V activé (Duga et al, 2004). 

        IV.1.2. Gène  

          Cette protéine est codée par un gène de plus de 80 kb située sur le bras long du 

chromosome 1 dans la région 1q23 (Cripe et al, 1992) (Figure 6); il comprend 25 exons et 

est transcrit en ARNm d’une longueur approximative de 80 kb. Il code pour une protéine de 

2224 acides aminés dont 28 résidus du peptide signal (Huang and Koerper, 2008). 

 

Figure 6: Représentation schématique du gène du facteur V (Patrushev et al, 1998). 

        IV.1.3. Mutation Leiden du facteur V (FVL) 

          La mutation Leiden du facteur V est décrite par l’équipe de Bertina en 1994 (Bertina 

et al., 1994). Il s’agit d’une mutation faux-sens située dans l’exon 10 du gène codant le 

facteur V. Elle touche le nucléotide 1691, le codon sauvage CGA étant remplacé par le codon 

CAA. En conséquence, sur la protéine, l’Arginine (R) en position 506 est remplacée par une 

Glutamine (Q), d’où l’appellation de mutation R506Q. La mutation est située au niveau du 

a 

b 
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premier site de clivage du facteur Va par la PCa (Figure 8), réduisant son inactivation par la 

PCa. En effet, l’inactivation par clivage au niveau des arginines 306 et 679 est dix fois plus 

lente dans le cas du facteur V Leiden qu’à l’état sauvage. Cette anomalie de régulation 

aboutit à une génération excessive de thrombine et à une tendance prothrombotique 

(Figure7) (Kalafatis et al, 1995). 

 

Figure 7: Inactivation du FVa normal et du FVL par la PCa (Bouaziz Borji, 2006). 

        IV.1.4. Mutation Leiden du facteur V et risque de la MTEV 

         Le FV Leiden est une anomalie génétique de transmission autosomique récessif, elle 

résulte d’un effet fondateur par un ancêtre commun ayant vécu quelque 20 000 années avant 

notre ère (Zivelin et al, 1997) . Cette mutation pourrait avoir un effet protecteur sur les 

hémorragies, en particulier du postpartum, ce qui aurait entraîné une pression sélective. La 

mutation s’observe dans les populations d’origine européenne et sa fréquence est 

particulièrement importante dans certaines régions : sud de la Suède et Alsace-Lorraine. Elle 

est fréquente dans la population générale (2 à 8 %) et affecte 20 à 25% des patients ayant 

présenté au moins un épisode de la MTEV. Les porteurs de l’anomalie sont hétérozygotes 

dans la grande majorité des cas, ce qui multiplie leur risque de thrombose d’un facteur 5 

(Emmerich et al, 2001).  

         En ce qui concerne l’embolie pulmonaire, des données récentes ont mis en évidence 

que la mutation Leiden du facteur V est beaucoup moins fréquemment associée à la survenue 

des embolies pulmonaires. Ainsi, si la mutation du facteur V favorise la survenue des 
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thromboses veineuses, il est possible que les thrombus ainsi formés soient moins 

emboligènes pour une raison inconnue. En effet, cette inégalité de répartition observée avec 

la mutation Leiden du facteur V, n’est pas retrouvée avec la mutation G20210A de la 

prothrombine (Meyer et al, 2001). Si la thrombose veineuse profonde et l’embolie 

pulmonaire sont clairement les deux pôles d’une même maladie, on ne peut pas exclure que 

certains facteurs de risque aient une répartition différente dans la survenue des 

manifestations cliniques.  

         Les homozygotes ne sont pas rares (0.05 à 0.25%) dans la population générale. Ils ont 

un risque de TVP important (RR de l’ordre de 20 à 30), mais généralement n’ont aucune 

manifestation thrombotique à l’enfance (Emmerich et al, 1997). Ils peuvent rester 

asymptomatiques, donc même à l’état homozygote la mutation Leiden du facteur V a une 

pénétrance incomplète. 

         Dans une méta-analyse de 11 articles concernant uniquement des études prospectives 

et des essais randomisés portant sur le suivi après un premier événement montre un RR de 

1.39, le nombre total de patients ayant le FV Leiden était de 557 versus un groupe 2646 non 

porteurs de la mutation. Le risque modéré de récidive thrombotique lié au FV Leiden justifie 

le maintien du traitement anticoagulant qui ne devrait pas dépasser six mois, sauf en présence 

d’arguments cliniques de sévérité et en cas d’anomalies combinées (Prandoni et al, 2008). 

        IV.1.5. Résistance à la protéine C activée (RPCa) et risque de thrombose  

          Le mécanisme de la RPCa est dû essentiellement à la mutation Leiden facteur V 

(Dahlbäck et al, 1993), car la protéine C activée ne reconnait plus son premier site de clivage 

du facteur V activé par la thrombine. Cependant dans 5 % des cas, il peut s’agir d’une autre 

mutation du facteur V, ou d’une RPCa acquise. 

         La fréquence de la RPCa dans les groupes des patients ayant des antécédents de 

thrombose veineuse peut, selon les séries atteindre 20 à 30 % ce qui a permis d’augmenter 

considérablement l’efficacité du bilan de thrombophilie. Plusieurs équipes se sont 

intéressées à l’étude de ce nouveau facteur de risque au cours des thromboses veineuses 

(Emmerich et al, 1994 ; De Stefano et al, 1996), dont certaines suggèrent que la RPCa est 

un facteur de risque indépendant de thrombose même en l’absence du FV Leiden (Liang et 

al, 1998 ; Williamson et al, 1998). Dans l'étude de Svensson (Svensson and Dahlback, 1994), 

l'augmentation du risque thrombotique associée à la résistance à la PCa chez les patients est 

significatif par rapport à une population de référence appariée : 41% des sujets porteurs de 
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l'anomalie ont souffert d'au moins un accident thrombotique veineux avant l'âge de 45 ans 

contre 3% des sujets indemnes, la fréquence de la RPCa dans le groupe des sujets témoins 

normaux est comprise entre 4 et 10 %. La relation de cause à effet, chez un patient donné, 

entre la présence de cette anomalie et la survenue d’une thrombose est de ce fait souvent 

difficile à établir. 

        IV.1.6. Autres mutations du facteur V 

          De nombreuses mutations, autres que le facteur V Leiden, ont été décrites au niveau 

du gène codant le facteur V. Parmi ces mutations nous citons : l’haplotype HR2, les 

mutations Hong Kong, Cambridge et Liverpool (Figure 8). 

 Haplotype HR2 

          En 1996, Lunghi découvre dans l’exon 13 (domaine B) du gène codant le facteur V 

une mutation A4070G (allèle R1→R2), associée à une diminution de la concentration 

antigénique du facteur V, et à une diminution de son activité fonctionnelle. Elle est désignée 

sous l’appellation haplotype HR2 qui a été décrit ensuite par Bernardi (Bernardi et al, 1997). 

Cet haplotype est caractérisé par six polymorphismes situés au niveau des nucléotides 2298, 

2325, 2379, 2391, 4070 et 5380 dans l’exon 13 du gène codant le facteur V.  

          L’haplotype HR2 du facteur V est associé au phénotype de RPCa chez les sujets 

normaux et chez les malades avec antécédents de TVP. La fréquence allélique de l’haplotype 

HR2 varie de 5 à 17% dans les populations asiatiques, africaines et européennes (Bernardi 

et al, 1997  ; Kostka et al, 2003). La prévalence la plus élevée (> 50%) est retrouvée dans 

des tribus indiennes du Costa-Rica (Herrmann et al, 2001). 

          De nombreuses études publiées, visant à déterminer si l’haplotype HR2 est un facteur 

de risque de TVP et si l’association HR2/FV Leiden majore le risque de survenue de la 

MTEV, ont rapporté des résultats contradictoires. Ainsi, Alhenc-Gelas a montré dans une 

étude cas-témoins réalisée chez 205 patients et 394 témoins, que l’haplotype HR2 seul est 

un facteur de risque modéré de TVP (OR = 1.8, P = 0.02), et que l’haplotype HR2 est associé 

à une diminution significative de la concentration du facteur V circulant chez les porteurs de 

cette mutation (Alhenc-Gelas et al, 1999). A l’inverse, Kostka a démontré dans une autre 

étude cas-témoins portant sur 347 patients avec TVP et 282 contrôles qu’il n’existe pas 

d’association entre l’haplotype HR2 et les événements thromboemboliques (OR=0.87, 

p=0.537), et que la fréquence de l’allèle muté G est significativement plus élevée chez les 
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contrôles que chez les patients (OR= 0.68) (Kostka et al, 2003). Une méta-analyse portant 

sur 8 études, soit un collectif de 2696 patients d’origine caucasienne, réalisée en 2003, 

suggère que l’haplotype HR2 seul peut être un facteur de risque modéré de TVP (OR=1.15, 

P=0.082) et que l’association HR2/FV Leiden n’augmente pas significativement ce risque 

de TVP (OR= 0.87) (Castaman et al, 2003). 

 Facteur V Cambridge 

          Le facteur V Cambridge est une mutation ponctuelle située au niveau de l’exon 7 du 

gène codant le facteur V. Elle a été décrite pour la première fois chez un patient anglais, 

ayant présenté une thrombose proximale spontanée à l’âge de 47 ans, et présentant une RPCa 

en l’absence de la mutation Leiden du facteur V (Williamson et al, 1998). La mutation FV 

Cambridge touche le nucléotide 1091, transformant le codon CGA, codant pour l’Arginine 

(R) en position 306, en codon ACG, codant pour une Thréonine (T). La mutation affecte 

donc le site de clivage Arg 306, impliqué dans l’inactivation complète du facteur Va par la 

PCa. Cette mutation Arg306Thr est rare, retrouvée avec une prévalence de 0.4% chez des 

caucasiens d’origine européenne. Elle est absente dans les autres groupes ethniques 

(asiatiques, indiens, noirs africains et américains) (Franco et al, 1999a).Son association avec 

la MTEV n’est pas clairement établie puisque aucune cohorte de patients n’a pu être étudiée. 

 Facteur V Hong Kong 

          Comme le facteur V Cambridge, la mutation Hong Kong (Arg306Gly) du facteur V 

est une mutation ponctuelle au niveau de l’exon 7 du gène codant le facteur V. Elle a pour 

conséquence la disparition du site de clivage Arg 306 (Chan et al, 2003). 

Cette mutation initialement décrite en Chine chez 2/43 (4.7%) des patients thrombotiques et 

1/40 (2.5%) des sujets témoins, elle a également été retrouvée chez les caucasiens : 1/208 

donneurs de sang brésiliens et chez 1/209 caucasiens d’origine européenne. Par ailleurs, cette 

mutation n’a pas été retrouvé chez les indiens, les noirs africains et américains ni chez les 

asiatiques d’origine japonaise (Franco et al, 1999a  ;  Franco et al, 1999b). 

D’autre part, et contrairement au facteur V Cambridge, le facteur V Hong Kong n’est pas 

associé au phénotype de RPCa (Liang et al, 1998). Il semblerait qu’il ait une différence dans 

la capacité de la PCa à cliver la Thréonine 306 et la Glycine 306. La thréonine 306 confère 

une résistance à la PCa, alors que la capacité de la PCa à cliver le facteur V au niveau du site 

306 persiste en cas de la mutation Gly306. 
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 Facteur V Liverpool 

         Il s’agit d’une mutation décrite dans une fratrie présentant des thromboses veineuses 

sévères récidivantes. Ces patients étaient caractérisés par une RPCa non associée à la 

mutation facteur V Leiden. Ils présentaient par ailleurs, une diminution de l’activité 

fonctionnelle du facteur V. 

         La mutation Liverpool (Ile359Thr) substitue une cytosine à une thymidine, au niveau 

du nucléotide 1250 (1250 T→C) de l’exon 8 du gène codant le facteur V. Cette mutation se 

traduit par la création d’un site potentiel de glycosylation au niveau du domaine A2 du 

facteur V, en position Asn 357. Mumford émet l’hypothèse que le facteur V Liverpool 

entraîne une glycosylation anormale de l’Asn 357 situé dans le domaine A2 du facteur V, 

aboutissant à une diminution de la protéolyse du facteur Va par la protéine C activée. Cette 

mutation est très rare (Mumford et al, 2003). 

 

Figure 8: Mutations du facteur V associées à une diminution de la réponse plasmatique à 

la PCa (Bouaziz Borji, 2006). 

    IV.2. Polymorphisme G20210A de la prothrombine 

        IV.2.1. Protéine  

          La prothrombine est une glycoprotéine de 72 kDa à chaîne unique, synthétisée dans le 

foie en présence de vitamine K. Elle est la sérine protéase de la phase finale de la coagulation. 

Elle est transformée par la prothrombinase en thrombine qui par la suite transforme le 

fibrinogène en fibrine et exerce un grand nombre d’autres fonctions régulatrices. 

La concentration de prothrombine est, avec l’antithrombine, l’un des deux déterminants 

majeurs de la génération de thrombine (Butenas et al, 2002).  
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        IV.2.2. Gène 

          Le gène de la prothrombine est localisé sur le chromosome 11 en position 11p11-q12 

(Figure 9). Il s’étend sur 21 kb organisé en 14 exons, séparés par 13 introns (Degen and 

Davie, 1987). 

 

Figure 9 : Représentation schématique du gène de la prothrombine 

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/F2). 

        IV.2.3. Augmentation de la prothrombine et mutation G20210A : bases 

moléculaires 

          Découverte par l’équipe de Poort en 1996, la mutation G20210A de la prothrombine 

ou facteur II (FII G20210A) est situé dans la région 3’ non traduite du gène. Cette mutation 

est associée à un risque accru de MTEV et à des concentrations plasmatiques élevées de 

prothrombine (Poort et al, 1996). Cette élévation de la concentration de prothrombine serait 

liée à un mécanisme de régulation post-transcriptionnel : la modification de la structure 

tertiaire de la région 3' non codante, crée par la mutation 20210 G→A, modifierait le 

mécanisme de clivage et de polyadénylation, deux étapes nécessaires à la maturation 

nucléaire des ARN messagers avant leur libération dans le cytoplasme. C’est la première 

mutation décrite dans cette zone qui s’accompagne d’une augmentation de fonction par 

rapport au gène sauvage, en effet l’activité fonctionnelle de l’allèle physiologique G au 

niveau du site de clivage est moins efficace pour la maturation de l’extrémité 3’ que celle de 

l’allèle muté aboutissant à une augmentation de la synthèse protéique (Figure 10) 

(Freyburger and Labrouche, 2007). 

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/F2
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Figure 10: Influence de la mutation 20210 sur la polyadénylation de l’ARNm de la 

prothrombine (Freyburger and Labrouche, 2007). 

        IV.2.4. Mutation G20210A de la prothrombine et risque de thrombose 

          La mutation G20210A de la prothrombine (FII 20210A) est également due à un effet 

fondateur et affecte les populations d’origine européenne. Sa fréquence se situe entre 1 et 

4% de la population générale, avec un gradient nord/sud en Europe. On l’observe chez 

environ 10% des patients ayant une MTEV, les porteurs ayant un risque augmenté d’un 

facteur 3 à 4 (Castoldi et al, 2000). Les homozygotes sont rares et ont vraisemblablement un 

risque plus élevé. 

    IV.3. Protéine S 

        IV.3.1. Protéine  

          La PS est une glycoprotéine de 635 acides aminés dont le poids moléculaire est de 

70 kDa. Sa concentration plasmatique est d’environ 20 à 25 mg/l, avec une demi-vie 

plasmatique de 40 heures. Elle est synthétisée par les cellules endothéliales, les 

mégacaryocytes, les hépatocytes et les cellules de Leydig. La PS fait partie des protéines 

dont la synthèse nécessite la présence de vitamine K. Le domaine glutamique (Gla) de la 
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protéine comprend des acides gamma-carboxyglutamiques nécessaires à la liaison de la 

protéine S aux phospholipides membranaires par l’intermédiaire d’ions calcium. La PS 

comprend ensuite une région sensible à l’hydrolyse par la thrombine (TSR) et de domaines 

homologues à l’Epidermal Growth Factor (EGF). Ces domaines comprennent un acide β-

hydroxy-aspartique, résidu impliqué dans l’affinité pour le calcium. La liaison du calcium 

aux domaines Gla et EGF induit des modifications structurales indispensables au 

développement de l’activité physiologique du système PC-PS (Galteau, 1997). La partie 

carboxyterminale de la PS est unique dans les protéines vitamine K-dépendantes de la 

coagulation. Il s’agit d’un domaine homologue à la «sexhormonbinding globulin» (SHBG), 

lui-même constitué de deux motifs homologues à la laminine et siège de l’interaction avec 

la C4b-BP (Figure 11) (Borgel et al, 2007). 

 

Figure 11 : Structure de la PS et de son gène PROS1 (Borgel et al, 2007). 

IV.3.2. Gène  

         Le gène de la PS est localisé sur le chromosome 3 dans la région 3q11-2, s’étend sur 

101 kb et comprend 15 exons et 14 introns (Figure 11). Ce gène actif appelé PROS1, coexiste 

avec un pseudogène PROS2 inactif, plus de 97 % d’homologies localisé sur 3p11-1 (Ploos 

van Amstel et al, 1990). 

        IV.3.3. Dosage de la PS 

         La PS existe dans le plasma sous forme libre (environ 40 %) et sous forme liée à une 

protéine du système du complément ; la C4b binding protein (C4bBP). Seule la protéine S 

libre possède une activité cofacteur de la PCa. La liaison de la PS à la C4bBP explique 

certaines difficultés dans le dosage de la PS ; la C4bBP est une protéine qui augmente en cas 
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d’inflammation (jusqu’à quatre fois la valeur normale), ce qui n’est pas rare au cours des 

thromboses récentes. De plus, il est établi que la C4bBP est une protéine multimérique de 6 

ou 7 chaînes alpha avec présence ou non d’une chaîne béta. La fixation de la PS est possible 

uniquement sur l’isoforme C4bBPb+ qui représente environ 10 % de la C4bBP totale. Ainsi, 

une augmentation globale de la C4bBP n’est pas forcément associée à une baisse de la PS 

libre si cette augmentation ne concerne que la forme alpha (Guermazi and Conard, 2009). 

         II existe trois types de dosage de la PS : le dosage de la PS totale, qui ne distingue pas 

la fraction libre active de la fraction liée à la C4bBP inactive, le dosage de la PS libre qui 

représente la fraction circulante active, enfin, l'évaluation de l'activité anticoagulante 

cofacteur de PC. Les dosages de la PS font donc appel à des méthodes immunologiques et 

fonctionnelles (Faioni et al, 2001). 

        IV.3.4. Variations physiologiques et déficits acquis en protéine S 

          Les taux de PS varient dans de nombreuses circonstances physiologiques qui doivent 

être prises en compte dans la détermination des valeurs usuelles qui varient de 60% à 110%. 

Les taux de PS totale atteignent les valeurs usuelles à partir de l’âge de trois mois. Chez 

l’adulte, alors que l’âge ne semble pas avoir d’effet sur les taux de PS totale ou libre chez 

l’homme, les taux de PS augmentent avec l’âge chez la femme. Cet effet est certainement 

lié aux modifications du statut hormonal de la femme au cours de sa vie, l’influence 

hormonale sur les taux de PS étant clairement établie. Ainsi, les taux de PS sont 

significativement diminués au cours de la grossesse (particulièrement entre la 18 et la vingt-

huitième semaine) ou lors de la prise de contraceptifs oraux (Rosendaal et al, 2001), alors 

qu’à l’inverse, une augmentation des taux de PS est observée chez la femme ménopausée. 

L’absence de la prise en compte de ces variations physiologiques a pendant longtemps 

entraîné à tort l’établissement d’un diagnostic de déficit en PS chez des jeunes femmes sous 

contraceptifs oraux.  

         Outre les variations physiologiques des taux de PS, certaines situations pathologiques 

sont associées à un déficit acquis en PS. Ainsi certains patients développent des anticorps 

dirigés contre la PS, soit dans le cadre d’un syndrome des antiphospholipides, soit au décours 

de certaines infections, en particulier du VZV (virus varicelle-zona) ou du VIH. Les cas de 

varicelle rapportés avec de tels anticorps décrivent des taux de PS très diminués et une 

symptomatologie sévère, souvent similaire à celle du déficit homozygote en PS. Par ailleurs, 

des cas de déficit acquis en PS ont été décrits dans le cadre des traitements par la L-
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asparaginase. D’autres pathologies sont associées à des anomalies globales de la coagulation 

avec un déficit en PS, c’est le cas du syndrome néphrotique ou de la coagulation 

intravasculaire disséminée (Borgel et al, 2007). 

        IV.3.5. Déficits constitutionnels en PS et risque de thrombose 

          La détermination des taux de PS totale, libre et de l’activité cofacteur de la PS vis-à-

vis de la PCa permet de définir trois types de déficit en PS : 

- Le déficit de type I : est un déficit quantitatif où la diminution en PS totale 

s’accompagne d’une diminution de la PS libre et de l’activité de la PS.  

- Le déficit type II : est qualitatif, il est caractérisé par un défaut d’activité de la 

protéine présente en concentration normale, aussi bien pour la forme totale que la 

forme libre. 

- Le déficit de type III : correspond à un déficit quantitatif en PS libre alors que la PS 

totale est normale ; la PS libre étant la seule forme douée d’une activité cofacteur 

vis-à-vis de la PCa, on observe une diminution concomitante de l’activité de la PS. 

Les déficits quantitatifs (type I et III) sont ceux les plus fréquemment observés (94 %). Le 

nombre de déficits qualitatifs décrits jusqu’à ce jour (sept mutations décrites soit 6 % des 

mutations identifiées dans des déficits en PS) est très faible et pourrait être lié à la mauvaise 

adéquation avec les méthodes de mesure de son activité exclusivement ciblées sur son effet 

cofacteur vis-à-vis de la PCa (Borgel et al, 2007). 

         La fréquence des déficits congénitaux en PS est de 0.03% à 0.13 % (Goodwin et al, 

2002) dans la population normale et de 1 à 5 % chez les sujets ayant des antécédents de 

thrombose veineuse. Les déficits affectent 5% des patients thomboemboliques et 1 à 2% des 

patients avec un premier épisode. Il s’agit habituellement des déficits hétérozygotes avec des 

taux de PS le plus souvent compris entre 40 % et 60 %. Toutefois, l’expression clinique peut 

varier chez les sujets porteurs du déficit dans une même famille avec parfois des cas 

asymptomatiques ou, à l’opposé, des sujets avec des thromboses récurrentes. Ces 

observations suggèrent l’influence surajoutée de facteurs génétiques aggravant, tel que la 

mutation Leiden du facteur V, ou au contraire protecteurs non encore identifiés.  

L’augmentation du risque est estimée à 2.4 chez les patients porteurs du déficit en protéine 

S , tandis que les études familiales ont rapporté  une augmentation du risque de 5 à 8.5 en 

comparaison aux personnes indemnes (Makris et al, 2000). 
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           Quelques cas de déficits homozygotes en PS ont été rapportés (Pegelow et al, 1992), 

chez des nouveau-nés dans le cadre d’un purpura fulminans. 

    IV.4. Protéine C 

        IV.4.1. Protéine 

          La protéine C (PC) est une protéine de synthèse hépatique, vitamine K dépendante et 

zymogène d’une sérine protéase, elle est de 62 kDa et est composée d'une chaîne lourde (250 

acides aminés (aa); 41 kDa) et une chaîne légère (155 aa; 21 kDa), maintenues ensemble par 

un pont disulfure (Greenberg and Davie, 2001). La molécule de protéine C a un domaine 

gamma-carboxyglutamique acide du coté N-terminale (aa 1-45), deux domaines de facteur 

de croissance épidermique (aa 46-91, 92 - 136), une zone de raccordement (aa 137-184, y 

compris un peptide d'activation de l'aa 158-169), et un domaine protéase contenant un 

domaine catalytique de l’aa 185-419.  

          Les résidus glutamiques lient le Calcium et sont indispensables pour le bon repliement 

de la protéine. Son domaine glutamique lie les charges négatives de la membrane 

phospholipidique et aussi l’EPCR : les deux interactions sont importantes pour les fonctions 

physiologiques de la protéine C (Dahlbäck and Villoutreix, 2005a). 

        IV.4.2. Gène  

          Son gène codant est localisé sur le chromosome 2 dans la région q13-14 et est 

d'environ 11 kb, contenant 9 exons et 8 introns. La majorité des introns séparent des 

domaines fonctionnels de la protéine d'une manière semblable à d'autres protéines vitamine 

K dépendantes (Greenberg and Davie, 2001). 

        IV.4.3. Déficits acquis en protéine C  

         Le taux de PC diminue chez l’enfant et n'atteint le taux adulte que vers l’âge de 16 ans. 

On trouve aussi des valeurs basses de cette protéine dans les cas suivants : les traitements 

anticoagulants par les antivitamines K, le déficit en vitamine K, , chez les sujets avec une 

insuffisance hépatocellulaire, au cours de la coagulation intravasculaire disséminée, dans le 

cas de l’insuffisance rénale, la phase aigüe de thrombose, après un échange plasmatique de 

la transfusion sanguine, chez les patients atteints de cancer du sein avec certains types de 

chimiothérapie, et après une hémorragie massive. 

          II est donc recommandé de pratiquer le dosage 1 mois après l’arrêt du traitement 

anticoagulant (Kottke-Marchant et al, 2002). Lorsqu'un taux de PC bas est mis en évidence, 
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les causes cliniques, physiologiques et pharmacologiques d'un déficit acquis doivent être 

exclues. 

        IV.4.4. Déficits constitutionnels en PC et risque de thrombose 

         Ces déficits sont de deux types :  

- Le type I (quantitatif) : caractérisé par une diminution identique de l’activité et de 

l’antigène est le plus fréquent (environ 76 % des déficits). 

- Le type II (qualitatif) : est caractérisé par un taux d'antigène normal avec une activité 

diminuée due à une dysfonction de la protéine.  

       Le risque de thrombose veineuse associé au déficit est accru de 5 à 10 fois (Rosendaal , 

1999). Les manifestations cliniques associées au déficit en PC ont marqué différentes 

localisations du thrombus veineux notamment la thrombose de la veine mésentérique, de la 

veine porte, le syndrome de Budd Chiari, la thrombose de la veine rénale et celle de la rétine 

(Marder and Matei, 2001). 

         Les cas hétérozygotes pour le déficit en PC ont été identifiés chez 1.5% à 11.5% (avec 

une moyenne de 4%) des patients thromboemboliques (Mateo et al, 1997  ; Suehisa et al, 

2001) dont 3% présentant un premier événement de la maladie (Koster et al, 1995). Chez les 

sujets sains l’hétérozygotie du déficit protéique est observée chez seulement 0.2% sur 10 

000 donneurs de sang écossais (Tait et al, 1995) et  0.4% dans une population américaine de 

5000 approximativement (Miletich et al, 1987). 

         Les patients homozygotes sont très rares, l’incidence est de 1/500 000 à 1/750 000 

nouveaux nés. Ils sont associés à une thrombose sévère à la période néonatale. Ces cas 

développent le syndrome de purpura fulminans avec ecchymoses des nécroses cutanées, une 

thrombose du système nerveux central et la cécité survenant de 1heure à 5 jours après la 

naissance. Les analyses du laboratoire montrent une coagulation intravasculaire disséminé 

avec une baisse de plaquettes, une augmentation de la fibrine des produits intermédiaires et 

un taux de protéine C indétectable (Marlar et al, 1989 ; Seligsohn et al, 1984). 

        IV.4.5. Dosage de la protéine C 

Les dosages de la PC mesurent soit l’activité fonctionnelle, soit le taux de l’antigène. 

 Dosage de l'activité anticoagulante 

          Les méthodes anticoagulantes de dosage sont fondées sur la dilution du plasma à doser 

dans un plasma déficitaire en PC, puis l’addition du venin de vipère Southern Copperhead 

qui active la PC en PC activée. Dans un système de « temps de céphaline + activateur », la 
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PC activée allonge le temps de coagulation en inhibant les facteurs V et VIII actifs. Le 

dosage de l'activité fonctionnelle a l'avantage de mettre en évidence tous les déficits en PC, 

quelle que soit l'anomalie fonctionnelle de la protéine. Cependant, cet avantage est largement 

contrebalancé par les multiples interférences, rendant très difficile l’interprétation des 

résultats (Robert and Eschwège, 2007). 

 Dosage par méthode chromogénique 

          La technique est identique à celle du dosage de l'activité anticoagulante, mais le point 

final de la réaction est la mesure de l'activité amidolytique de la PC vis-à-vis d'un substrat 

chromogène. Cette technique a l'inconvénient de ne pas mettre en évidence tous les types II 

(qualitatifs) de déficit en PC. Elle a en revanche l'avantage d'être insensible aux nombreuses 

interférences décrites pour la méthode anticoagulante et d'être donc beaucoup plus 

spécifique et précise que la mesure de l'activité anticoagulante (Mackie et al, 2007). 

 Mesure du taux antigénique 

          Cette mesure peut être effectuée par des méthodes immuno-enzymatique, immuno-

éléctrophorétique ou radio-immuno-éléctrophorétique. Ces méthodes n'identifient que les 

déficits quantitatifs de type I et sont finalement assez peu utilisées (Kottke-Marchant , 2002). 

    IV.5. Antithrombine III 

        IV.5.1. Protéine 

          L’antithrombine est une glycoprotéine de 432 acides aminés synthétisée par 

l’hépatocyte. Sa concentration plasmatique est de 0.2 mg/ml ; sa demi-vie est d’environ 3 

jours (Cooper, 1994).  

L’AT comprend 2 régions distinctes d’importance fonctionnelle (Figure 12) ; la première est 

impliquée dans la liaison à son cofacteur (l’héparine); la seconde contient le site actif, codé 

par l’exon VI, et localisé au niveau d’une boucle formée d’un dipeptide Arg 393-Ser 394 

(Pernod and Alhenc-Gelas, 2011). 



ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 
  

24 
 

 

Figure 12: Structure tridimensionnelle de l’AT (Pernod and Alhenc-Gelas, 2011). 

        IV.5.2. Gène  

          Le gène codant pour l’AT est situé sur le chromosome 1 (1q23-25). Il est composé de 

7 exons et 13 480 paires de bases. 

        IV.5.3. Déficits constitutionnels en antithrombine et risque de thrombose 

Les déficits constitutionnels en AT sont de deux types.  

- Le type I (quantitatif) : est caractérisé par une diminution identique de l’activité 

fonctionnelle et de l’antigène.  

- Le type II (qualitatif) : est caractérisé par un taux d'antigène normal avec une activité 

diminuée due à une dysfonction de la protéine.  

Chez les patients présentant une thrombose veineuse profonde et un déficit en AT, 40 % de 

ces déficits appartiennent au type II. 

          La prévalence du déficit constitutionnel en AT dans la population générale est 

d'environ 0.02% et le risque de thrombose veineuse associé au déficit est accru de 10 à 50 

fois (Rosendaal, 1999). Les déficits en AT est de transmission autosomique dominant, leur 

fréquence dans la population normale est de 0.02%. Certaines formes de déficit qualitatif, 

bien tolérées, pourraient être plus fréquentes. Parmi les sujets qui présentent un tableau de 

thrombophilie, un déficit en antithrombine est retrouvé dans 0.5 à 4.9% des cas, selon le 

degré de sélection des patients. Le déficit homozygote en AT, associé à la survenue des 

thromboses veineuses (Chowdhury et al, 1994), ne concerne que le type II HBS (Heparin 
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Binding Site, variants d'AT ne fixant pas l'héparine) qui n'est pas symptomatique à l'état 

hétérozygote. 

        IV.5.4. Déficits acquis en Antithrombine  

          À la naissance, le taux d’antithrombine moyen est de l’ordre de 60 %, les valeurs « 

normales » de l’adulte (80-120 %) sont atteintes à partir de 1 an. Une diminution très 

modérée de la concentration d’AT (de l’ordre de 10 à 20 %) peut s’observer de manière 

inconstante au cours de la grossesse. 

Enfin, un certain nombre de situations cliniques s’accompagnent de déficits acquis : 

insuffisance hépatocellulaire (par diminution de la synthèse), syndrome néphrotique (par 

fuite urinaire imparfaitement compensée), thromboses étendues et coagulation 

intravasculaire disséminée ou CIVD (par consommation). Les héparines non fractionnées et 

héparines de bas poids moléculaire comportant un fort pourcentage de chaînes longues, 

administrées à doses « curatives », peuvent entraîner une diminution moyenne de 20 % de 

l’AT circulante, de même que certaines thérapeutiques, œstrogènes, L-asparaginase, etc 

(Pernod and Alhenc-Gelas, 2011). 

        IV.5.5. Dosage de l’antithrombine  

          L'existence des différents types de déficits en AT, qualitatifs ou quantitatifs, impose 

d'utiliser un dosage fonctionnel permettant de déceler tous les déficits. La presque totalité 

des méthodes de dosage fonctionnel sont des méthodes chromogéniques analysant l'activité 

cofacteur de l’héparine de I'AT (Mackie et al, 2007). 

       Les résultats ne pourront être interprètes qu'après avoir éliminé un possible déficit 

acquis. II est préférable de doser I'AT au moins 5 jours après l'arrêt de traitement par 

l'héparine et à distance de la phase aigüe de thrombose. Cependant il est évident que des 

valeurs normales déterminées pendant un traitement par l'héparine et/ou pendant l'épisode 

thrombotique permettent d'éliminer un déficit.  

Enfin, avant d'affirmer un diagnostic de déficit en AT, une vérification du taux abaissé devra 

impérativement être effectuée sur un nouveau prélèvement sanguin du patient (Kottke-

Marchant and Duncan, 2002). Une étude familiale peut être une aide au diagnostic 

        IV.5.6. Analyses complémentaires 

          La plupart des dosages fonctionnels chromogéniques ne sont pas capables de 

distinguer les déficits de type I des déficits de type II. La mesure du taux antigénique peut 

être effectuée par les méthodes suivantes : immunoenzymatique, immunodiffusion radiale, 
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immunoélectrophorèse ou immunoturbidimétrie. La caractérisation de l'anomalie génétique 

est rarement réalisée étant donné le grand nombre de mutations potentielles (Kottke-

Marchant and Duncan, 2002). 

    IV.6. Homocystéine 

        IV.6.1. Homocystéine sanguine  

          L’homocystéine est un acide aminé soufré dérive de la déméthylation de la méthionine 

apportée par une alimentation riche en protéines animales. Cet acide aminé circule dans le 

plasma sous forme libre (20 à 30 %) et liée aux protéines, principalement l’albumine (70 à 

80 %). L’homocystéine libre existe elle-même sous deux formes : une forme libre oxydée, 

majoritaire (disulfide homocystéine-cystéine, homocystéine et homocystéinethiolactone) et 

une forme libre réduite, minoritaire (1 %). Le terme d’homocystéine totale (Hcyt) 

plasmatique se réfère à l’ensemble de quatre formes d’homocystéines circulantes. 

          La définition de l’hyperhomocystéinémie s’établit selon un seuil arbitraire 

correspondant au 95éme percentile de la distribution de la concentration d’homocystéine 

dans une population considérée comme normale. A jeun, l’Hcyt est normalement comprise 

entre 5 et 15 µmol/L. L’hyperhomocystéinémie à jeun est classée en trois catégories : 

modérée (16-30 µmol/L), intermédiaire (31-100 µmol/L) et sévère (> 100 µmol/L) (De 

Jaeger et al, 2010). 

         IV.6.2. Métabolisme de l’homocystéine  

          Le métabolisme de l’homocystéine est complexe, il occupe une position clé entre deux 

voies métaboliques. L’homocystéine est initialement formée par déméthylation de la 

méthionine et éliminée à travers l’une des deux voies vitamine-dépendantes, en plus d’une 

troisième, non vitamine-dépendante, exclusivement hépatique. Ce rôle de donneur de groupe 

méthyle est essentiel pour la synthèse de nombreuses réactions biochimiques (synthèse 

d’ADN, de protéines, de neurotransmetteurs, d’hormones, de phospholipides. . .). Cet acide 

aminé soufré peut être soit : 

- Métabolisée en cystéine : l’homocystéine emprunte alors la voie de transsulfuration, pour 

former, avec la sérine, la cystathionine par l’action de l’enzyme vitamine B6-dépendante : 

la cystathionine bêta synthase (CBS) (Figure 13). 

- Reméthylé en méthionine: par la voie de reméthylation, folates et vitamine B12- 

dépendantes, la méthionine synthase catalyse la conversion de l’homocystéine en 
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méthionine en présence du donneur de groupement méthyle : le n-5-méthyltétrahydrofolate 

(MTHF) (Figure 13) (Blacher et al, 2005). 

La cystéine est à l’origine d’un acide aminé soufré antioxydant majeur, le glutathion, et 

d’autres acides aminés tels que la taurine, neurotransmetteur intervenant également dans les 

fonctions cardiaques et musculaires. 

 

     Figure 13 : Schéma du métabolisme de l’homocystéine (Key and McGlennen, 2002). 

         Ainsi, toute perturbation au niveau des enzymes ou des cofacteurs impliqués dans le 

métabolisme de l’homocystéine aboutit à une augmentation de son taux sérique. Il existe 

donc des relations étroites entre homocystéine et vitamines B6, B12 et acide folique. Au 

niveau plasmatique, les taux d’homocystéine varient de manière inverse aux concentrations 

en vitamines B6, acide folique et B12 (De Jaeger et al, 2010).  

        IV.6.3. Effets prothrombotique de l’homocystéine  

          L’association de l’HHC à la thrombose peut être expliquée par des mécanismes 

multifactoriels, généralement par le déséquilibre entre la balance des facteurs procoagulants 

et anticoagulants. Cependant il faut noter que nos connaissances sur les effets de 

l’homocystéine sont basées sur des études à partir des cultures cellulaires en utilisant des 

concentrations d’homocystéine supra physiologique, donc il est difficile d’extrapoler ces 

résultats in vitro en clinique pratique. Des propriétés prothrombotiques de l’Hcy sont 

documentée sur des prélèvements sanguins des individus portant différents niveaux d’Hcy. 

Différents effets de l’HHC ont été rapportés dans la littérature (Tableau de l’Annexe I), 
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cependant ils ne sont pas tous basés sur des preuves convaincantes et cohérentes (Hirmerová, 

2013). 

          L’HHC peut être causée par un dysfonctionnement de l’endothélium dans la mesure 

comparable à un dysfonctionnement induite par l'hypercholestérolémie et l'hypertension 

artérielle. Le mécanisme n’est pas complètement compris, le plus probable est le lien avec 

l’augmentation du stress oxydatif. En outre l’HHC peut influencer plusieurs composants du 

processus hémostatique (Colucci et al, 2008). 

        IV6.4. Hyperhomocystéinémie et risque thromboembolique veineux  

          Plusieurs études ont montré que l’HHC constitue un facteur de risque des thromboses 

artérielles (accidents vasculaires cérébraux, infarctus du myocarde, artériopathie 

périphérique), mais elle semble également constituer un facteur de risque de thrombose 

veineuse. Ces études rétrospectives ou prospectives ont montré que l’homocystéine 

représente un facteur de risque de la maladie thromboembolique veineuse (De Jaeger et al, 

2010). En 2005, une méta-analyse de 24 études rétrospectives et trois études prospectives ; 

a montré une élévation du risque de thrombose veineuse de 60 % (études rétrospectives) et 

27 % (études prospectives) pour une augmentation des taux plasmatique d’homocystéines 

de 5 µmol/L (Den Heijer et al, 2005).  

En revanche une étude rétrospective (Makelburg et al, 2009) et une étude espagnole portant 

sur des sujets jeunes sans facteur de thrombophilie,  n’ont trouvé aucun lien entre l’HHC et 

le risque de la maladie (Vayá et al, 2008). 

    IV.7. Polymorphisme génétique C677T de la MTHFR 

        IV.7.1. Protéine  

         La 5,10 méthylènetétrahydrofolate réductase, plus communément appelée MTHFR, 

représente l’enzyme clé du métabolisme des folates. C’est une flavoprotéine cytosolique qui 

agit avec le dinucléotide adénine flavine (FAD) comme cofacteur en catalysant la réduction 

irréversible du 5,10- méthylènetétrahydrofolate, indispensable à la reméthylation de 

l’homocystéine en méthionine (Miner et al, 1997). 

La MTHFR possède deux domaines : le domaine catalytique représenté par l’extrémité N-

terminale de poids moléculaire 40 kDa, liant la FAD (cofacteur), le NADPH (donneur 

d’électrons ) et le méthylènetétrahydrofolate et le domaine de régulation à l’extrémité C-

terminale de poids moléculaire de 37 kDa (Gos and Szpecht-Potocka, 2002).  
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        IV.7.2. Gène 

           Le gène MTHFR est localisé sur le chromosome 1, en 1p36.3 (Figure 14). Il 

comprend 11 exons et s’étend sur une longueur de 2.2 kb. Sa région promotrice contient 

plusieurs sites de liaison pour les facteurs de transcription, mais ne possède pas une séquence 

TATA box. Sur l’exon 1 du gène il y a un site d’épissage alternatif ; la région UTR de ce 

gène est longue, montrant la complexité dans la régulation de ce gène (Goyette et al, 1998). 

 

Figure 14 : Représentation schématique du gène de la MTHFR 

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MTHFR). 

        IV.7.3. Polymorphisme C667T de la méthylène tétrahydrofolate réductase 

(MTHFR) et risque de thrombose 

          Une substitution d’une cytosine par une thymidine au niveau de la 677éme paire de 

base dans le quatrième exon (C677T), aboutit à un remplacement d’une alanine par une 

valine dans la séquence protéique. Cette mutation entraîne une diminution de l’activité 

enzymatique de 30 % chez les hétérozygotes (CT) et de 80% chez les homozygotes (TT). 

          Il s’agit d’un polymorphisme commun dans la population générale (Arruda et al, 

1998). Sa fréquence à l’état homozygote varie entre 5–15% avec une distribution hétérogène 

significative parmi les différents groupes ethniques (Franco et al, 1998) ; 12 % parmi les 

Caucasiens (Arruda et al, 1998), 10 % chez les Asiatiques (Franco et al, 1998) alors qu’elle 

est de l’ordre de 1.45% chez les Noirs africains (Arruda et al, 1998). Dans les pays du 

Maghreb, les résultats ont montré une fréquence allélique de 17.8% en Tunisie (Jerbi et al, 

2005), 34.3% en Algérie (Bourouba et al, 2008). 

          L'implication du gène de la méthylène tétrahydrofolate réductase a suscité un vif 

intérêt bien qu’il ne soit pas un gène de la coagulation. Une étude française a recherché la 

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MTHFR
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prévalence de la mutation C677T de la 5,10–méthyltétrahydrofolate réductase chez 168 

patients présentant une thrombose veineuse profonde confirmée : 31 avaient une thrombose 

veineuse profonde idiopathique et 137 présentaient un épisode thrombotique expliqué par 

un ou plusieurs facteurs de risques cliniques et/ou biologiques. Leurs résultats ont montré 

que la mutation C677T de la 5,10–méthyltétrahydrofolate réductase peut être considérée 

comme un facteur de risque génétique de thrombose veineuse profonde.  De même une étude 

italienne a trouvé que le polymorphisme TT de la MTHFR augmente le risque de thrombose 

chez les cas sans facteurs cliniques et ceux de thrombophilie déclenchants en comparaison à 

une population témoin (Gemmati et al, 1999). 

          Cependant des auteurs américains n’ont pas trouvé une association entre 

l’homozygote muté TT et la MTEV que ce soit isolée ou en association avec le FVL (Ocal 

et al, 1997).  

Une méta-analyse publiée en 2002 incluant 31 études ont calculé un odds ratio (OR) 

légèrement élevé et ont recommandé d’inclure le génotypage du polymorphisme de la 

MTHFR dans les analyses de routine de la thrombophilie (Ray et al, 2002), des résultats 

similaires ont été trouvé dans Dutch MEGA study ayant inclus 4375 patients présentant un 

premier événement de la MTEV. 

V. Mutation JAK2-V617F et les mutations de la calréticuline et risque de 

thrombose 

          Les thromboses artérielles ou veineuses peuvent révéler ou compliquer des syndromes 

myéloprolifératifs (SMPs). La thrombocytémie essentielle (TE) et la polyglobulie de vaquez 

sont les deux SMPs les plus étudiés et documentés. Avec le risque de transformation aiguë, 

le risque thrombotique ou hémorragique est la préoccupation principale du clinicien (Conri 

and Turpault, 2011). Plusieurs mécanismes peuvent contribuer à cet état de « thrombophilie 

acquise » : anomalies fonctionnelles des plaquettes mais aussi des globules rouges et des 

leucocytes. Les leucocytes neutrophiles sont activés ainsi que le système hémostatique au 

cours des PV et TE (Austin and Lambert, 2008 ).   

             La découverte de la mutation JAK2-V617F et des mutations de la calréticuline 

responsables de certains SMPs a mené les chercheurs à évaluer leur rôle au cours de la 

maladie thromboembolique veineuse. 
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    V.1. JAK2 

        V.1.1. Protéine 

          La protéine Janus kinase 2 (JAK2) est découverte en 1989 par Wilks par la méthode 

de screening par PCR de plusieurs kinases. C’est une protéine de PM 130.7 kDa, et est 

formée de 1133 acides aminés. Elle fait partie de la famille des tyrosines kinases, qui servent 

d’intermédiaires entre les récepteurs membranaires et les molécules signalétiques. La 

protéine JAK2, possède un domaine kinase (JAK homology 1 : JH1), de même qu’un 

domaine pseudokinase (JAK homology 2 : JH2) qui exerce une activité régulatrice 

prépondérante sur l’activité kinase de la protéine (Tefferi and Spivak, 2005).  

        V.1.2. Gène  

         Le gène JAK2 est situé sur le chromosome 9 humain, locus 9p24.1 (Figure 15), et sur 

le chromosome 19 de la souris. Ce gène a été cloné en 1989, il est de grande taille ; il s’étend 

sur143 kb d’ADN contenant une région 5’UTR, une région codante et une région 3’UTR et 

est composé de 25 exons et 24 introns. La traduction démarre au début de l’exon2 (Scott et 

al, 2007). Pour JAK2 aucune TATA Box (TATATAA) n’a été identifiée. La présence de 

nombreux sites de liaison GATA sur le promoteur du gène JAK2 peut suggérer que la 

transcription de GATA joue un rôle important dans la régulation de l'expression du gène 

JAK2, dans les cellules hématopoïétiques. 

 

Figure 15 : Représentation schématique du gène JAK2 

(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/JAK2). 

        V.1.3. Mutation JAK2 V617F 

          La première mutation détectée sur JAK2, responsable de certains SMPs a été identifiée 

en 2005 (Baxter et al, 2005). JAK2 V617F est une mutation somatique qui intéresse l’exon 
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12 localisé sur le chromosome 9, par changement d’un nucléotide T en G en position 1849 

du gène JAK2. Cette substitution au codon 617, met la Valine en la place de la 

Phénylalanine. Elle est responsable de la non réponse des progéniteurs hématopoïétiques aux 

facteurs de croissance et augmente l'activité kinase de JAK2.  Elle a été trouvée en 

association avec Polycéthemie Vera (PV), la Thrombocythémie Essentielle (TE) et la 

Myélo-Fibrose Primitive (MFP) (Kiladjian et al, 2006). 

        V.1.4. Mutation JAK2 V617F et risque de thrombose  

          La fréquence des accidents vasculaires thrombotiques au moment du diagnostic de 

SMP varie de 12 à 39 % pour la PV et de 11 à 25 % pour la TE (Cortelazzo et al, 1990). 

Dans la TE, les complications thrombotiques artérielles sont plus fréquentes que les 

thromboses veineuses. L’incidence des épisodes thrombotiques est de 6.6 % par an pour les 

sujets souffrant de TE contre 1.2 % chez les sujets sains. Dans la PV, les complications 

vasculaires sont avant tout thrombotiques et plus souvent veineuses, elles sont responsables 

de 40% des décès. Dans l’étude du GISP, l’incidence des thromboses est de 3.4 % par an. 

La maladie veineuse thromboembolique concerne 25% à 30% des patients atteints de PV et 

au moins 10 % des sujets atteints de TE (Conri and Turpault, 2011). 

         La mutation JAK2 est accompagnée d’une élévation des leucocytes; dans les 

syndromes myéloprolifératifs Philadelphia négatif, une relation est montrée entre 

l’hyperleucocytose, JAK2 et l’activation de la coagulation. Au-delà de l’intérêt diagnostique 

de la mutation JAK2, des études rétrospectives ont montré qu’elle était un facteur de risque 

de thrombose dans la TE, en particulier pour les thromboses veineuses abdominales (Austin 

and Lambert, 2008 ). 

Les thromboses veineuses peuvent être périphériques, superficielles ou profondes, associées 

ou non à une embolie pulmonaire. Les veines intra-abdominales (hépatiques, tronc porte, 

mésentériques) peuvent également être le siège des thromboses. Il est licite de rechercher un 

SMP dans les thromboses splanchniques «idiopathiques» et en particulier la mutation JAK2 

s’il n’y a pas d’orientation sur la numération sanguine pour une PV ou une TE. La thrombose 

des veines sus-hépatiques (syndrome de Budd-Chiari) est très évocatrice de SMP (Conri and 

Turpault, 2011). 
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    V.2. Calréticuline 

        V.2.1. Protéine  

         La Calréticuline (CALR) est une protéine de 46 kDa qui se trouve dans la lumière du 

réticulum endoplasmique. Elle se compose de trois domaines structurels et fonctionnels 

distincts : le domaine N-terminal (résidus 1–170) est hautement conservé entre les espèces 

et joue un rôle dans l'activité des protéines chaperonnes. Le P-domaine (résidus 171-285) est 

riche en proline et prend également part à l’activité du chaperon, et le domaine C-terminal 

(résidus 286–400) lie les ions de Ca 2+ dans la région carboxy-terminale de la protéine au 

motif KDEL (Figure 16). 

          De nouvelles perspectives sont mis en jeu sur la structure de la calréticuline, pour 

contribuer à la compréhension de son rôle en tant que protéine multifonctionnelle (Pocanschi 

et al, 2011). 

 

 

Figure 16 : Représentation linéaire de la structure de la CALR (Gelebart et al, 2005) 

          V.2.2. Gène  

           Le gène humain de la calréticuline est situé sur le chromosome 19 au locus p13.2 et 

le gène homologue est situé sur le chromosome 8 de la souris. La protéine est trouvée dans 

toutes les cellules contenant des réticulums endoplasmiques, à l'exception de levure. Des 

études récentes ont identifié un deuxième isoforme de la calreticuline qui présente 53% et 

49% d’homologie avec la calréticuline de l'homme et de la souris, respectivement (Persson 

et al, 2002). 
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        V.2.3. Fonctions de la calréticuline 

          Contrairement aux protéines (JAK2) et au récepteur de la thrombopoïétine (MPL), la 

calréticuline est une protéine multifonctionnelle : elle lie les glycoprotéines en formation, 

elle participe au système de contrôle de qualité des glycoprotéines sécrétées, son domaine 

C-terminal lui permet de lier le calcium avec une forte capacité, et ainsi de réguler 

l’homéostasie calcique. D’autres fonctions ont aussi été décrites pour CALR, notamment un 

rôle dans l’immunité anti-cancéreuse, l’adhésion cellulaire, ou la réparation des tissus 

(Michalak et al, 2009). 

        V.2.4. Mutations de la calréticuline 

            Les mutations de CALR dans les SMP surviennent exclusivement au niveau de 

l’exon 9. Il s’agit d’insertions et/ou délétions à l’origine d’un décalage du cadre de lecture 

d’une paire de base. Ceci conduit à la modification du domaine C-terminal de la protéine, 

qui devient alors basique, et à la perte du motif KDEL (permettant la rétention de la protéine 

dans les RE). A ce jour, plus de 50 mutations différentes sont décrites dans la littérature. Les 

2 mutations les plus fréquentes (une délétion de 52 pb désignée comme mutation de type 1, 

et une insertion de 5 pb désignée comme type 2) représentent 80- 85% des cas. La fréquence 

des autres mutations ne dépasse pas 2% (Klampfl et al, 2013 ; Nangalia et al, 2013). 

          Les mutations de CALR apparaissent précocement dans la maladie, suggérant un rôle 

important dans l’oncogenèse des SMP sans mutation de JAK2V617F, puisqu’elles sont 

généralement exclusives des mutations JAK2V617F et MPLW515. Les mutations de CALR 

sont généralement retrouvées à l’état hétérozygote, mais l’homozygotie est possible au 

moins pour les mutations de type 2 (Klampfl et al, 2013).            

          Il a été observé, à travers des analyses de cohorte de patients atteints de TE que 

l’incidence de thrombose est moindre en présence de la mutation de l’exon 9 de la CALR 

qu’en présence de la mutation de JAK2 (Klampfl et al, 2013 ; Rumi et al, 2013). Tefferi et 

al. ont également noté une fréquence plus faible de thromboses récidivantes chez les patients 

atteints de TE qui ont la mutation du gène CALR (P= 0.04) ou bien qui sont triple négatifs 

(P = 0.02) en comparaison avec ceux porteurs de la mutation V617F de JAK2 (Tefferi et al, 

2014).  
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VI. Facteurs de risque acquis  

          La combinaison de plusieurs facteurs de risque joue un rôle important dans la survenue 

de la MTEV, qui est le prototype d’une maladie multifactorielle ; on cite ci-dessous les 

facteurs de risque acquis. 

    VI.1. Tabac  

          Le tabac est un facteur de risque établit de la maladie artérielle mais pourrait aussi 

contribuer à la MVTE (Delluc et al, 2012). Dans la Nurses Health Study, l’exposition au 

tabac chez les femmes était indépendamment associée à la survenue d’EP avec un risque 

relatif de 1.9 (Goldhaber et al, 1997). Chez les hommes, le risque de MVTE associé à 

l’exposition au tabac était de 2.8 (Hansson et al, 1999). Dans la Mega Study (des hommes 

et des femmes étaient inclus) le tabac est associé à une augmentation modérée du risque de 

MVTE (OR 1.43 ; IC 95 % 1.3-1.6) mais avec un possible effet-dose du nombre de cigarettes 

sur le risque thromboembolique (Pomp et al, 2007). 

    VI.2. Age  

          La MTEV est rare chez le sujet jeune : 0.5 cas/1 000/an avant l’âge de 40 ans ; elle est 

beaucoup plus fréquente chez le sujet âgé (12 cas/1 000/an à partir de 75 ans) (Émile, 2012). 

Il est classique de stratifier le facteur de risque « âge » en trois classes : inférieure à 40 ans, 

40 à 60 ans et supérieure à 60 ans (Geerts et al, 2008). L’incidence annuelle d’un premier 

épisode de TV augmente en effet de façon exponentielle avec l’âge. Cependant, le lien avec 

un risque de récidive est débattu (Rosencher et al, 2011). Pour Hansson et al., l’âge n’est pas 

un facteur de risque de récidive de MTEV alors que Prandoni et al. retrouvent une 

augmentation de ce risque de 9 % par décennie (Prandoni et al, 2007 ; Hansson et al, 2000). 

    VI.3. Antécédents de la maladie thromboembolique 

          Le risque thromboembolique veineux est nettement plus important chez les patients 

ayant déjà présenté un événement veineux thromboembolique, et le risque cumulé de 

récidive après un premier épisode est très important, ce qui justifie de considérer la MVTE 

comme une pathologie chronique. En dehors des circonstances déclenchantes transitoires 

majeures, un antécédent personnel de MVTE constitue avec l’âge et le cancer un argument 

décisif pour l’indication d’une prévention dans l’ensemble des situations à risque (Delluc et 

al, 2012). 
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    VI.4. Obésité  

          Le risque de thrombose veineuse et d’embolie pulmonaire est plus élevé chez l’obèse, 

en particulier chez la femme (Corcos, 2012). En effet le surpoids (IMC > 25 kg/m2) et 

l’obésité abdominale (IMC > 30 kg/m2) associent variablement dans le cadre du syndrome 

métabolique une série d’anomalies cliniques et biologiques qui contribuent à majorer la 

prévalence et l’incidence des évènements thrombotiques artériels (syndromes coronariens 

aigus, accidents vasculaires cérébraux) et veineux (thromboses veineuses profondes, 

embolies pulmonaires). La physiopathologie de cette association est complexe. Le syndrome 

métabolique affecte la thrombogénicité du sang circulant. En dehors de ces effets sur les 

plaquettes, un état procoagulant et hypofibrinolytique a été identifié. Parmi les désordres de 

l’hémostase observés dans le syndrome métabolique l’augmentation importante des taux 

circulants de l’inhibiteur des activateurs du plasminogène de type 1 (ou PAI-1) (Morange, 

2013). 

    VI.5.Immobilisation 

         L’immobilisation est un facteur de risque de thrombose veineuse ; elle est souvent 

secondaire à une pathologie médicale ou chirurgicale (Isma et al, 2009 ; Pottier et al, 2009). 

    VI.6. Contraception orale et le traitement hormonal substitutif 

          Le risque relatif des thromboses chez les utilisatrices de la contraception 

œstroprogestative est globalement 3 à 8 fois celui des non utilisatrices, pour un risque absolu 

qui demeure faible (Bouchard et al, 2013).La mortalité qui résulte de la MTEV sous 

contraception est de l’ordre de 10.5 cas par million d’utilisatrices et par an (CI 95% : 6.2-

16.6) (Blanco-Molina and Monreal, 2010). Le risque plus élevé des oestroprogestatifs 

contenant un progestatif de troisième génération par rapport à ceux contenant un progestatif 

de deuxième génération a été reconnu dès 1995 (Poulter et al, 1995 ; Bloemenkamp et al, 

1995), et confirmé par la méta analyse de Kemeren en 2001 (Kemmeren et al, 2001). 

Toutefois, il faut souligner que l’excès de risque ne semble pas dû à un effet délétère propre 

des progestatifs de troisième génération sur l’hémostase, mais plutôt à leur moindre capacité 

à contrebalancer l’effet des œstrogènes.  

La thrombose iliaque isolée est une localisation préférentielle chez ces jeunes femmes sous 

contraception ou pendant la grossesse. Les traitements hormonosubstitutifs, dont les 

œstrogènes sont administrés par voie orale, s’accompagnent aussi d’un sur-risque de MTEV 
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et pourraient être responsables de près d’une thrombose sur deux chez les femmes 

ménopausées de moins de 70 ans (Scarabin et al, 2003). 

    VI.7. Grossesse 

          La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) est une des complications les plus 

fréquentes de la grossesse, survenant en anténatal et en postpartum, avec un risque de 

survenue de 0.5 à 2.2 pour 1000 grossesses soit un risque 2 à 5 fois supérieur à celle d’une 

femme du même âge (Heit et al, 2005 ; Jacobsen et al, 2008). Ce risque de MTEV est 

augmenté pendant toute la grossesse et jusqu’à six semaines postpartum mais il est 

probablement supérieur au dernier trimestre de grossesse et pendant les 3 premières 

semaines post-partum (Virkus et al, 2011 ; Kamel et al, 2014). Pendant la grossesse, 80 % 

des événements thromboemboliques sont des thromboses veineuses proximales ilio-

fémorales survenant du côté gauche, alors que l’embolie pulmonaire est plus fréquemment 

observée en postpartum. Cette prédilection pour le membre inférieur gauche provient de la 

compression de la veine iliaque primitive gauche par l’artère iliaque primitive droite et 

l’utérus gravide (Horellou et al, 2015). 

 Sexe masculin 

          Tous les registres de suivi des patients s’accordent sur le fait que le sexe masculin est 

un facteur de risque indépendant associé à la récidive de la MTEV. Dans une méta-analyse 

regroupant neuf études randomisées et six registres prospectifs, les auteurs évaluent un 

risque de récidive chez les hommes multiplié par 1.6 (IC 95 %, 1.2-2.0) par rapport aux 

femmes (McRae et al, 2006). Parmi ces registres, celui de Kyrle et al. retrouvait un risque 

relatif de récidive associé au sexe masculin de 3.6 (IC 95 %, 2.3-5.5), avec une incidence à 

cinq ans de 30,7 % chez les hommes versus 8.5 % chez les femmes (p < 0.001) (Kyrle et al, 

2004). Dans cette étude, l’accroissement du risque de récidive chez les hommes est 

indépendant du caractère transitoire ou non du facteur déclenchant. Plus surprenant est 

l’observation d’un risque de récidive faible chez les femmes, qu’elles poursuivent ou non un 

traitement hormonal. Cette observation n’est pas confirmée dans les études prospectives de 

Christiansen et al. et de Cushman et al. (Christiansen et al, 2005 ; Cushman et al, 2006). 

Dans ces deux études, les femmes qui arrêtent une contraception oestroprogestative ont un 

risque deux fois moins élevé de récidive que celles qui poursuivent leur contraception orale.  
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 Interaction entre les facteurs de risque génétiques et les facteurs de risque 

acquis 

      La constatation des conséquences variables des déficits en inhibiteurs de la coagulation 

d’une famille à l’autre avait fait suggérer que la MTEV devait être une maladie 

plurifactorielle. Cette hypothèse fût rapidement conforté par la démonstration que la 

mutation Leiden du facteur V était un facteur de risque additionnel de thrombose au sein des 

familles porteuses d’un déficit en protéine C ou S (Koeleman et al, 1994). 

       Il existe, d’autre part, une interaction entre le génotype et la survenue de circonstances 

à risque. En effet, chez le patient porteur d’une anomalie génétique responsable de 

thrombophilie, on retrouve une fois sur deux un facteur circonstanciel à l’origine de la 

MTEV. Ainsi, la recherche d’une thrombophilie ne doit pas se limiter aux seules thromboses 

idiopathiques car l’interaction des facteurs de risque dans la MTEV est plus la règle que 

l’exception. 

Les contraceptifs ont un effet additif avec les facteurs de risque génétiques. En effet 

l’association de la prise de contraceptifs oraux avec la mutation Leiden du facteur V 

augmente le risque de MTEV par un facteur 11, et l’association avec la mutation 20210A de 

la prothrombine par un facteur 7 (Emmerich et al, 2001 ; Rosendaal et al, 2001). Le risque 

absolu de thrombose reste cependant suffisamment bas (< 3/1000 femmes/an) pour ne pas 

justifier la recherche systématique de ces anomalies avant la prescription de pilule chez une 

femme n’ayant aucun antécédent de MTEV. 

L’hormonothérapie substitutive par voie orale de la ménopause augmente le risque de 

MTEV d’un facteur 3 environ. Il est probable qu’il existe un effet additif avec les facteurs 

de risque génétiques, mais celui-ci n’est pas encore documenté. 

La grossesse augmente le risque de MTEV (RR de l’ordre de 5) : deux tiers des accidents 

thrombotiques surviennent pendant la grossesse (surtout au 3éme trimestre) et un tiers dans 

la période du post-partum. Le risque est majoré chez les femmes thrombophiliques, il a été 

évalué de 7 à 9 chez les porteuses du FV Leiden et il est un peu plus élevé chez les porteuses 

de la mutation 20210A du FII (Eldor, 2001). Le risque de MTEV est également augmenté 

en cas de déficit en inhibiteurs de la coagulation, et tout particulièrement pour les déficits en 

antithrombine. En dehors du cas particulier des déficits en antithrombine, le risque absolu 

pendant la grossesse reste relativement bas, inférieur à 0.5 %, en cas d’anomalie isolée. La 

combinaison de deux facteurs génétiques, tels que le facteur V Leiden et la mutation 20210A 
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de la prothrombine, amène le risque absolu de thrombose veineuse durant la grossesse à 5% 

(Emmerich and Aiach, 2002). 



 

 

Patients et 

méthodes 
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Patients et méthodes 

I. Populations d’étude 

    I.1. Patients 

         Ils sont recrutés au niveau du service de la cardiologie et la médecine interne au CHU 

de Constantine, le total de notre recrutement est de 121. 

 Critères d’inclusion 

          Les patients inclus dans notre étude sont des sujets ayant un épisode de thrombose 

unique ou récidivante s’intégrant ou non à un contexte familial 

 Critères d’exclusion 

          On a exclu les thromboses post chirurgicales ou secondaires à un cancer et les malades 

qui se traitent par des médicaments qui interfèrent avec le métabolisme des folates, B12, B6. 

    I.2. Témoins 

          La population témoin est au nombre de 146 sujets sains, elle se compose des employés 

de l'université, de l'hôpital et des bénévoles.  

 Critères d’inclusion 

          Les sujets supposés sains appariés selon l’âge et le sexe. 

 Critères d’exclusion 

          Ont été exclus les sujets ayant des antécédents personnels ou familiaux de la MTEV, 

les femmes enceintes ou sous contraception orale. 

 Recueil des données  

          Un questionnaire a été réalisé afin d’enregistrer toutes les informations nécessaires à 

notre étude, avec le malade lui-même et par la consultation de son dossier médicale    

(Annexe II). Les renseignements nécessaires des témoins ont été également enregistrés sur 

un questionnaire réalisé avec le sujet (Annexe III). Les sujets recrutés ont signé un 

consentement éclairé (Annexe IV) 

 Prélèvements sanguins 

          Les prélèvements sanguins sont effectués en position semi assise, par ponction 

veineuse franche, sans garrot et/ou peu serré et laissé moins d'une minute. Ils sont réalisés 
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au niveau du service d’hospitalisation du patient ou en ambulatoire (au laboratoire de 

biochimie). 

         On utilise trois tubes : tube EDTA (éthylène-diamine-tétra-acétique) pour l’extraction 

d’ADN, un tube citraté pour le dosage des inhibiteurs de la coagulation et un tube hépariné 

pour le dosage d’homocystéine. Le prélèvement d'hémostase est placé après un tube sec et 

avant les tubes avec anticoagulants puissants (EDTA, héparine). 

II. Méthodes de dosage 

    II.1. Dosage de l’homocystéine  

        II.1.1. Recueil et traitement de l’échantillon  

         Le prélèvement sanguin est effectué à jeun sur tube hépariné, placé immédiatement 

dans de la glace, à l’abri de la lumière, acheminé au laboratoire de biochimie du CHU de 

Constantine dans un délai maximum d’une heure de temps, centrifugé à raison de 4000 tours 

/min pendant 15 min. Le plasma sanguin est divisé en 2 aliquotes, l’un pour le dosage de 

l’homocytéine l’autre laissé en réserve. Les échantillons numérotés et codifiés, ont été 

conservés à l’abri de la lumière à -80° C. 

        II.1.2. Principe du test  

          C’est un immunodosage par compétition, sur l’automate IMMULITE 2000 qui réalise 

un cycle de prétraitement à bord des échantillons plasmatiques ou sériques par la solution de 

S-adenosyl-L-homocystéine hydrolase (SAH) et de dithiothreitol (DTT) dans un godet 

réactionnel ne contenant pas de bille (Annexe V). Après une incubation de 30 minutes 

l’échantillon prétraité est transféré dans un second tube contenant une bille de polystyréne 

revétue de SAH et un anticorps spécifique de SAH. Pendant une incubation de 30 minutes, 

le SAH modifié provenant de l’échantillon prétraité entre en compétition avec le SAH fixé 

pour se lier à l’anticorps anti-SAH marqué à la phosphatase alcaline. Le conjugué non lié est 

éliminé par lavage et séparation par ultracentrifugation, puis le substrat est ajouté. 

        II.1.3. Lecture et interprétation des résultats  

         Les résultats sont directement calculés par le système logiciel et sont exprimés en 

µmol/l. la limite de détection est de 50µmol/l, au-delà de cette valeur, il faut opérer sur 

dilution. Normes (5-15µmol/l) selon le prospectus des laboratoires Abbott. 

    II.2. Dosage des inhibiteurs de la coagulation et test de la RPCa 

          Le dosage de tous les inhibiteurs de la coagulation et le test de la résistance à la 

protéine C activée sont effectués sur l’automate STAGO/STA Compact. 
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        II.2.1. Recueil et traitement de l’échantillon  

          Prélèvement sanguin sur solution trisodique 0.109 M : 1volume de citrate pour 9 

volumes de sang, on procède à une double centrifugation à 3000 tours/min pendant 15 

minutes afin d’obtenir un plasma pauvre en plaquettes à 4°C. Après un délai maximal de 

2heures, on conserve les plasmas à -80°C sans dépasser les 6 mois de conservation.  

Le dosage de la protéine C et S est réalisé à distance d’un traitement par l’anti-vitamine K. 

        II.2.3. Principe du dosage de la protéine C  

           C'est un test chromogénique qui mesure l’activité amidolytique de la protéine C, il 

s’effectue en deux temps : 

- Activation de la PC par une enzyme spécifique (Protac) extraite d'un venin de serpent 

(Agkistrodon contortrix contortrix) (Réactif 1) (Annexe V). 

- Mesure de la PCa par son activité amidolytique sur un substrat synthétique chromogène 

CBS 42.46 par libération de paranitroaniline (pNA) mesurée à 405 nm (Réactif 2)       

(Annexe V). 

Ce test étudie seulement l'activité du site catalytique de la PCa indépendamment des 

cofacteurs Va, VIIIa, PS, des phospholipides et du calcium. Elle ne permet pas de mettre en 

évidence certains variants.  

        II.2.4. Principe du dosage de la protéine S  

         C’est un test chronométrique en un temps, qui mesure l'activité anticoagulante de la 

PS, en présence de la protéine C activée. Le dosage repose sur l'allongement d'un temps de 

coagulation d'un système déficitaire en PS et enrichi en facteur Va substrat naturel de cet 

inhibiteur. 

        II.2.5. Principe du dosage de l’antithrombine III  

          C’est un dosage quantitatif de l’activité de l’antithrombine par méthode amidolytique 

sur substrat synthétique chromogène le dosage proposé se décompose en deux temps : 

- Incubation du plasma en présence d’héparine et d’une quantité fixe et en excès de 

thrombine (Réactif 1) (Annexe V). 

- Mesure de la thrombine résiduelle par son activité amidolytique sur le substrat chromogène 

CBS 61.50 (Réactif 2) (libération de pNA dosée à 405nm). La quantité de thrombine 

neutralisée est proportionnelle à la quantité d’antithrombine III présente dans le milieu.  

Le dosage n’étant pas influencé par l’héparine thérapeutique, peut être effectué chez un sujet 

traité par l’héparine. 
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        II.2.6. Principe du test de la résistance à la protéine C activée 

          Le principe de la détection de la résistance à la protéine C activée repose sur un 

allongement anormalement faible du temps de coagulation du plasma testé en présence de 

PCa et en milieu calcique. Dans le système STA®-Staclot® APC-R, la coagulation de 

l’échantillon dilué 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 à ce niveau et élimine l’interaction des facteurs situés en amont. 

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

la capacité de la PCa apportée par le réactif 3 (Annexe V), à inactiver le facteur Va du plasma 

testé. 

        II.2.7. Lecture et interprétation des résultats  

          Le taux des inhibiteurs de la coagulation s’affiche en temps réel en pourcentage (%) 

et le temps de coagulation en secondes sur le tableau de bord de l’instrument.  

           Les normes sont de : (70% à 130%) pour la protéine C, (60% à 110%) pour la protéine 

S et (80% à 120%) pour l’antithrombine III selon les valeurs de référence du fournisseur. Le 

temps de la coagulation ≤ 120 secondes est considéré positif pour le test de la RPCa. 

III. Analyse moléculaire 

    III.1. Extraction d’ADN à partir de sang total  

          Le sang des patients est prélevé (5 à 10 ml) sur anticoagulant (EDTA), par ponction 

veineuse afin d’extraire l’ADN génomique par la méthode au NaCl dont le principe est le 

suivant (Annexe VI) : 

- Lyse : une lyse cellulaire est réalisée en présence de solution de lyse (Annexe VI), de 

protéinase K et de détergent SDS (Sodium Dodécyle Sulfate). Les éléments figurés du sang, 

dont les leucocytes sont lysées.  

- Extraction : l’ADN nucléaire est libéré dans le lysat et les protéines qui lui sont associées 

sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl.  

- Lavages : la pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation avec l’éthanol 

pur. L’ADN est ensuite solubilisé en phase aqueuse (eau distillée stérile).  

    III.2. Quantification et contrôle de la pureté de l’ADN 

          Le contrôle de la pureté de l’ADN est réalisé par le spectrophotomètre, puisque le 

maximum d’absorbance des acides nucléiques (l’ADN et l’ARN) se situe à 260 nm, par 

contre celui des protéines se situe à 280 nm. Le rapport R= A260/A280 constitue un bon 
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indicateur de la pureté de l’ADN. Ce rapport doit être compris entre 1.6 et 2. Une valeur 

inférieure à 1.6 témoigne d’une contamination protéique. Par contre une valeur supérieure à 

2 indique une contamination par l’ARN. La quantification de l’ADN est effectuée à 260 nm, 

une unité d’absorbance correspond à 50μg/ml. D’après ce principe, la concentration d’ADN 

peut être calculée à partir de la formule suivante :  

[ADN] en ng/µl = A260 × 50 × facteur de dilution 

    III.3. Génotypage des polymorphismes génétiques   

           L’amplification et le génotypage des trois polymorphismes (C677T de la MTHFR, 

G1691A du FVL et G20210A de la prothrombine) sont réalisés par des PCR-RFLP en 

utilisant des amorces spécifiques et des enzymes de restriction spécifiques de chaque région   

(Tableau 1). 

Tableau 1 : Séquences des amorces, longueur des produits de PCR et la taille des fragments de la digestion (pb) 

Mutations Séquences des amorces  
Produits 

de PCR    

 Enzymes de 

restriction 

Homozygote 

sauvage 
Hétérozygote 

Homozygote 

muté 

FVL                           

G1691A 

5' ACCCACAGAAAATGATGCCCAG 3' 

5' TGC CCC ATT ATT TAG CCA GGA G 3' 
223 MnlI 104, 82, 37 141,104, 82 141, 82 

Proth.  

G20210A 

Région 3' non transcrite. 

5’ TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 3' 

5’ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC 3' 

Exon 10. 

5’ GACCCTGTCTCAAAAATAAATAAA 3' 

5’ GTGACCAAATGGCTTTCCAG 3' 

345*/          

548** 
HindIII 

345*/                 

(453, 95)** 

(345, 322)*/      

(453, 95)** 

322*/               

(453, 95)** 

MTHFR 

C677T 

5' TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA3'                                

5' AGGACGGTGCGGTGAGAGTG3' 
198 HinfI 198 198, 175  175 

*Fragment de la région 3' non transcrite du géne de la prothrombine.         

**Fragment de l'exon 10 du géne de la prothrombine.           

 

        III.3.1.Polymorphisme C677T de la MTHFR 

- Préparation du mélange réactionnel de la PCR :  

      On amplifie une séquence de 198pb de l’exon 4 selon la méthode de Frost et al. (Frosst 

et al, 1995). La réaction de polymérisation est réalisée dans un volume final de 50μl 

contenant l’ADN génomique, 0.032 pmole/μl de chaque amorce, 0.2 mM des dNTP, 0.04U 

de la Taq polymérase, 2.5 mM MgCl2 et 1X tampon.  

- Programme d’amplification PCR de la MTHFR 

          Le programme d’amplification au thermocycleur est programmé ainsi :  

 Une dénaturation initiale pendant 5 minutes à 94°C, suivi de 35 cycles avec :  
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 Une dénaturation à 94°C pendant 30 secondes.  

 Une température d’hybridation à 65°C pendant 30 secondes.  

 L’élongation à 72°C pendant 40 secondes.  

 Une élongation finale de 10 minutes à 72°C. 

- Électrophorèse du produit de PCR  

          L’amplification de la bande est contrôlée en déposant 10 μl du produit de PCR sur gel 

d’agarose à 2 %. La migration est à 120 V pendant une heure (1h) et la révélation est sous 

UV.  

- Digestion enzymatique 

            Toute modification par mutation dans la séquence du site de restriction pourrait 

entraîner ou empêcher l'action de l'enzyme. Ces modifications de l'ADN sont détectées par 

des variations du nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus après 

digestion enzymatique.  

Pour le polymorphisme de la MTHFR on utilise 0.25U/µl de l’enzyme de restriction HinfI 

et 30 µl du produit de PCR dans un volume finale de 50µl. 

Les tubes de digestion sont incubés à 37 °C pendant une nuit et une heure à 65°C.  

- Électrophorèse des produits de la digestion 

          Les produits de PCR sont visualisés par bromure d’éthidium sous UV après migration 

sur un gel d’agarose de 3% à 100V pendant 2 heures. Le polymorphisme hétérozygote génère 

deux bandes d’une taille de 198 pb et 175 pb. Par contre le polymorphisme homozygote 

muté et homozygote sauvage donnent une bande de 198 pb et 175 pb respectivement    

(Figure 17). 
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Figure 17 : Profil de digestion du polymorphisme C677T de la 

MTHFR. 

 

        III.3.2. Polymorphisme G1691A du facteur V Leiden 

- Préparation du mélange réactionnel de la PCR :  

          Pour la détection de la mutation G1691A du facteur V, on amplifie une séquence de 

223pb dans l’exon 10 entourant le nucléotide 1691 selon le protocole de Hizem et al. (Hizem 

et al, 2008). Pour cela on prépare un mix contenant : l’ADN (50–200ng), 0.16μM du couple 

d’amorces sens et anti-sens, 0.05mM dNTP, 0.04U/μl de la Taq polymérase), 0.5mM MgCl2 

et 1X tampon. 

- Programme d’amplification PCR du facteur V Leiden 

          Le programme d’amplification au thermocycleur est programmé ainsi :  

 Une dénaturation initiale pendant 5 minutes à 94°C, suivi de 35 cycles avec :  

 Une dénaturation à 94°C pendant 40 secondes.  

 Une température d’hybridation à 56°C pendant 40 secondes. 

 L’élongation à 72°C pendant 40secondes.  

 Une élongation finale de 7 minutes à 72°C. 

- Électrophorèse du produit de PCR  

         10 μl du produit de PCR est déposé sur gel d’agarose à 2 % et mis à migrer à 120 V 

pendant 1h. 
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- Digestion enzymatique 

          Pour le polymorphisme du facteur V Leiden on utilise 0.13U/µl de l’enzyme de 

restriction MnlI et 10 µl du produit de PCR dans un volume finale de 15µl et incubés à 37°C 

pendant une nuit.  

- Électrophorèse des produits de la digestion 

          Les produits de digestion sont mis à migrer dans un gel nusieve agarose (3:1) à 100V 

pendant 1heure. La taille des produits de la digestion obtenus selon les trois polymorphismes 

est portée sur la figure 18.  

 

Figure 18 : Profil de digestion du polymorphisme G1691A du facteur V Leiden. 

 

        III.3.3. Polymorphisme G20210A de la prothrombine : 

- Préparation du mélange réactionnel de la PCR :  

           Pour une détection de la mutation G20210A de la prothrombine on procède à une co-

amplification de deux régions : la région 3’non transcrite et l’exon 10 du gène de la 

prothrombine selon la méthode de Raoul (Raoul et al., 1997). L’amplification des deux 

régions est réalisée dans deux mélanges réactionnels différents. 

       Le premier contenant  : l’ADN génomique, 2.5mM MgCl2, 0.3mM de chaque dNTP, 

1X tampon, 0.32µM des amorces sens et antisens, et 0.04U/µl de la Taq polymérase pour 

l’amplification de la région 3´ non transcrite d’une taille de 345 bp . Le second comporte : 

1.5mM MgCl2, 0.25mM de chaque dNTP, 1X tampon, 0.16µM des oligonucleotides sens et 

anti-sens et 0.02U/µl de la Taq DNA polymérase dans un volume final de 25µl pour 
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l’amplification de l’éxon10 d’une taille de 548 bp. Ce fragment contient le site de restriction 

de l’enzyme HindIII ; il est utilisé comme un contrôle interne de la digestion enzymatique.  

- Programme d’amplification PCR de la prothrombine 

          Le programme d’amplification au thermocycleur est identique à celui du 

polymorphisme G1691A du facteur V, sauf que la température d’hybridation est à 53°C. 

- Électrophorèse du produit de PCR  

          Dépôt de 10 μl du produit de PCR sur gel d’agarose à 2 %, migration à 120 V pendant 

1h et révélation sous UV.   

- Digestion enzymatique 

          10µl de chacun des deux produits de PCR sont mélangés dans un seul tube pour être 

digéré par l’enzyme Hind III à une concentration de 0.13U/µl dans un volume finale de 30µl.  

Les tubes de digestion sont ensuite incubés à 37 °C pendant une nuit.  

- Électrophorèse des produits de la digestion 

          Les produits de digestion sont visualisés par bromure d’éthidium sous UV après 

migration sur un gel agarose de 3% à 100V pendant 1heure. La taille des fragments obtenus 

selon le polymorphisme sauvage GG est mentionnée sur la figure 19. 

 

Figure 19 : Profil de digestion du polymorphisme G20210A de la prothrombine.  
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    III.4. Dépistage et quantification de la mutation JAK2V617F  

        III.4.1. Principe de la PCR en temps réel  

          Cette technique est basée sur la mesure d’émission de fluorescence proportionnelle à 

la quantité d'ADN cible présent et de gènes amplifiés. La fluorescence est obtenue par 

l’utilisation d’une sonde marquée. Deux marqueurs sont nécessaires : un marqueur R 

(reporter) émetteur de fluorescence et un marqueur Q (quencher) qui absorbe cette 

fluorescence lorsque R et Q sont proches (Figure 20). Lorsque Q et R sont séparés soit par 

hydrolyse de la sonde, soit lors de l’hybridation des amorces, soit lors de la synthèse du brin 

complémentaire, la fluorescence de R n’est plus absorbée. Après une hybridation et 

extension consécutive, l’absorption de la fluorescence du côté 5’ se produit par un processus 

appelé Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET). Par la suite l’activité 

endonucléasique de la Taq polymérase dégrade la sonde et interrompt le FRET entrainant 

une augmentation du signal de fluorescence indiquant lequel des allèles est présent dans 

l’échantillon. 

          La mesure de la fluorescence est proportionnelle au nombre de copies d'ADN 

produites par la PCR, lui-même proportionnel au nombre de copies d'ADN cible présents au 

départ de la réaction. La lecture de fluorescence en fin de PCR permet d’obtenir un résultat 

immédiat, en identifiant le(s) allèle(s) présent(s) dans l’échantillon amplifié, et éviter ainsi 

les étapes « post-PCR » plus longues et laborieuses, et surtout pouvant conduire à des 

contaminations. 
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Figure 20 : Réaction de Taqman.  

R: Reporter, Q: Quencher (Applied Biosystems) (http://www.appliedbiosystems.com). 

        III.4.2. Détection de la mutation JAK2 V617F 

           La technique utilisée est celle de la discrimination allélique TaqMan® du kit Ipsogen 

MutaScreen®. Elle fait appel à l’utilisation de deux sondes fluorescentes qui diffèrent 

uniquement par un nucléotide et qui sont complémentaires soit de l’allèle sauvage soit de 

l’allèle muté. Chaque sonde possède à son extrémité 5’ un fluorochrome reporteur (VIC ou 

FAM) et un chélateur de fluorescence (quencher MGB) non fluorescent à l’extrémité 3’. 

Pendant l’étape d’extension de la PCR, la Taq polymérase, possédant par ailleurs une activité 

exonucléasique, coupe uniquement la sonde parfaitement hybridée à la séquence cible. Le 

clivage de la sonde permet l’éloignement du fluorophore et du quencher, permettant ainsi au 

reporteur d’émettre une fluorescence détectable. Le type de signal fluorescent (VIC ou 

FAM) est lu en fin de PCR et il est spécifique de la séquence présente dans l’échantillon. La 

sonde imparfaitement hybridée est, décrochée sans être clivée, elle n’entraîne donc pas de 

signal fluorescent.  

http://www.appliedbiosystems.com/
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          Chaque PCR est réalisée en plaques de 96 puits, 5 ng d’ADN par échantillon sont 

amplifiés dans un volume final de 20 μl contenant le Master Mix TaqMan® Universal PCR, 

200 nM de chaque sonde (FAM-JAK : TCCACAGAAACATAC ; VIC-JAK : 

TCTCCACAGACACATAC) et 900 nM de chaque primer (JAK-F : 

AAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT ; JAK-R : AGAAAGGCATTAGAAAGCCTGTAGTT). Les 

conditions de PCR sont ainsi : 

1 cycle de préchauffage : 50°C pendant 2 minutes  

1 cycle de dénaturation : 95°C pendant 10 minutes  

50 cyles d’amplification : 92°C pendant 15 secondes 

                                          60°C pendant 1 minute 

1 cycle de refroidissement : 37°C 

 Chaque plaque est couverte et centrifugée à 3000 rpm pendant 3minutes avant d’être 

transférée au thermocycleur Light Cycler 480. 

          La fluorescence émise est lue en fin de PCR sur un ABI 7700 Sequence Detector 

System software® version 1.7 (Applied Biosystem, France). Lors de la lecture, on distingue 

deux types de fluorescence pour un même échantillon (FAM et VIC) (Figure 21). 
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    Echantillon(+)  Contrôle(+)  Contrôle (–) et Echantillons (–) 

Figure 21 : Profil des courbes de fluorescence en FAM et VIC. 

        III.4.3. Quantification de la mutation JAK2 V617F  

           La quantification est réalisée par une PCR quantitatif par des amorces spécifiques du 

kit Ipsogen MutaQuant®. Elle est basée sur l’utilisation des amorces spécifiques pour le type 

sauvage et muté de la mutation JAK2 V617F, seulement l’appariement complet entre les 

amorces et la séquence cible d’ADN qui est suivi par une élongation et une amplification de 

la PCR. 

          Chaque PCR est réalisée en plaque de 96 puits, incluant 4 contrôles négatifs (0% WT, 

0%VF, H2O WT, H2O VF), 3 contrôles positifs (100% WT, 100% VF, et un contrôle maison 

JAK2). Les échantillons sont génotypés en double pour le WT et le VF. Ainsi 5 ng d’ADN 

par échantillon ont été amplifiés dans un volume final de 20 μL contenant le Master Mix 

TaqMan® Universal PCR, la sonde et les amorces. 

Les conditions de PCR sont comme suit : 

1 cycle de préchauffage : 50°C pendant 2 minutes  

1 cycle de dénaturation : 95°C pendant 10 minutes  

 

 

FAM 

VIC 
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50 cyles d’amplification : 95°C pendant 15 secondes 

                                          63°C pendant 1 minute 30 secondes 

1 cycle de refroidissement : 37°C   

      La quantification du nombre des copies JAK2 WT et V617F se fait dans des puits 

séparés. La validation de l’expérience se fait via l’analyse des quatre contrôles négatifs ainsi 

que celle des trois contrôles positifs (Annexe VII).Les résultats sont exprimés en 

pourcentage des copies de VF par rapport au nombre des copies totales, ils sont calculés 

automatiquement dans un fichier excel. 

    III.5. Détection des mutations de la calréticuline 

          Afin de détecter les mutations de la calréticuline ; on procède à une PCR par analyse 

des fragments, pour cela on prépare un mix contenant le master mix Ampli Taq Gold 360 ; 

200nM de chaque amorce (CALR-F : GGCAAGGCCCTGAGGTGT, CALR-R : 

GGCCTCAGTCCAGCCCTG), 5ng d’ADN dans un volume final de 25ml. Le programme 

de la PCR débute par 10 min à 95 °C, suivi par 30 cycles (15 sec à 94 °C, 15 sec à 55, 30sec 

à 72°C) puis 20 min à 72 °C. 

          On rajoute ensuite aux produits de PCR le mélange « formamide-rox » avant 

d’analyser les fragments sur le logiciel « Gene Mapper » : 

 L’éléctrophérogramme d’un échantillon WT (sauvage) présente un pic à 264pb ainsi 

qu’éventuellement un petit pic aspécifique à 250pb. 

 L’éléctrophérogramme d’un échantillon CALR type I montre un pic à 264pb et un 

pic à 212pb (délétion de 52pb). 

 L’éléctrophérogramme d’un échantillon CALR type II montre un pic à 264pb et un 

pic à 269pb (insertion de 5pb). 

 L’éléctrophérogramme d’un échantillon CALR type autre montre un pic à 264pb et 

un autre pic mettant en évidence une autre délétion ou insertion (Figure 22). 
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Figure 22 : L’éléctrophérogramme des mutations de la calréticuline 

    IV. Analyse statistique  

          L’analyse statistique a été effectuée par le R 3.1.2 (www.r-project.org). 

Contrôle (+) 

Blanc  

Echantillon (-) 

http://www.r-project.org/
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    IV.1. Statistiques descriptives 

          Les données ont été exprimées en pourcentages et fréquences pour les variables 

qualitatives et en moyenne ± écart type pour les variables quantitatives 

    IV.2. Comparaison des variables 

          La recherche d'une association entre deux variables catégorielles, ce qui revient à 

comparer des proportions, a été évaluée au moyen du test du Chi-carré, ou du test exact de 

Fisher quand le nombre d'observations est trop petit. La comparaison des variables continues 

est réalisée par le test de Student dans le cas de deux variables et l’ANOVA pour plus de 

deux variables. 

    IV.3. Tests de corrélation 

          Le test de régression linéaire simple a été utilisé afin d’évaluer l’influence de la 

variation de l’âge comme facteur prédictif des taux plasmatiques de l’homocystéine. 

     IV.4. Les analyses d’association à la MTEV  

          La régression logistique univariée et multivariée a été utilisée pour calculer les odds 

ratio avec intervalles de confiance de 95%.  

Le modèle de régression logistique multivariée a été construit pour calculer les odds ratio 

ajustés. Dans une première étape, un modèle complet comportant 6 co-variables potentielles 

de confusion (âge, sexe, antécédents personnels de MTEV, des antécédents familiaux de 

MTEV, l'obésité, le tabagisme, utilisation de contraceptifs oraux et l'immobilisation) a été 

construit. Ensuite, La procédure en pas à pas descendante ou backward elimination est 

utilisée. Elle consiste à inclure toutes les variables sélectionnées au préalable et à retirer 

progressivement celles qui n’apportent pas suffisamment d’information au modèle. Au final, 

les variables (âge et sexe) ont été systématiquement incluses dans le modèle final pour 

garantir le modèle du Face validity. 

Le modèle de régression logistique a été utilisé aussi pour étudier l’effet d’interaction ; afin 

de révéler l’influence des polymorphismes (CT/TT) de la MTHFR sur le risque 

thrombotique veineux lié aux polymorphismes (GA/AA) du FVL.    

    IV.5. Interprétation statistique 

         Le seuil critique à priori est de 0.05. Si la valeur de p calculée à posteriori est inférieure 

à ce seuil, la différence entre les paramètres est déclarée statistiquement significative. 
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    IV.6. Équilibre d'Hardy-Weinberg 

         L’équilibre d'Hardy-Weinberg (HW) est l'un des principes fondamentaux de la 

génétique des populations. Il prescrit que sous certaines conditions et après quelques 

générations, les proportions génotypiques d'un locus se fixent autour de l’équilibre d'HW. Il 

spécifie aussi ces proportions génotypiques comme une simple fonction des proportions 

alléliques. Les conditions pour atteindre l'équilibre sont : 

(i) population infinie ou suffisamment grande pour minimiser les effets de la dérive 

génétique 

(ii) population panmictique, c'est à dire que les accouplements se font de manière 

équiprobable. Les individus s'y unissent aléatoirement, impliquant l'union aléatoire des 

gamètes. Il n'y a donc pas de choix du conjoint en fonction de son génotype. 

(iii) pas de sélection 

(iv) pas de mutation 

(v) pas de migration de population de façon à se prémunir des pertes ou gains d'allèles. 

Aucune copie allélique n'est apportée de l'extérieur. 

(vi) les générations sont séparées. 
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Résultats  

I. Etude descriptive des cas et des témoins 

    I.1. Moyenne d’âge  

Tableau 2 : Age moyen des deux populations d’étude. 

Age Témoins (n=146) Patients (n=121) P-value 

Moyenne 37.8 38.7   

Ecart type 14.3 14.6 NS 
                           NS : Non Significatif 

          L’âge moyen est de 38.7 ± 14.6 ans chez les patients avec des extrêmes de 12 – 85 

ans et de 37.8 ± 14.3 ans chez les témoins, avec des extrêmes de 16 – 85 ans (Tableau 2). 

    I.2. Répartition par tranches d’âge 

Tableau 3 : Répartition des cas et témoins par tranches d’âge 

Age (ans) Témoins  

n (%)                             

Patients  

n (%)                  

P-value 

˂20 6 (4.1) 6 (5.1)   

20 - 29 29 (20) 26 (21.5)   

30 – 39 43 (29.5) 43 (35.5) NS 

40 - 49 31 (21.2) 20 (16.5)   

50 - 59 22 (15) 11 (9)    

≥ 60 15 (10.2) 15 (12.4)   

Total 146 (100) 121 (100)   

 

          Le tableau ci-dessus présente la répartition des cas et témoins par différentes tranches 

d’âge. La fréquence la plus élevée des sujets recrutés est observée chez les 30 – 39 ans au 

sein des deux groupes (Tableau 3). 

    I.3. Répartition selon le sexe 

Tableau 4 : Répartition des cas et des témoins selon le sexe. 

Sexe Témoins (n=146)  Patients (n=121) P-value 

  n (%)  n (%)   

Hommes 62 (42.5) 50 (41.3)   

Femmes 84 (57.5) 71 (58.7) NS 

 

           La fréquence du sexe féminin est supérieure à celle du sexe masculin au sein des deux 

groupes d’étude, mais elle n’est pas statistiquement significative (Tableau 4). 
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    I.4. Caractéristiques relatives à la MTEV  

Tableau 5 : Caractéristiques cliniques liées à la MTEV 

MTEV Patients (n=121) 

  n (%) 

Localisation   

     Thrombose veineuse des membres inférieurs 71 (58.7) 

     Thrombose veineuse des membres supérieurs 6 (5) 

     Embolie pulmonaire (EP) 19 (15.7) 

     Thrombose de la veine porte 11 (9) 

     Thrombose de la veine cérébrale 

     Thrombose de la veine rétine  

13 (10.7) 

1 (0.9) 

Fréquence de la survenue   

     Thrombose veineuse inaugurale 100 (82.6) 

     Thrombose veineuse récurrente 21 (17.4) 

Facteurs de risque de la MTEV   

     Facteurs cliniques 55 (45.4) 

     Idiopathiques 66 (54.6) 

 

          Le tableau 5 montre les caractéristiques cliniques liées à la MTEV comprenant la 

localisation du thrombus veineux, la fréquence de la survenue de la maladie et les facteurs 

de risque cliniques. Les thromboses veineuses des membres inférieurs sont prédominantes 

(58.7%) suivi par les cas d’embolie pulmonaire (15.7%), les cas de thrombose des membres 

supérieurs est de moindre fréquence (5%) et on a suspecté un seul cas présentant une 

thrombose de la veine rétine. La maladie est essentiellement représentée par le 1er épisode 

(82.6%). Un peu moins de la moitié des patients (45.4%) ont au moins un facteur de risque 

clinique de la MTEV, tandis que 54.6% présentaient une thrombose sans facteur déclenchant 

ou idiopathique. 
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    I.5. Caractéristiques cliniques des témoins et patients  

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques des témoins et patients 

Facteurs de risque cliniques Témoins (n=146) Patients (n=121) P-value 

  n (%) n (%)   

obésité       

     Oui   10 (6.8) 27 (22.3)   

     Non   136 (93.2) 94 (77.7) NS 

Tabac        

     Oui   6 (4.1) 18 (14.8)   

     Non   140 (95.9) 103 (85.2) NS 

Antécédents personnels de la MTEV       

     Oui        - 21 (17.4)   

     Non        - 100 (82.6) NA 

Antécédents familiaux de la MTEV       

     Oui       - 10 (8.3)   

     Non        - 111 (91.7) NA 

Grossesse/post-partum       

     Oui        - 10 (8.3)   

     Non        - 111 (91.7) NA 

La contraception orale       

     Oui        - 12 (9.91)   

     Non        - 109 (90) NA 

Immobilisation       

     Oui        - 4 (3.3)   

     Non        - 117 (96.7) NA 

NS : Non Significatif / NA : Non Applicable.     
       

          Le tableau 6 représente les caractéristiques cliniques des témoins et patients. Les 

fréquences du tabac et de l’obésité ne sont pas statistiquement significatives entre les deux 

populations d’étude. On note des caractéristiques spécifiques de la population malade 

notamment les antécédents personnels de la MTEV qui occupent la fréquence la plus élevée 

(17.4%) suivi par les antécédents familiaux de la MTEV, la grossesse/ post-partum, la 

contraception orale et l’immobilisation qui est de plus faible fréquence (3.3%). 
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II. Etude des caractéristiques biologiques des cas et témoins 

    II.1. Homocystéine  

        II.1.1. Taux moyens d’homocystéine  

Tableau 7 : Taux moyens de l’homocystéine. 

Statistique descriptive Témoins (n=104)  Patients (n=72) 

Hcy (µmol/l)      

Moyenne 15.2 17.2 

Ecart type 7.9 10.5 

P-value                 0.17   

 

          Le dosage de l’homocystéine est effectué sur 104 témoins et 72 patients faute de 

réactids. Comme le montre le tableau ci-dessus, il n’exite pas de différence significative des 

taux moyens d’homocytéine entre les patients comparativement aux témoins soit        

15.2±7.9 µmol/L vs 17.2±10.5 µmol/L. Les valeurs de l’homocystéine oscillent entre 4.6 - 

50 µmol/L chez les témoins et 5.9 - 50 µmol/L et chez les patients (Tableau 7). 

 

Figure 23 : Médianes, quartiles et intervalles de l’Hcy chez les cas et les témoins. 
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          Chez les témoins, la valeur médiane d’Hcy est de 12.9 µmol/L, le premier quartile 

(25%) est de 11 µmol/L et le plus haut quartile (75%) est de 17 µmol/L, la valeur minimale 

est de 4.6 µmol/L et la valeur maximale est de 50 µmol/L. 

          Chez les patients, la valeur médiane d’Hcy est de 13.9 µmol/L, le premier quartile 

(25%) est de 11 µmol/L etle plus haut quartile (75%) est de 20 µmol/L, la valeur minimale 

est de 5.9 µmol/L et la valeur maximale est de 50 µmol/L (Figure 23). 

        II.1.2. Etude de corrélation de l’homocystéine avec l’âge  

          En utilisant le coefficient de régression linéaire simple en homocystéine et l’âge chez 

les deux populations, on a trouvé que les taux plasmatiques de l’homocystéine ne sont pas 

corrélés avec l’âge, au sein des deux populations patients (R= -0.045, P = 0.65) et témoins 

(R= 0.19, P = 0.10). 

        II.1.3. Répartition des populations par l’hyperhomocystéinémie. 

          L’hyperhomocystéinémie défini par un seuil > 95éme percentile des valeurs de la 

population témoin (selon le consensus international) n’est observée que chez huit patients et 

six témoins (11.1% versus 5.8%). 

    II.2. Inhibiteurs physiologiques de la coagulation  

        II.2.1. Taux moyens de la protéine C  

Tableau 8 : Taux moyens de la protéine C. 

Statistique descriptive Témoins (n=111) Patients (n=90) 

Protéine C (%)     

Moyenne 103.4 101.8 

Ecart type 20.4 25.5 

P-value                   0.63 

 

          Le dosage des inhibiteurs de la coagulation est réslisé sur 111 témoins et 90 patients 

faut de réactifs. On remarque qu’il n’exite pas de différence significative des taux moyens 

de la protéine C entre les patients comparativement aux témoins soit 103.4±20.4% vs 

101.8±25.5% (Tableau 8). Chez les témoins, les valeurs de la protéine C plasmatique 

oscillent entre 61-162%, et entre 24-149% chez les patients. 
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        II.2.2. Taux moyens de la protéine S  

Tableau 9 : Taux moyens de la protéine S. 

Statistique descriptive Témoins (n=111) Patients (n=90) 

Protéine S (%)     

Moyenne 99.3 77.9 

Ecart type 24.8 25.5  

P-value               <0.001 

 

          Le tableau ci-dessus représente les taux moyens de la protéine S, on remarque une 

différence statistiquement significative entre les moyennes des valeurs de la protéine S pour 

les cas et les témoins soit 99.3 ± 24.8% vs 77.9±25.5% (Tableau 9). Chez les témoins, les 

valeurs de la protéine S plasmatique varient de 55 à 171% et de 24 à 147% chez les patients. 

        II.2.3. Taux moyens de l’antithrombine III 

Tableau 10 : Taux moyens de l’antithrombine III. 

Statistique descriptive Témoins (n=111) Patients (n=90) 

Antithrombine III (%)     

Moyenne 120.1 108.7 

Ecart type 10.9 17.3 

P-value                < 0.001 

 

         Le tableau ci-dessus représente les taux moyens de l’antithrombine III, on remarque 

une différence statistiquement significative entre les moyennes des valeurs de 

l’antithrombine III pour les cas et les témoins soit 120.1 ± 10.9% vs 108.7±17.3%       

(Tableau 10). Chez les témoins, les valeurs de l’ATIII plasmatique oscillent entre 84-140% 

et entre 85-171% chez les patients. 
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        II.2.4. Répartition des populations par les déficits en inhibiteurs physiologiques 

de la coagulation 

Tableau 11 : Fréquence des déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation. 

Inhibiteurs de la Seuil des valeurs pathologiques  Témoins (n=111) Patients (n=90) 

coagulation  (<2.5éme percentile des valeurs des témoins) n (%) n (%) 

Protéine C       

     Normale ≥ 68%  110 (99.1) 84 (93.3) 

     déficit < 68%  1 (0.9) 5 (5.5) 

Protéine S       

     Normale ≥ 58%  110 (99.1) 78 (86.7) 

     déficit < 58%  1 (0.9) 12 (13.3) 

Antithrombine III       

     Normale ≥ 85%  111 (100) 90 (100) 

     déficit < 85%  0 (0) 0 (0) 

 

          Le tableau représente la fréquence des déficits en inhibiteurs physiologiques de la 

coagulation chez les deux populations d’étude. Le seuil utilisé pour déterminer les valeurs 

pathologique était le 2.5éme percentile des valeurs de la popualtion témoin, ce qui 

correspond à 68%, 58% et 85% pour chacune des valeurs de la protéine C, la protéine S et 

l’antithrombine III respectivement. 5 cas déficitaires en protéine C et 12 cas en protéine S 

ont été suspectés chez les patients contre un seul cas déficitaire en protéine C et en protéine 

S chez la population témoin. Un seul cas portait un double déficit en protéine C et en protéine 

S et aucun des patients et des témoins ne portaient un déficit en antithrombine III 

(Tableau11).  
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    II.3. Polymorphismes génétiques 

        II.3.1. Répartition des populations par les trois polymorphismes génétiques. 

Tableau 12 : Fréquences génotypiques et alléliques des trois polymorphismes génétiques. 

Génotypes / Alléles  Témoins (n=146) Patients (n=121) P-value 

  n (%) n (%)   

Génotypes FVL       

GG 144 (98.6) 107 (88.4)   

GA/AA 2 (1.4) 14 (11.6) 0.001 

Alléles FVL       

G  290 (99.3) 227 93.8   

A  2 (0.7) 15 (6.2) 0.0007 

Génotypes PT       

GG 146 (100) 121 (100)   

GA/AA 0 (0) 0 (0)  NA 

Alléles PT       

G 292 (100) 242 (100)   

A 0 (0) 0 (0) NA 

Génotypes MTHFR       

CC 56 (38.3) 36 (29.8)   

CT 68 (46.6) 61 (50.4)   

TT 22 (15.1) 24 (19.8) 0.29 

Alléles MTHFR       

C 180 (61.6) 133 (55)   

T 112 (38.4) 109 (45) 0.14 

 

          La distribution géntoypique de la mutation C677T de la MTHFR et la mutation Leiden 

du facteur V G1691A respectaient l’équilibre de Hardy weinberg (X² = 0.004, P= 0.95 pour 

la MTHFR et X² =0.25, P=0.61 pour FVL). 

          Notre étude a révélé la présence d’un cas hétérozygote GA et un cas homozygote muté 

AA pour la mutation Leiden du facteur V chez les patients et deux cas hétérozygotes chez 

les témoins ; c’est pourquoi le génotype homozygote muté et hétérozygote du FVL ont été 

jumelés (GA/AA). On remarque qu’il existe une différence statistiquement significative 

dans la distribution génotypique et allélique du polymorphisme du FVL (P=0.001, 

P=0.0007). Aucun cas des patients et des témoins ne portaient la mutation G20210A du gène 

de la prothrombine. 

          La distribution des génotypes de la mutation C677T de la MTHFR n’est pas 

statistiquement différente chez les deux groupes d’étude ; avec une prédominance du 
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génotype hétérozygote CT (50.4 %) et homozygote muté (19.8%) chez les patients et le 

génotype homozygote non muté CC (38.3%) chez les témoins.  

          Aucune différence n’a été trouvé pour la distribution allélique chez les patients et les 

témoins avec une fréquence de 61.6% et 55% pour l’allèle C et 38.4% chez les témoins et 

45% chez les patients (Tableau 12). 

        II.3.2. Etude de la corrélation entre la RPCa et la mutation Leiden du facteur V 

Tableau 13 : Comparaison des résultats de la recherche d’une RPCa et ceux du FVL. 

FVL Présence du FVL Absence du FVL 

RPCa RPCa -          RPCa+ RPCa-              RPCa+ 

Fréquence (%) 0                     97.3       100                    2.7     

 

          Le test de la résistance à la protéine C activée a été effectué sur 73 cas thrombotiques 

et aucun des témoins faute de réactifs. Parmi les cas testés 7 patients présentaient la mutation 

Leiden positive et une RPCa positive, tandis que 2 cas avaient une RPCa positive sans qu’ils 

ne portent la mutation Leiden du facteur V.  

L’étude de la corrélation entre le test phénotypique à la recherche d’une RPCa et celui 

génotypique à la recherche du FVL est rapportée sur le Tableau 14. Nos résultats ont montré 

que 97.3 % des patients ayant une RPCa sont porteurs de l’allèle A muté du polymorphisme 

FVL alors que 2.7 % des patients à RPCa positive ne sont pas porteurs de cet allèle à risque 

(Tableau 13). 

III. Etude d’association  

          Le tableau 14 rapporte un récapitulatif de l’étude d’association des différents facteurs 

de risque de notre étude ; en calculant des odds ratio bruts et des odds ratio ajustés par une 

analyse de régression logistique univariée et multivariée respectivement. 
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Tableau 14 : Risque thrombotique lié aux différents facteurs de risque par l’analyse univariée et multivariée. 

  OR bruts (95 % CI) P value OR ajustés (95 % CI)  P value 

Facteur V Leiden                                                                         

     GG         

     GA/AA 9.4 (2.1-42.2)  0.003 9.4 (2.1 - 41.6) 0.003 

MTHFR C677T         

     CC         

     CT  1.4 (0.8-2.4)  0.23 1.4 (0.8 - 2.4)  0.23 

     TT  1.7 (0.8-3.4)  0.15 1.6 (0.8 - 3.4) 0.17 

Déficits en protéine C          

     Normal (≥ 68%)         

     Deficit  (< 68%) 6.4 (0.7 – 55.5)  0.091 6.6 (0.7 - 57.1) 0.087 

Déficits en protéine S         

     Normal (≥ 58%)         

     Deficit  (< 58%) 16.9 (2.1 - 132.8)  0.007 16.9 (2.2 - 132.7) 0.007 

Hyperhomocystéinémies         

    Normal         

    HHC 1.73 (0.6 – 4.99) 0.31 1.84 (0.6 - 5.3) 0.26 
 

          L’étude d’association des différents facteurs de risque étudiés a révélé que ; la 

mutation Leiden du facteur V et les déficits en protéine S sont associés significativement au 

risque thrombotique veineux, que ce soit à l’analyse univariée ; OR bruts =  9.4 (2.1-42.2) 

pour le FVL et 16.9 (IC95% 2.1 - 132.8) pour le déficit en protéine S ou à l’analyse 

multivariée après ajustement pour l’âge et le sexe ; OR ajustés =  9.4 (2.1-41.6) pour le FVL 

et 16.9 (2.2-132.7) pour le déficit en protéine S. 

           En prenant comme référence les génotypes CC, aucune association significative entre 

les génotypes CT ou TT de la MTHFR n’est observée avec des OR de 1.4 (0.8-2.4) et 1.7 

(0.8-3.4) respectivement. Le déficit en protéine C et l’hyperhomocystéinémie ne sont pas 

associés significativement au risque de la maladie avec des OR de 6.4 (0.7 – 55.5)  et 1.73 

(0.6 – 4.99) respectivement pour l’analyse univariée et des OR ajustés de 6.6 (0.7 - 57.1) et 

1.84 (0.6 – 5.3) respectivement pour l’analyse multivariée. 
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IV. Etude d’interaction 

    IV.1. Interaction gène-environnement 

Tableau 15 : Taux moyens d’homocystéine plasmatique par génotypes de la MTHFR C677T 

Génotypes de la MTHFR    Moyenne d'Hcy± écart-type (µmol/l)    P-value 

           C677T  Témoins (n=104)        Patients (n=72)   

              CC   13.7± 4.8                    14.3± 8.6 0.77 

              CT   15.3± 8.2                    16.8± 9.3 0.46 

              TT   19.0±12.3                   23.0±13.8 0.41 

 P-value    0.078                          0.034    

 

         Le tableau ci-dessus rapporte les taux moyens d’homocystéine plasmatique par 

différents génotypes de la MTHFR C677T. Chez les patients, les taux moyens 

d’homocystéine sont significativement plus élevés chez les homozygotes mutés TT 

comparativement à ceux normaux CC (P=0.034).  

          Chez les témoins, il n’existe pas de différence significative des taux plasmatiques 

moyens d’Hcy entre les trois génotypes de la MTHFR C677T (P=0.078) (Tableau 15). 

La comparaison des taux moyens d’homocystéinémie entre cas et témoins ne montre aucune 

différence significative chez les deux groupes et ce pour les trois génotypes (Tableau 15). 

    IV.2. Interaction gène-gène  

          Du fait de l’effectif diminué des cas portant les anomalies combinées des facteurs de 

risque (on note notamment deux cas portant le déficit en protéine C et le FVL et un seul cas 

avec un double déficit en protéine C et protéine S) l’étude de l’interaction gène-gène sur 

l’augmentation du risque de la maladie n’a pu être effectué que sur la combinaison de la 

MTHFR et le FVL.   

En effet ; l’étude de l’effet d’interaction par un modèle de régression logistique a révélé que 

les polymorphismes CT ou TT de la MTHFR ne contribuent pas significativement (P= 0.95) 

à l’augmentation du risque de thrombose lié aux polymorphismes GA ou AA du FVL. 

 

V. Évaluation du rôle de la mutation du JAK2-V677F et les mutations de 

la CALR chez les patients thrombotiques  

      Dans notre étude seulement un seul cas portrait l’allèle mutant du JAK2-V617F (avec 

un taux de 15%) sur un échantillon pris au moment de l’accident thrombotique de la veine 
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porte, le cas détecté ne présentait aucune augmentation du nombre des leucocytes et des 

plaquettes au moment de l'admission. Cependant aucun des patients thrombotiques ne 

portaient les mutations de la calréticuline.  
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Discussion  

         La MVTE est dominée par les thrombophlébites des membres inférieurs et leur 

principale complication, à savoir l’embolie pulmonaire, qui est de pronostic redoutable. Elle 

représente un problème majeur de santé publique dans le monde par sa fréquence (1/1000 

dans la population occidentale) et ses séquelles post-thrombotiques. Dès 1884, Virchow a 

proposé que la MVTE fût favorisée par l’un ou les trois facteurs suivants : lésion de la paroi 

vasculaire, stase sanguine et hypercoagulabilité. Il s’agit d’une maladie plurifactorielle qui 

résulte de l’interaction des facteurs de prédisposition génétique et des facteurs de risque 

acquis (Quéré and Emmerich, 1997a)  

         En ce premier volet, nous nous intéresserons à l’étude des facteurs de risque acquis 

de la MTEV au sein de la population d’étude. 

I. Etude des facteurs de risque acquis 

    I.1. Age 

         L’incidence de la maladie thromboembolique augmente avec l’âge qui est un facteur 

de risque indépendant de la maladie. Ce risque est d’autant plus élevé parce que l’âge est 

également associé à une fréquence plus élevée de co-morbidités telles que la chirurgie, 

l'immobilité ou le cancer, qui favorisent le développement de la thrombose veineuse (Mahé 

et al, 2005b). Néanmoins notre population jeune que l’âge ne constituait pas un risque pour 

développer la maladie, ceci peut être expliqué par nos critères de sélection. 

         Il n’y avait pas de différence de distribution entre les hommes et les femmes au sein de 

la population des patients et témoins, cependant il a été démontré que les femmes en âge de 

procréer sont plus souvent touchées que les hommes du même âge. Cette différence est 

imputable à la grossesse et à l'utilisation des contraceptifs oraux ; d'autre part, chez les 

personnes âgées, les femmes sont moins susceptibles que les hommes (Mahé et al, 2005a). 

    I.2. Tabac  

           Le tabac est un facteur de risque établit de la maladie artérielle mais pourrait aussi 

contribuer à la MVTE (Delluc et al, 2012). Ce facteur n’est pas associé au risque de 

thrombose dans la population d’étude (P=0.063), toutefois les malades avaient une fréquence 

de consommation du tabac supérieure à celles des témoins. Une étude de la Mega study, a 

prouvé que le tabac était associé à une augmentation modérée du risque de la MVTE (OR 

1.43 ; IC 95 % 1.3—1.6) (Pomp et al, 2007).  
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I.3. Obésité  

          De même pour l’obésité on a constaté que sa fréquence est également répartie entre 

les cas et les témoins ce qui indique qu’elle ne constitue pas un risque pour développer la 

maladie. Nos résultats sont en accord avec les études ayant prouvé que l’obésité n’est pas 

considéré comme un facteur de risque indépendant de la MTEV (Anderson et al, 1991 ; 

Anderson et al, 1992). En revanche d’autres études ont prouvé une augmentation accrue du 

risque de thrombose veineuse profonde et d’embolie pulmonaire chez les femmes 

(Goldhaber et al, 1997 ; Coon et al, 1959) et les hommes (Hansson et al, 1999) présentant 

un statut d’obésité pondérale. Cette association pourrait être expliquée par l’état 

prothrombotique et pro-inflammatoire observés au cours de l’obésité (Corcos, 2012). 

    I.4. Immobilisation  

           Basés sur des arguments physiopathologiques, l'immobilisation a été soupçonnée 

d'être un facteur de risque de la MTEV, la position couchée peut conduire à un 

dysfonctionnement musculaire ce qui diminue le flux veineux dans les jambes et provoque 

"stase veineuse" (Pottier et al, 2009). Dans notre population malade seulement 4 cas (3.3%) 

présentaient une immobilisation des membres inférieurs ceci peut être expliqué par le 

traitement anticoagulant au cours de l’hospitalisation. L’immobilisation est suspectée chez 

17% des patients souffrant de TVP et 18% avec EP dans l'étude de Isma et al., et chez 35% 

des patients atteints d’EP selon Ouldzein et al. (Isma et al, 2009 ;  Ouldzein et al, 2008). 

D’autre part Fletcher et al. ont trouvé une association entre la MTEV et l’immobilisation 

pour 36.3% des femmes de la cohorte de l'étude (Fletcher et al, 2009). 

          Des caractéristiques cliniques ont marqué notre population malade et sont considérées 

comme des facteurs de risque acquis de la maladie à savoir : une histoire personnelle de la 

MTEV, l'utilisation d'une contraception orale, une histoire familiale de la MTEV, la grossesse 

et/ou le post-partum. Nos résultats recoupent ceux de l’enquête de population de Coon 

(Coon, 1984), sauf en ce qui concerne le risque de thrombose associé à la grossesse et au 

post-partum.  En revanche pour la contraception orale ; une étude menée sur une population 

chinoise ne signale aucune association de ce facteur à l’embolie pulmonaire. Ce phénomène 

est probablement lié à l'utilisation très rare des contraceptifs oraux au sein de la population 

chinoise au cours des dernières décennies (Lu et al, 2002). 

          La distribution des facteurs de risque au sein de notre population malade différent de 

ceux trouvés dans une étude réalisée au Nord-Ouest Algérien (Chalal and Demmouche, 
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2014), ceci peut être expliqué par les critères d’inclusion propres à chacune des deux études. 

En outre, il faut souligner que nos résultats sont représentatifs de notre population d’étude. 

          Un ou plusieurs facteurs de risque de la MTEV étaient présents dans 45% de nos 

patients, cependant 55% des cas représentent une thrombose sans cause évidente ou dite 

idiopathique d’où l’intérêt d’une investigation pour les facteurs de risque génétiques.   

II. Analyse des facteurs de risque biologiques et génétiques  

    II.1. Polymorphisme G1691A du facteur V Leiden  

        II.1.1. Fréquence du facteur V Leiden 

          Notre étude montre qu’il y a 2 sujets hétérozygotes pour la mutation Leiden du facteur 

V, sa fréquence au sein de la population témoin est donc de 1.4%. Notre résultat est 

concordant avec les deux études de prévalence déjà rapportées au sein de la population 

algérienne générale, avec des fréquences de 1.33% et 2% respectivement (Chafa et al, 1997 ; 

Bourouba et al, 2008). Des fréquences basses sont observées en Arabie Saoudite 0-2.5% 

(Almawi et al, 2005a ; Dashti and Jadaon, 2011) et la mutation semble inexistante au Maroc 

(Mathonnet et al, 2002 ; They-They et al, 2010). Le faible taux du FVL dans notre région 

est similaire à la fréquence établie en Arabie Saoudite, en Espagne (3.3%) (Grandone et al, 

1997) et en France (2.7%) (Lucotte and Mercier, 2001). Ceci est probablement dû au lien 

existant entre les algériens et les arabes, et/ou au mélange des populations par l’effet de la 

migration. 

          De nombreuses études ont montré que la prévalence de la mutation G1691A du facteur 

V est très hétérogène et qu’elle est variable selon les ethnies. Ainsi, il a été suggéré que cette 

mutation est apparue chez un seul ancêtre commun il y a 21,000-34,000 ans (Palomo et al, 

2009). L’ancienne littérature a supposé que la mutation du FVL était strictement limitée à la 

population caucasienne, pendant que d’autres publications ont montré que dans la population 

arabe du bassin méditerranéen oriental, la fréquence était comparable et dans certains cas 

plus élevé que celle constatée en Europe (Maalej et al, 2011). 

Des fréquences élevées de cette mutation ont été observées au sein de la population 

jordanienne 10.5-27.5% (Dashti et al, 2010 ; Eid and Rihani, 2003 ; Al-Sweedan et al, 2009), 

Libanaise 13.6-18.7% (Bouaziz-Borgi et al, 2006 ; Almawi et al, 2005a) , Tunisienne 6.0-

13.6% (Ajem et al, 2009 ; Maalej et al, 2011) et Bahreïnienne 3.1-14.7% (Almawi et al, 

2005a ; Almawi et al, 2005b). 

Le facteur V Leiden est relativement fréquent chez la population européenne (Rees et al, 
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1995). Les premiers résultats focalisés sur les populations d’origine caucasienne ont trouvé 

que la mutation est observée d’une fréquence très élevée chez les patients 

thromboemboliques (15-65%) et les témoins (1-15%) (Jadaon, 2011a). La faible fréquence 

du FVL au sein de notre population d’étude n’est pas comparable à celle de chacun des pays 

arabes de l’est méditerranéen: la Tunisie, le Liban, la Syrie (13,6%) et la Jordanie (12,3%) 

(Awidi et al, 1999) et des pays d'Europe présentant des taux élevés de la mutation, 

notamment l'Italie (7,5%) (Lucotte and Mercier, 2001), la Slovénie (6.3%) (Bedenčič et al, 

2009) et la Grèce (7%) (Lambropoulos et al, 1997).                 

         Notre population témoin présente deux cas hétérozygotes et aucune forme homozygote 

n’a été observée ; ceci était le cas dans d’autres études où la mutation était restreinte à la 

forme hétérozygote. Notamment chez les donneurs de sang grecs, la prévalence du FVL était 

de 5%, et il a été observé uniquement à l'état hétérozygote (Antoniadi et al, 1999). Aussi 

dans la région centre-sud du Chili, cette fréquence était de 1.25% et elle était également 

limitée aux personnes hétérozygotes (Palomo et al, 2009). 

        II.1.2. Association du FVL à la MTEV 

          Le changement de l’acide aminé (causée par la mutation ponctuelle du facteur V) 

empêche la protéine C activée d’inactiver efficacement le facteur V ; c’est pourquoi les 

porteurs du FVL développent une hypercoagulabilité qui peut se manifester cliniquement 

par des épisodes de la MTEV. Notamment  plusieurs études ont montré que les personnes 

porteurs de cette mutation  avaient plus de risque pour développer la maladie (Dahlbäck et 

al, 1993 ; Bontempo et al, 1997). En outre, la plupart des porteurs homozygotes du FVL 

développent au moins un épisode de la MTEV au cours de leur vie (Florell and Rodgers, 

1997 ; Samama et al., 1996). Cela explique la grande considération clinique et scientifique 

attribuées à cette mutation qui avait fait appel à des centaines d'études menées sur sa 

prévalence et son risque de développer la MTEV dans toutes les régions du monde entier. 

          Dans notre étude, la mutation du FVL (GA/AA) est observée chez 14 (11.6%) des 

patients contre 2 (1.4%) chez les témoins. Il constitue un facteur de risque de survenue de 

thrombose veineuse avec un OR = 9.4 (95% CI =2.1 ; 42.3, P=0.003). Nos résultats 

confirment les résultats des études précédentes (Bouaziz-Borgi et al, 2006 ; Leroyer et al, 

1997 ; Bedenčič et al, 2009).  
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        II.1.3. Corrélation entre la RPCa et la mutation Leiden du facteur V 

          Le concept de la résistance à la protéine C activée (RPCa) a été introduit pour la 

première fois par Dahlback et al. qui ont identifié une faible réponse à la protéine C activée 

(PCa)(Dahlbäck et al, 1993), La RPCa  est impliquée dans 20 à 50 % des accidents 

thrombotiques (Guermazi and Znazen, 2011) .  Plusieurs équipes se sont intéressées à l’étude 

de la RPCa comme facteur de risque au cours des thromboses veineuses (Emmerich et al, 

1994). En 1994, Bertina et al. ont démontré que 90 % des cas de RPCa sont dus à une 

mutation Leiden du facteur V (Bertina et al, 1994).  

          Dans notre étude, nous avons trouvé une discordance entre le phénotype RPCa et le 

génotype FVL dans 2.7 % des cas. Ceci pourrait être expliqué par la présence d’autres 

facteurs de risque génétiques ou acquis de thrombose. En effet à côté du FVL, d’autres 

mutations touchant le gène du FV ont été rapportées telles que ; la mutation Cambridge qui 

consiste à un remplacement de l’arginine en position 306 par une thréonine (Arg306Thr) 

(Williamson et al, 1998). Un autre haplotype HR2 a été également décrit comme responsable 

d’une RPCa, il s’agit d’une combinaison de six polymorphismes au niveau de l’exon 13 du 

gène codant pour le FV entraînant une glycosylation plus importante du FV ; donc une 

incapacité à cliver le facteur VIIIa (FVIIIa), mais la RPCa dans ce cas est moins importante 

que celle due à la FVL (Castoldi et al, 2000). Toutes ces variations génétiques touchant le 

gène du FV peuvent expliquer en partie la discordance entre le phénotype RPCa et le 

génotype FVL.   

D’autres facteurs génétiques peuvent être responsables de cette discordance, il s’agit des 

déficits constitutionnels en inhibiteurs physiologiques de la coagulation : PC et PS. En effet, 

la dégradation du FVa et du FVIIIa dépend du bon fonctionnement du système de la PC ; par 

conséquent, les déficits en PC et PS sont responsables d’une diminution de l’inhibition du 

FVa par la PCa et donc de l’apparition d’une RPCa.  

          Le résultat du test plasmatique à la recherche d’une RPCa peut être influencé aussi par 

des facteurs acquis tels que : la grossesse, la prise de contraceptifs oraux, la présence 

d’anticorps antiphospholipides ou anti-PC, ou encore une élévation de la concentration du 

FVIII de la coagulation (Lane and Grant, 2000 ; Roux et al, 2008).  

Les anticorps antiphospholipides sont responsables d’un allongement du temps de la 

coagulation pouvant ainsi interférer sur la détermination de la RPCa ; ils peuvent aussi 

inhiber la dégradation du FV par la PCa. Cet effet est probablement dû à l’interférence de 
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ces anticorps dans l’interaction entre la PCa, la PS et les surfaces phospholipidiques (Olave 

et al, 1998 ; Schneider et al, 1997). 

    II.2. Polymorphisme G20210A de la prothrombine 

        II.2.1. Fréquence de la prothrombine G20210A 

          Nous n’avons observé aucun cas porteur de la mutation G20210A de la prothrombine 

dans notre étude, nous ne pouvons pas tirer de conclusion car la taille de notre échantillon 

est faible. Cependant deux études algériennes donnent des fréquences de 1.8% et 3.4% 

(Helley et al, 1999 ;  Bourouba et al, 2008). Des populations africaines ont témoigné 

l'absence de cette mutation au cours de deux études publiées (Franco et al, 1998 ; 

Zoossmann-Diskin et al, 2008). De plus une hétérogénéité de la fréquence, au sein du même 

pays a également été signalée dans la population italienne, qui est caractérisée par 

l'augmentation de la mutation dans le Sud (3% à 7%) que dans le nord (2% à 5%) (Sottilotta 

et al, 2009). Cela souligne l'importance d'établir la fréquence de la prothrombine G20210A 

mutation dans les différents groupes ethniques. 

         La mutation G20210A de la prothrombine est apparue il y a 24000 ans 

approximativement. Sa forte prévalence chez les caucasiens mène à suggérer que la mutation 

a été acquis selon un effet fondateur chez la population caucasienne de l’Europe (Zivelin et 

al, 1998). Une deuxième hypothèse suggère que la région (Palestine / Israël) peut être le 

foyer de la mutation, qui s’est ensuite propagée en Europe et autres parties de la 

méditerranée. Cette région a connu beaucoup de mouvements de migration depuis le moyen 

âge et la période néolithique. En effet les Phéniciens sont apparus au Liban puis se sont 

déplacés vers de nombreuses villes de la côte méditerranéenne, suivis par les romains, les 

grecs, et plus récemment les ottomanes. 

          Ainsi la prévalence de cette mutation diffère selon les pays et les groupes ethniques, 

étant plus élevée dans les populations vivant sur les côtes de la mer Méditerranéenne 

(Jadaon, 2011b). La  mutation est trouvée à 2.9-6.5% chez les sujets sains de l’Espagne 

(Frances et al, 2006 ; Roldan et al, 2009), 1.0-3.1% chez les français (Leroyer et al, 1998 ; 

Reny et al, 2004), 2.3-5.7% chez les italiens (Martinelli et al, 2000 ; Cattaneo et al, 1999), 

2.6-3.9% chez les Tunisiens (Ameen et al. 2005) et 2.4-5.5% chez les Marocains (Mathonnet 

et al, 2002 ; They-They et al, 2012). 

        II.2.2. Association de la prothrombine G20210A à la MTEV  

          En raison de l'importance de la thrombine dans le système de la coagulation, une 
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production de la prothrombine en quantité très élevée dans le sang, peut entraîner une 

augmentation du risque de la coagulation du sang, une condition connue comme 

"l'hypercoagulabilité", qui habituellement se manifeste cliniquement par une maladie 

thromboembolique. Poort et al. ont effectué un séquençage d'ADN étendu sur le gène de la 

prothrombine (sur le chromosome 11) pour les patients atteints d’une MTEV inexpliquée. 

Ils ont trouvé une mutation faux-sens unique (guanine en adénine ; GA) à la position 

nucléotidique 20210, qui est présent dans la région 3’ non traduite du gène de la 

prothrombine (Poort et al, 1996). Cette mutation est considérée comme étant la seconde 

cause (en terme de fréquence) d’anomalie héréditaire prédisposant à un risque de MTEV. Le 

risque relatif est estimé de 2 à 7 fois plus élevé chez les porteurs (De Moerloose et al, 2000 ;  

Emmerich et al, 2001). 

          Dans notre étude ; la mutation G20210A de la prothrombine était inexistante au sein 

des patients et des témoins. Ainsi cette mutation seule ne semble pas constituer un facteur 

de risque de la MTEV dans notre population. Nos résultats concordent avec d’autres études 

notamment Lu et al. qui n’ont pas trouvé d’association entre la mutation et le risque de 

développer une embolie pulmonaire (Lu et al, 2002), en outre Salem B. et al. avaient prouvé 

que la mutation G20210A de la prothrombine ne contribue pas au risque de la thrombose 

veineuse cérébrale (Salem-Berrabah et al, 2012). 

D’autres études contradictoires ont montré que cette mutation contribue à la 

pathophysiologie de la thrombose en augmentant le risque d’une manière significative 

(Gurgey et al, 2001). Bedencic et al. ont montré que la mutation G20210A augmente le 

risque de récidive de la thrombose veineuse chez leur population d’étude (Bedenčič et al, 

2009). La fréquence élevée de la mutation G20210A trouvée chez les patients 

thromboemboliques dans deux autres études avec une fréquence allélique de 6.9% et une 

fréquence génotypique de 10.5% semble prouver cet effet (Kupeli et al, 2010 ; Tug et al, 

2011). 

          La plupart des cas décrits sont des formes hétérozygotes pour la mutation, les formes 

homozygotes étant rarement observées. Le risque de thrombose veineuse associé à 

l’homozygotie est donc inconnu actuellement. La mutation FII G20210A est plus 

fréquemment observée en cas de TVP d’un membre inférieur que supérieur (Quéré and 

Emmerich, 1997 ; Mercier et al, 2001) et des occlusions rétiniennes ont également été 

rapportées (Albisinni et al, 1998). 
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    II.3. Polymorphisme C677T de la MTHFR     

        II.3.1. Fréquence du polymorphisme C677T de la MTHFR 

          La prévalence du polymorphisme C677T de la MTHFR varie considérablement selon 

les populations (fréquence allélique : 0.06–0.59; une fréquence de la mutation homozygote : 

0–0.35) (Sadewa et al, 2002). La mutation semble étroitement liée au contenu des aliments 

en acide folique (De Bree et al, 2003 ; Rosenberg et al, 2002). En Europe (et aussi en Asie), 

il existe un gradient Nord-Sud avec une très forte prévalence dans les pays méditerranéens 

(Rosenberg et al, 2002 ; Pepe et al, 1998). Par exemple, en Espagne, la fréquence de l'allèle 

677T est plus élevée par rapport à son homologue sauvage (Pepe et al, 1998). En outre, un 

certain niveau de micro hétérogénéité est considéré dans certaines populations, notamment 

entre les parties du nord et du sud de l'Italie (les fréquences des allèles étant 0.448 et 0.556, 

respectivement) (Pepe et al, 1998). D'autre part, chez les Africains de la zone sub-saharienne, 

cette fréquence est parmi les plus basses dans le monde, ceci peut être dû aux maladies 

infectieuses et la malnutrition qui diminuent l'absorption intestinale d'acide folique 

(Rosenblatt and Whitehead, 1999). Cependant, dans leur étude des trois populations très 

éloignées (israélienne, japonaise et africaine du Ghana), Rosenberg et al. ont affirmé que 

cette altération génétique s’est produite sur un haplotype fondateur (Rosenberg et al, 2002). 

      Dans notre étude la fréquence hétérozygote et homozygote pour la mutation MTHFR 

C677T est observée chez 47% et 15% des témoins respectivement ; ces fréquences étaient 

similaires à celles d’une étude algérienne (Bourouba et al, 2008). En outre, l'incidence du 

génotype TT était plus élevée que les taux observés au Bahreïn et en l'Arabie Saoudite 

(Ameen et al, 2005), et était étroitement comparable avec ceux des communautés de 

l’Europe du Sud comme l'Espagne, la France, et l'Italie (Sacchi et al, 1997), et aussi avec 

ceux d’une étude en Tunisie (Ameen et al, 2005).  

        II.3.2. Association du polymorphisme C677T de la MTHFR à la MTEV  

          Dans notre étude les génotypes homozygotes et hétérozygotes du polymorphisme 

C677T de la MTHFR n’étaient pas associés à la maladie. L’association entre la mutation de 

la MTHFR et l’incidence des thromboses veineuses profondes (TVP) est largement débattue. 

Plusieurs études ont examiné cette relation, avec des résultats contradictoires. Alors que 

certains trouvent un risque de TVP augmenté chez les homozygotes pour la mutation C677T 

de la MTHFR, sans (Margaglione et al, 1998 ; Couturaud et al, 1999) ou avec (Cattaneo et 
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al, 1997 ; Fujimura et al, 2000) des facteurs de risques biologiques coexistant, d’autres ne 

l’observent pas (Ocal et al, 1997 ; Varela et al, 2011).   

         Nos résultats sont semblables à ceux obtenus par Lin et al., ID. Bezemer et al et E. 

Oger et al.  (Lin et al, 2000 ;  Bezemer et al, 2007 ;  Oger et al, 2006) et différent de ceux 

d’autres études (Gaustadnes et al, 1999 ; Berrut et al, 2003) ayant trouvé un lien indépendant 

avec la maladie. Toutefois ces associations restaient relativement faibles (OR<2).  

Une possible explication est que le risque attribuable à cette mutation est faible ou peut être 

masqué par d’autres facteurs thrombotiques connus. La variation des critères de sélection, 

d’une étude à l’autre, pourrait expliquer elle aussi la discordance des résultats, en particulier 

la différence du statut nutritionnel des populations étudiées, qui peut influencer la fréquence 

du déficit en folates, interférant avec l’expression phénotypique de la mutation. Notamment 

dans une méta-analyse de Den Heijer (Den Heijer et al, 2005) incluant 30 études 

européennes, 11 nord-américaines et 12 des différents autres pays, le risque thrombotique 

lié au génotype 677T de la MTHFR obtenu dans des études nord-américaines différent de 

ceux de l’Europe et autres pays. (Cattaneo et al, 1997 ; Klerk et al, 2002 ;  Quinlivan and 

Gregory, 2003). Outre l’influence de l’alimentation, la diversité des populations au cours des 

différentes études est une autre source probable de l'hétérogénéité des résultats, étant donné 

que des différences ethno-géographiques ont été démontrées dans la prévalence de ce 

polymorphisme (Hessner et al, 1999 ; Ray et al, 2001). 

         En résumé ; nos résultats montrent donc une association positive entre le facteur V 

Leiden et la TVP. Ceci n’est pas le cas pour les deux autres mutations. Ces résultats 

concordent avec certaines études déjà publiées qui montrent une association sélective entre 

le facteur V Leiden et la TVP, et non pas entre les mutations FII G20210A et MTHFR C677T 

et TVP (De Moerloose et al, 2000 ;  Domagala et al, 2002 ; Dowling et al, 2003).  

    II.4. Hyperhomocystéinémie 

        II.4.1. Fréquence de l’hyperhomocystéinémie 

         Nos résultats montrent un taux moyen d’Hcy plasmatique chez les témoins de 15.2 ± 

7.9 µmol/L, un taux similaire est trouvé dans une étude algérienne (Abdessemed et al, 2009) 

à Batna (14.69 ±  7.3  µmol/L). L’évaluation des taux plasmatiques de l’Hcy chez des 

populations saines a fait l’objet de nombreuses études ; ainsi Amouzou et al. (Amouzou et 

al, 2004) ont trouvé une fréquence de 62.3% d’HHC modérée chez les sujets sains dans des 

régions de l’Afrique de l’Ouest. Le principal déterminant était un déficit en folates, 
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augmentant 15.9 fois le risque d’avoir une HHC > 28 µmol/L, ceci est principalement 

expliqué par l’existence d’une forte prévalence de pauvreté dans ces régions. Nos résultats 

montrent que la moyenne d’Hcy plasmatique obtenue chez les témoins, était sensiblement 

proche de celle retrouvée en Europe (Meleady et al, 2003) et dans les pays voisins tels que 

la Tunisie (Souissi et al, 2006) et le Maroc (Laraqui et al, 2002) ou le régime alimentaire est 

de type méditerranéen. Par ailleurs dans le monde, les valeurs les plus basses ont été 

observées aux Etats Unis et au Canada (Faeh et al, 2006), ceci s’explique essentiellement 

par l’enrichissement depuis la fin des années 90, de leur alimentation en folates à titre 

préventif contre les maladies cadiovasculaires (Booth and Wang, 2000). D’autre part, des 

taux anormalement élevés, ont été observés chez des populations saines en Asie, notamment 

au Pakistan (Iqbal et al, 2005) , en Thaïlande (Leowattana et al, 2000) , en Iran (Ravari et 

al, 2009) et au sud de l’Inde (Sastry et al, 2000). Les auteurs incriminent le mode alimentaire, 

essentiellement à base de riz et relativement pauvre en légumes verts, fruits et viandes rouges 

dans ces pays. 

          Toutefois, lorsque l’environnement nutritionnel est équilibré et homogène tel que celui 

des pays occidentaux, le polymorphisme génétique particulièrement relatif à la mutation 

C677T de la MTHFR, pourrait devenir le principal déterminant de ces variations. Ainsi, il a 

été rapporté l’existence en Europe d’un gradient nord-sud des concentrations d’Hcy expliqué 

par la distribution des fréquences de l’allèle T du polymorphisme C677T MTHFR (Amouzou 

et al, 2004). 

        II.4.2. Corrélation de l’HHC avec l’âge  

          Dans notre étude, l’âge n’était pas un déterminant majeur de l’HHC au cours de la 

MTEV. Les résultats obtenus ont montré qu’il n’existe aucune corrélation significative entre 

les taux plasmatiques de l’Hcy et l’âge des patients de même pour les témoins. 

Ces résultats s'accordent avec ceux rapportés lors de la méta analyse de Den Heijer ou la 

majorité des études ont trouvé que la prévalence des HHC est plus élevées chez les patients 

d’âge relativement jeune (Den Heijer et al, 2005). Inversement dans deux autres études 

(Houcher et al, 2010 ; Hainaut et al, 2002), l’âge avancé constituait un déterminant majeur 

de l'HHC chez les patients atteints de TV. 

        II.4.3. Association de l’hyperhomocystéinémie à la MTEV  

          Comme un acide aminé soufré, l’Hcy est un produit intermédiaire dans le métabolisme 

des méthionines. L’hypothèse d’un lien indépendant entre l’hyperhomocysteinémie et la 
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MTEV a été investiguée dans plusieurs études, les résultats obtenus sont controversés (Ray, 

1998 ; Perry, 1999). En effet « in vitro» plusieurs études ont suggéré que l’Hcy interfère avec 

le système anticoagulant et fibrinolytique (Fryer et al, 1993 ; Rodgers and Conn, 1990). Il a 

également des effets néfastes sur les cellules de l'endothélium, en provoquant des dommages 

vasculaires, (Harpel et al, 1996)  

          Au cours de notre étude, l’analyse par régression logistique a montré que l’HHC 

n’était pas associée à la MTEV. Nos résultats concordent avec ceux de nombreuses études 

(Ravari et al, 2009 ; Brattström et al, 1991) ; bien que d’autres études épidémiologiques ont 

montré une association directe entre les niveaux d'homocystéine plasmatiques élevées et la 

maladie thromboembolique veineuse (Lu et al, 2002) . Dans une étude cas-témoins portant 

sur un ensemble de 14,916 hommes, qui étaient suivi pendant 10 ans dans une étude de 

Physician's Health Study. Les patients atteints des HHC n’exprimaient aucune augmentation 

du risque de la MTEV, mais ils étaient soumis à un risque accru de thrombose veineuse 

idiopathique (OR 3.4; P = 0.002) (Ridker et al, 1997). En 1998, une méta-analyse de 10 

études de type cas-témoins rapporte que huit d’entre eux ont trouvé que 

l’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque de thrombose veineuse en revanche les 

deux autres qui étaient en accord avec nos résultats ont apporté qu'il n'y a pas de relation 

entre hyperhomocystéinémie et la thrombose veineuse (Den Heijer et al, 1998). Des études 

prospectives de cohortes, ont donné des résultats contradictoires : Petri et al. (Petri et al, 

1996) et Cattaneo et al. (Cattaneo et al, 1999) n'ont pas trouvé d'association significative 

entre les niveaux élevés de tHcy et la thrombose veineuse. Dans une autre étude prospective 

de cohorte de 264 patients (Eichinger et al, 1998), le risque relatif de thrombose veineuse 

récidivante chez les patients avec HHC était de 2.7 (IC 95% 1.3 à 5.8). Dans une autre méta-

analyse de 24 études rétrospectives dont 3289 cas et 3 études prospectives, y compris 476 

cas (Den Heijer et al, 2005), Den Heijer et al. démontrent une association modeste entre 

l'homocystéine et la thrombose veineuse. 

          L'inconstance des données de la littérature sur la relation entre HHC modérée et le 

risque de thrombose est principalement liée à des questions méthodologiques et suggère la 

faiblesse d'une telle relation. En effet, dans certaines études, l’absence de significativité 

statistique peut être masquée par la prédisposition acquise ou génétique de la population 

saine à avoir des taux plasmatiques élevés d’Hcy. Dans une étude menée à Téhéran, H. 

Ravari et al. (Ravari et al, 2009) ont trouvé des taux élevés d’Hcy plasmatique chez les 
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témoins sains, de l’ordre de 17.6 ± 8.7 µmol/L, ces taux n’étaient pas statistiquement 

différents de ceux obtenus chez les patients atteints de thromboses veineuses, estimés à 18.6 

± 9.9 µmol/L.  

    II.5. Association des inhibiteurs de la coagulation à la MTEV   

          Plusieurs études ont indiqué que les anomalies du système de la coagulation et les 

facteurs de la fibrinolyse contribuent au risque de thrombose (Koeleman et al., 1997), 

(Koster et al, 1995). Les résultats de cette étude montre que le déficit en protéine S est un 

facteur de risque de la MTEV, ceci est en accord avec des études réalisées sur la population 

chinoise au Taiwan (Shen et al, 2000). Le risque relatif de thrombose exprimé en odds ratio 

est resté significatif après ajustement pour l'âge et le sexe pour le déficit en protéine S et 

demeure statistiquement non significatif pour le déficit en protéine C. La fréquence du déficit 

en protéine S indiqué dans la présente étude est très élevée en comparaison aux résultats 

d'études antérieures dans les pays arabes où la prévalence est estimée à 6.1% chez les Arabes 

du Koweït (Mohanty et al, 1996), 2.3 % chez les jordaniens (Eid, 2001), et 2.8 % en Israél 

(Ben-Tal et al, 1989).  

          Chez les caucasiens présentant la MTEV, la prévalence des inhibiteurs de la 

coagulation est approximativement 5-7% (De Stefano et al, 1996 ; Franco and Reitsma, 

2001 ; Margaglione and Grandone, 2011), alors qu'elle est significativement plus élevé chez 

les chinois, les thaïlandais et les japonais (Angchaisuksiri et al, 2007 ;  Chen et al, 2003 ;  

Shen et al, 2000). 

          Dans notre étude la prévalence des déficits en inhibiteurs physiologiques de la 

coagulation est de 18.8%. Cette fréquence est plus élevée par rapport aux études européennes 

et comparable avec une étude antérieure menée en Algérie (Chafa et al, 1993). En revanche 

nous n’avons pas dépisté de déficit en ATIII ; par conséquent il n'est pas associé au risque 

de thrombose. Un constat similaire a été rapporté dans une étude de Leiden thrombophilia 

(Van der Meer et al, 1997).  

 III. Etude d’interaction  

     III.1. Interaction géne-géne 

          La MTEV est plurifactorielle , elle est le résultat d’une combinaison des facteurs de 

risque acquis et génétiques , et dans certains cas elle peut associer plusieurs facteurs 

constitutionnels de la coagulation. Il a été démontré que la co-existence des mutations 

prothrombotiques a un effet aggravant sur le risque de la MTEV, l'âge de l’apparition et la 
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gravité des symptômes cliniques. Ainsi, l'identification des mutations prothrombotiques 

associées chez un individu peut avoir des implications thérapeutiques pour la décision 

concernant la durée du traitement anticoagulant. 

Plusieurs études démontrent que l'augmentation du risque thrombotique est conféré par la 

coexistence de plus d'une mutation génétique prothrombotique (Franchini and Mannucci, 

2008). Au sein de notre population malade deux cas portaient un déficit en protéine C et la 

mutation hétérozygote du FVL ; ainsi du fait de notre faible effectif on n’a pas pu étudier 

l’effet d’augmentation du risque de la maladie. L’équipe de Gandrille et al. a prouvé que 

l’association du déficit en protéine C et la mutation Leiden du facteur V confère un gain de 

fonction au FVL chez les personnes thromboemboliques en comparaison à une population 

témoin (Gandrille et al, 1995). De même, Koeleman et al. ont constaté qu'environ les deux 

tiers des membres de la famille hétérozygotes pour le déficit en protéine C et le facteur V 

Leiden développent la MVTE, en comparaison avec un tiers qui sont seulement 

hétérozygotes pour le déficit en protéine C (Bertina et al, 1994). 

          D’un autre côté, l’étude de l’effet d’interaction a révélé que les polymorphismes CT 

ou TT de la MTHFR ne contribuent pas significativement (P= 0.95) à l’augmentation du 

risque de thrombose lié aux polymorphismes GA ou AA du FVL. Ceci a été confirmé par 

une méta-analyse ayant prouvé qu’il n’existe pas d’interaction évidente entre le facteur V 

Leiden et l’hyperhomocysteinémie ou la mutation C677T de la MTHFR dans la MTEV 

(Keijzer et al, 2007). 

    III.2. Interaction géne-environnement 

          Les données de la littérature rapportent que la mutation MTHFR augmente le risque 

d’avoir une HHC mineure ou intermédiaire d’environ 10 fois plus et ce par altération de la 

voie de reméthylation de l’Hcy (D’Angelo et al, 2003). Dans la présente étude, chez le 

groupe des malades, la comparaison des taux moyens d’Hcy par génotype MTHFR montrent 

que les taux plasmatiques d’Hcy sont significativement élevés chez les génotypes 

homozygotes TT comparativement à ceux hétérozygotes CT et normaux CC. La mutation 

homozygote TT constitue ainsi un déterminant des HHC. 

Toutefois, chez les témoins, ces élévations n’avaient pas atteint un seuil statistiquement 

significatif. Ceci signifie que la mutation C677T de la MTHFR à elle seule n’explique pas 

les HHC observés chez nos témoins. Nos résultats sont contradictoires avec ceux rapportés 

par d’autres auteurs (Ünlü et al, 2005 ; Pereira et al, 2004), cependant on est en accord avec 
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plusieurs études (Gaustadnes et al, 1999 ; Lin et al, 2000 ; Cattaneo et al, 1997) ayant trouvé 

que la mutation TT homozygote de la MTHFR investiguée n’était pas associée à la 

thrombose veineuse profonde, mais elle exprimait des niveaux plasmatiques de Hcy plus 

élevés en comparaison aux génotypes CC ou CT. Ceci est conforme à la notion que les deux 

facteurs congénitaux et acquis affectent les niveaux d’Hcy plasmatiques (Frosst et al, 1995 ; 

Kang et al, 1988).  

IV. Évaluation du rôle de la mutation du JAK2-V617F et les mutations de 

la CALR chez les patients thrombotiques  

         Les anomalies de thrombophilie ont été diagnostiquées chez seulement 21% des cas, 

c’est pourquoi la présente étude étend ses données en analysant la mutation JAK-V617F et 

les mutations de la CALR en suggérant d’autres mécanismes dans la pathogenèse des 

événements thrombotiques veineux. 

    IV.1. Mutation JAK2-V617F 

         Au cours des dernières années, un grand nombre d’études ont investigué la prévalence 

de la mutation somatique du JAK2-V617F dans des études rétrospectives de cohorte chez 

les patients avec des thromboses artérielles et veineuses inexpliquées (Ugo et al, 2008 ;  

Remacha et al, 2007). Il n’est toujours pas évident si cette mutation est associée à un risque 

de la MTEV (Kralovics et al, 2005 ; Wolanskyj et al, 2005 ; Antonioli et al, 2005 ; Cheung 

et al, 2006 ; Tefferi et al, 2006). 

          Dans notre étude seulement un seul cas portait l’allèle mutant du JAK2-V617F (avec 

un taux de 15%) sur un échantillon pris au moment de l’accident thrombotique de la veine 

porte. Le patient ne présentait aucun signe du syndrome myéloprolifératif et il n’exprimait 

pas une augmentation du nombre des cellules sanguines. La fréquence de la mutation  JAK2-

V617F est estimée à 0.8%, ceci est concordant avec les études ayant évalué la mutation chez 

des patients avec une thrombose sur différentes localisations (thrombose des membres 

inférieurs, embolie pulmonaire, et l’occlusion de la veine rétine ); les auteurs ont trouvé une 

absence ou une fréquence très diminuée de la mutation (0.1–3%) (Colaizzo et al, 2007 ; 

Regina et al, 2007 ; Remacha et al, 2007 ; Za et al, 2009 ; Rossi et al, 2007 ; Pardanani et 

al, 2008). Plusieurs autres études ont investigué l’association de la mutation JAK2-V617F à 

la thrombose de la veine cérébrale ; la prévalence était assez faible allant de 0% à 6% (Rossi 

et al, 2007 ; Bellucci et al, 2008 ; De Stefano et al, 2008 ; Xavier et al, 2008 ; Passamonti et 

al, 2012). Il ressort également de la présente étude le taux diminué de la mutation quantifiée 
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chez le patient d’intérêt (15%); d’autres études ont trouvé des taux de la mutation allant de 

12% à 74% chez des patients présentant une thrombose de la veine splanchnique (Patel et 

al, 2006 ; Primignani et al, 2006 ; Colaizzo et al, 2007 ; De Stefano et al, 2007 ; McMahon 

et al, 2007 ; Regina et al, 2007 ; Bayraktar et al, 2008 ; Goulding et al, 2008 ; Kiladjian et 

al, 2008 ; Xavier et al, 2010). Ce large intervalle est expliqué par plusieurs facteurs , 

notamment l’hétérogénéité des critères d’inclusion , le faible effectif des patients, la 

différence de  sensibilité des techniques de dosage utilisées et la différence des types 

d’échantillons biologiques utilisés pour l’analyse (Xavier et al, 2011).  

          La mutation JAK2-V617F est absente chez les témoins, ceci s’accorde aux résultats 

des différentes études (Colaizzo et al, 2007 ; Primignani et al, 2006). De manière 

surprenante, dans deux études dont l’une chinoise et l’autre indienne, cette mutation a été 

détectée sur des échantillons de sang de près de 1% et 0,5% respectivement; chez des sujets 

sains (Xu et al, 2007 ; De et al, 2012). 

          On pourrait faire valoir que l'identification de la mutation JAK2 V617F chez les 

patients atteints de thrombose veineuse inexpliquée pourrait aider à diagnostiquer les SMPs 

atypiques ou occultes. Seulement le suivi des cas porteurs de la mutation pourrait confirmer 

ou infirmer cette hypothèse. Pardanani et al, (Pardanani et al, 2008) ont fait le suivi de 6 cas 

positifs pour la mutation JAK2-V617F dont aucun ne présentaient un SMP ou une thrombose 

récurrente pendant une durée de 40mois .En revanche d’autres études ont rapporté une 

progression de 25% vers une thrombocytémie essentielle ou la polyglobulie de vaquez chez 

les patients avec une thrombose de la veine splanchnique après un suivi de 7 à 87 mois (Patel 

et al, 2006). Dans notre étude le cas porteur de la mutation JAK2-V617F est décédé 3mois 

après le premier prélèvement sanguin. Il a été signalé que la mortalité est fortement liée à 

l'état clinique de la maladie sous-jacente et pas seulement à des complications locales du 

système veineux portal, suggérant ainsi une charge interdisciplinaire de ces patients 

(Colaizzo et al, 2013).  

          Notre observation confirme des données précédentes (Colaizzo et al, 2007) qui ont 

trouvé la mutation positive chez les patients avec une thrombose de la veine splanchnique, 

et chez aucun des patients dans d’autres localisations. Ceci suggère l’intérêt du screening de 

cette mutation chez ces patients qui devraient être suivi pour le développement ultérieur d’un 

SMP. En outre une méta-analyse évaluant l’association de la mutation  JAK2 V617F à la 

thrombose veineuse (Dentali et al, 2009); les auteurs ont trouvé aussi que la mutation était 
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absente voire rare chez les patients ayant une thrombose des sites communs  (thrombose 

veineuse profonde des membres inférieurs et l’embolie pulmonaire), suggérant ainsi que le 

screening de cette mutation n’est pas recommandé pour les thromboses veineuses profondes 

de ces localisations. 

          Le mécanisme par lequel la mutation JAK2 V617F contribue à un état 

d’hypercoagulabilité de la MTEV sans aucun SMP manifeste n’est pas clair ; Xavier et al. 

ont suggéré que la mutation pourrait affecter les voies impliquées dans l'activation du 

système hémostatique (Xavier et al, 2011). La mutation JAK2 V617F était associée à une 

augmentation accrue des plaquettes et de leur activation (Arellano-Rodrigo et al, 2006) et 

ainsi d’augmentation de l’expression des marqueurs de l’hypercoagulation (Falanga et al, 

2007). L'activation des neutrophiles et une formation accrue d'agrégats plaquettaires 

neutrophiles ont été retrouvées dans la PV et les patients atteints de TE (Falanga et al, 2000). 

Les leucocytes activés peuvent promouvoir la formation d’une thrombose en libérant les 

granules et la formation d'agrégats de plaquettes. Dans notre étude, il n'y a eu aucune 

augmentation dans les leucocytes et les plaquettes au moment de l'admission. Ceci suggère 

que la thrombose peut se produire non seulement en raison d'une augmentation de la 

prolifération des cellules du sang et par conséquent une augmentation de la viscosité du sang, 

mais peut aussi être due à l'activation des plaquettes et des neutrophiles, même sans une 

augmentation de leur nombre (De et al, 2012). 

          Il doit être pris en considération que le cas positif de notre étude peut-être tout 

simplement mal-diagnostiqué, en raison des difficultés de l'application des critères d’un 

diagnostic classique du SMP. Le sujet n'a pas eu une mesure de la masse des globules rouges 

au moment de la thrombose, et il n’avait pas subi une biopsie de la moelle osseuse, qui est 

considérée comme une importante source d'informations pour le diagnostic d’un SMP (Chait 

et al, 2005 ; Brière, 2006). Par conséquent ceci constitue une limite de l’étude. 

    IV.2. Mutations de la calréticuline 

         La présente étude est la première en Algérie, et parmi les premières au monde à évaluer 

la fréquence des mutations de la CALR chez les patients thrombotiques. La découverte 

récente des mutations dans le gène de CALR chez une proportion des patients atteints d’un 

SMP et négatifs pour JAK2 V617F, pourraient suggérer qu’elles jouent également un rôle 

dans le risque de thrombose. Aucun des patients ne portaient les mutations CALR de 

l’exon9 ; donc elles ne sont pas associées au risque de thrombose au sein de notre population 
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d’étude. Haslam et Langabeer ont rapporté des résultats similaires dans leur étude , ils ont 

prouvé que la présence des mutations de la CALR n’est pas associée à la survenue de la 

thrombose veineuse splanchnique (Haslam and Langabeer, 2014). Cependant, dans une 

étude récente chez les patients espagnols ; F. Turon et al. ont évalué le rôle des mutations de 

la calréticuline dans le diagnostic étiologique de la thrombose veineuse splanchnique. Ils ont 

indiqué que la mutation JAK2 V617F doit être évaluée en premier et, si elle est négative, les 

mutations de CALR devrait également être étudiées (Turon et al, 2015). L'absence des 

mutations de CALR chez les patients thrombotiques, peut être le reflet de la taille de la 

population d'étude ainsi ça nous incite à la vérification de ces résultats requis sur des études 

de cohortes.  
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Conclusion et perspectives  

          La MTEV est une maladie multifactorielle dans laquelle la composante génétique est 

importante. Au cours de notre étude nous appuyons l'idée que le FV Leiden et le déficit en 

protéine S sont des facteurs de risque prothrombotiques indépendants, et qui peuvent devenir 

cliniquement pertinents lorsqu'ils sont associés à d'autres facteurs de risque génétiques et 

acquis. Le dépistage de ces facteurs génétiques chez les patients thrombophiliques de l’Est 

Algérien est donc fortement recommandé.  

          Nous n’avons pas déterminé le risque de la maladie thromboembolique veineuse 

associée à la mutation G20210A de la prothrombine et au déficit à l'antithrombine III ; parce 

qu'ils sont inexistants dans notre population. L’étude d’association du déficit en protéine C 

à la MTEV est non significative. Etant donné que nous avons détecté des cas déficitaires au 

sein de notre population d’étude et que le risque de la maladie varie en fonction des facteurs 

de risque examinés : le bilan doit rechercher la présence d’éventuels cas déficitaires en 

protéine C.  

Cette étude a montré qu'il n’y avait pas d’association significative entre la mutation C677T 

de la MTHFR, hyperhomocystéinémie et le risque de thrombose veineuse ; ceci confirme 

que le risque de la maladie est influencé par l'interaction avec d'autres facteurs 

prothrombotiques.  De plus, la mutation C677Tde la MTHFR n’augmente pas le risque de 

la maladie même lors de son association avec la mutation Leiden du facteur V ; montrant 

ainsi qu'il n'y a aucune justification pour le génotypage de la variante MTHFR C677T à des 

fins cliniques. 

          Nous avons également démontré dans cette étude et pour la première fois, l’utilité de 

la mutation somatique de JAK2 V617F et les mutations de la calréticuline dans le bilan d’une 

thrombophilie acquise. Ces mutations sont des causes moins fréquentes de la MTEV dans 

notre population. Ainsi, des tests de routine pour ces mutations est déconseillée. Cependant, 

des études réalisées sur un échantillon plus large semblent nécessaires afin de confirmer leur 

intérêt à reconnaître les patients thrombotiques qui devraient être soigneusement observés 

pour le développement ultérieur d’un syndrome myéloprolifératif surtout dans les cas des 

thromboses de la veine porte. 

          Malgré l’importance des résultats de nos travaux, il reste toujours des insuffisances à 

prendre en considération dans notre perspective ; à savoir : 
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1. Augmenter la puissance statistique par l’augmentation du nombre d’échantillons 

(patients/témoins). 

2. L’intérêt d’associer le génotype au phénotype par une exploration moléculaire des 

mutations responsables des déficits en protéine C et protéine S. 

3. Investiguer les autres mutations du facteur V responsables ou non d’une résistance à la 

protéine C activée et leur association au risque de thrombose notamment le FV-HR2 à six 

polymorphismes ayant montré son intérêt et son association à la maladie avec des résultats 

contradictoires. 

4. En se basant sur les résultats préliminaires de cette étude et étant donné que la 

physiopathologie des événements thrombotiques reste peu connu, nous suggérons une étude 

plus approfondie sur un échantillon plus large traitant l’implication de la mutation JAK2 

V617F, les mutations de la calréticuline et celles des récepteurs de la thrombopoïétine MPL 

515 dans le risque de thrombose. Aussi un suivi des patients positifs permet de tirer leur 

intérêt dans la suspicion d’un syndrome myéloprolifératif.   

          L’intérêt de ces études reste toujours important pour mieux comprendre le mécanisme 

physiopathologique des maladies multifactorielles, de proposer des nouvelles cibles 

thérapeutiques préventif et curatif. Il apparaît nécessaire d’en connaître les facteurs de risque 

et d’identifier les patients à haut risque afin de limiter son incidence et sa mortalité. 
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Annexes 
 



 ANNEXE I 

Tableau 1 : Les différents effets de l’HHC sur l’endothélium et l’hémostase (Hirmerová, 2013). 

 

L’endothélium vasculaire Dysfonctionnement endothéliale 

- Altération de la vasodilation endothéliale 

- Un phénotype pro-inflammatoire et pro-

thrombotique de l’endothélium 

Les plaquettes  Augmentation de la synthèse du thromboxane 

Augmentation de la réactivité plaquettaire 

La fibrinolyse  Altération de la fibrinolyse 

- Diminution de la liaison de l’activateur tissulaire du 

plasminogène (tPA) 

- Diminution de la génération du plasmine 

- Augmentation du niveau de TAFI  

Les facteurs et les inhibiteurs 

naturels de la coagulation 

Augmentation de la synthése du facteur tissulaire 

Diminution de l’activité du facteur VII 

Diminution de l’inactivation du facteur Va 

Augmentation de l’activation du facteur V 

Diminution de l’activité de l’antithrombine 

Augmentation de la génération de thrombine 

Modification du fibrinogéne 

Inhibition de l’activité de thrombomoduline 

Inhibition de l’activation de la protéine C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE II 

FICHE DE RENSEIGNEMENT DU PATIENT 

I ) Données relatives au patient 

N° dossier : …..                        Service :…………..           Médecin traitant :…………………….. 

Nom/ Prénom :……………………………………..          Origine (région) :……………………... 

Age :……                                  Profession :……………   Adresse/tél. : 

II) Données sur le mode de vie 

Tabagisme :         Oui :               Non :               Nbre de cigarettes/jour :     

Grossesse en cours :    Oui :               Non :                Post partum :      Oui :               Non :                 

Notion d’avortement à répétition :     Oui :                   Non :          Nombre d’avortements :……………   

Contraception / oestroprogestatifs :     Oui :             Non :           Nature et durée :……………………….. 

Poids :……..                                     Taille : ………                                 Tour de taille : ………………… 

Obésité : Oui :               Non :          Notion d’immobilisation ou d’un voyage long : Oui :        Non :          

III) Terrain pathologique 

Localisation de la thrombose veineuse :……………………… 

Antécédents personnels de la thrombophlébite :   Oui :               Non :               Nombre de 

récidive :…..................                     Date ou âge du 1er épisode……………………………. 

Antécédents familiaux de la thrombophlébite :    Oui :               Non :            Nombre des sujets atteints :…..           

   Premier degré                          Deuxième degré 

  Phlébite                                         Embolie pulmonaire                                       Fausses couches 

Présence de pathologies associées 

   Maladies rénales :   Oui :               Non :                Diabète : Oui :               Non :             

   Maladies cardiovasculaires :   Oui :              Non :              HTA                  IDM                  AVC 

   Maladies hépatique : Oui :               Non :                       

  Syndromes inflammatoires : Oui :         Non :         Syndrome des antiphospholipides : Oui :        Non :                  

  Autres (préciser) :…………………………….. 

Prise actuelle de thérapeutique 

Antiépileptique :    Oui :               Non :               Antilipémiants :    Oui :               Non :                              

Antidiabétiques oraux :    Oui :               Non :                

Autres (préciser) :…………………………….. 

IV) Traitement de la thrombose veineuse : 

Médicaments utilisés :………….                                                  Durée du traitement :……………. 

 



ANNEXE III 

Fiche de recrutement des témoins 

 

 Code : …..                         

 Nom/ Prénom :……………………………………..           

 Age :……   

 Origine (région) :……………………...                          

  Profession :……………    

  Adresse/tél. :………………….. 

Poids :……..                                     Taille : ………                                 Tour de taille : ………………… 

Tabagisme : Non             Oui 

Grossesse en cours :    Oui :               Non :                Post partum :      Oui :               Non :                 

Contraception / oestroprogestatifs :     Oui :             Non :           Nature et durée :……………………….. 

 

Histoires des maladies cardiovasculaires (AVC, IDM, TV) :      Non                   Oui 

            Antécédents personnels :       Non                  Oui 

            Antécédents familiaux :         Non                  Oui           

 

Présence de pathologies……………………………………………………………………………………….. 

…………………………………………………………………………………………………………………. 

 

Prise actuelle de thérapeutiques……………………………………………………………………………… 

…………………………………………………………………………………………………………………. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE IV 

Centre Hospitalier Universitaire Ben Badis de Constantine 

Laboratoire de biologie et génétique moléculaire  

Laboratoire de biochimie  

Identification du patient 

Nom :                                      Prénom : 

Date de naissance : 

N˚ du prélèvement : 

Adresse : 

Tél : 

 

CONSENTEMENT 

Je soussigne, sus nommé, reconnais avoir été informé (e) par :…………………… sur les examens des 

caractéristiques génétiques qui seront réalisées, dans un but diagnostic et/ou de recherche, à partir : 

        Du prélèvement qui m’a été effectué                       A visée diagnostique 

                                                                                          A visée de recherche 

Je donne mon consentement pour ce prélèvement et je reconnais avoir reçu l’ensemble des informations, 

permettant la compréhension de cet acte biologique et sa finalité. 

Fait à ……………….. Le …………………………                                           Signature 

 

ATTESTATION 

Je certifie avoir informé le (ou la) patient (e) sus 

nommé (e) sur les caractéristiques de la maladie 

recherchée, les moyens de la détecter, les 

possibilités de prévention et de traitement, et avoir 

recueilli le consentement du (ou de la) patient (e).  

 

 

 

Signature et cachet 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE V 

1. La composition de la trousse du dosage de l’homocystéine 

Cartouche de billes Homocystéine (L2HO12) : 200 billes revêtues de S-adenosyl-L-homocystéine stable à 

2-8 °C jusqu’à la date de péremption. 

Cartouche –Réactif Homocystéine (L2HOA2) : une cartouche contenant 3 réactifs :  

   - 15.5 ml de S-adenosyl-L-homocystéine hydrolase bovine dans un tampon avec conservateur.  

   - 18.5 ml de dithithreitol (DTT) dans un tampon.  

   - 11.5ml d’anti-SAH marqué à la phosphatase alcaline (intestins de veau) dans un tampon.  

2. La composition du coffret STA® - Stachrom® Protéine C 

Chaque coffret du STA® - Stachrom® Protéine C contient deux réactifs : 

Réactif 1 : fraction hautement purifiée de venin d’Agkistrodon contortrix contortrix capable d’activer 

spécifiquement la protéine C. 

Réactif 2 : substrat chromogéne CBS 42.46. 

3. La composition du coffret STA® - Staclot® Protéine S 

Chaque coffret du STA® - Staclot® Protéine S contient trois réactifs : 

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

Réactif 2 : protéine C activée humaine, lyophilisé. 

Réactif 3 : préparation contenant du facteur Va bovin, lyophilisé. 

4. La composition du coffret STA® - Stachrom® AT III 

Chaque coffret du STA® - Stachrom® AT III contient trois réactifs : 

Réactif 1 : thrombine bovine lyophilisé. 

Réactif 2 : substrat chromogéne CBS 61.50 lyophilisé. 

Réactif 3 : solvant contenant de l’héparine. 

5. La composition du coffret STA® - Staclot® APC-R 

Chaque coffret du STA® - Staclot® APC-R contient cinq réactifs : 

Réactif 1 : plasma humain immunodéplété en facteur V et enrichi en phospholipides, lyophilisé. 

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

Réactif 3 : réactif contenant de la protéine C activée d’origine humaine en milieu calcique, lyophilisé. 

Réactif 4 : plasma humain normal, citraté, lyophilisé, utilisé comme contrôle négatif. 

Réactif 5 : plasma humain citraté, lyophilisé, utilisé comme contrôle positif.  

 

 

 



ANNEXE VI 

 

Technique d’extraction d’ADN  

1. Préparation des leucocytes :  

- Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter à 50 ml avec du TE 20:5, laisser 10 mn dans la 

glace.  

- Centrifuger 10 mn à 3900 tpm  

- Jeter le surnageant  

- Ajouter quelques ml de TE 20:5 au culot et le remettre en suspension  

- Compléter à 25 ml avec du TE 20:5 et laisser 10 mn dans la glace  

- Centrifuger dans les mêmes conditions  

- Jeter le surnageant : obtention d’un culot leucocytaire  

2. Extraction de l’ADN :  

- Transvaser le culot des leucocytes dans un tube falcon de 15 ml  

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse en dilacérant le culot  

- Ajouter 200 μl de SDS à 10%  

- Ajouter 100 μl de protéinase K à 10 mg/ml  

- Agiter le tube sur une roue à 27 °C une nuit  

- Le lendemain, refroidir dans la glace  

- Ajouter 1 ml de NaCl 4 M et agiter vigoureusement à la main  

- remettre 5 mn dans la glace (précipitation des protéines)  

- Centrifuger 15 mn à 2500 tpm  

- Transvaser le surnageant dans un tube falcon de 50ml, ajouter deux fois son volume d’éthanol absolu 

préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : la pelote d’ADN se 

forme  

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer deux fois dans l’éthanol à 70 %  

- Mettre la pelote dans un tube nunc de 1.5ml. 

3. Solubilisation :  

- Ajouter entre 300 et 1000 μl d’eau distillée stérile selon la grosseur de la pelote.  



- Laisser une nuit sur agitateur rotateur à 37°C, puis à température ambiante jusqu’à dissolution complète (1 

à 2 jour).  

Préparation des solutions utilisées pour l’extraction d’ADN  

1. TE 20 :5 : (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5)  

- Tris : 2,422 g/l  

- EDTA : 1,86 g/l  

- Ajuster le pH avec Hcl 1 N  

 

2. Tampon de lyse :  

- NaCl 400 mM  

- EDTA 2 mM  

- Tris 10 mM  

- pH 8,2  

 

Préparation du TBE 10X et 1X  

1. TBE 10X  

- Tris 108 g  

- Acide borique 55 g  

- Ajuster le PH à 8,3 avec l’acide acétique glacial  

- EDTA 9.3 g  

- QSP H2O pour 1L  

2. TBE 1X  

- 100 ml de TBE 10X  

- 900 ml H2O  

 

 

 

 

 

 

 



ANNEXE VII 

Validation des contrôles 

La validation de l’expérience se fait via l’analyse de quatre contrôles négatifs (0% WT, 0%VF, H2O WT, 

H2O VF), trois contrôles positifs (100% WT, 100% VF, et le contrôle maison JAK2) 

0% WT=100%VF et 0%VF=100%WT 

1. Contrôles négatifs  

Amplification avec H2O (mix WT)            Oui             run non valide 

            Non 

Amplification avec H2O (mix VF)            Oui             run non valide 

            Non 

Cp < 40 pour 100% VF (mix WT)             Oui             run non valide 

            Non 

 Cp < 40 pour 100% WT (mix VF)            Oui             run non valide 

 

2. Contrôles positifs 

 %VF (100% WT) < 0.3%                          Non             run non valide 

           Oui 

%VF (100% VF) > 99.7%                         Non             run non valide 

           Oui  

LBC < %VF contrôle maison < LCH         Non             run non valide 

LBC : limite de confiance basse 

LCH : limite de confiance haute 

 

Interprétation des résultats  

Quatre cas peuvent se présenter en fonction du nombre total de copies (NTCOP) 

1. NTCOP < 5000 et %VF ≤ 0.3%                                 non interprétable 

2. NTCOP < 5000 et %VF > 0.3%                                 non quantifiable 

3. NTCOP > 5000 et %VF ≤ 0.3%                                  homozygote sauvage 

4. NTCOP > 5000 et %VF > 0.3%                                  % calculé des mutés 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé 

      La MTEV est une maladie multifactorielle dans laquelle la composante génétique est 

importante. La majorité des facteurs génétiques affectent les fonctions de la voie naturelle 

de l’anticoagulation par la protéine C, cependant des études récentes suggèrent le rôle des 

facteurs de l’hématopoïèse dans l’étiologie de la maladie. 

L'objectif de l'étude était de déterminer le risque de la MTEV lié aux polymorphismes 

génétiques (G1691A du facteur V Leiden, G20210A de la prothrombine, C677T de la 

MTHFR), déficits en inhibiteurs physiologiques de la coagulation (protéine C, protéine S et 

l’antithrombine III) et à l’hyperhomocystéinémie dans une population de patients 

thrombotiques par rapport à une population témoin. D’une autre part notre étude tend à 

évaluer les mutations du JAK2-V617F et la CALR chez les patients thrombotiques de l’est 

algérien. 

Méthodes : 121 patients et 146 témoins ont été recrutés au cours de cette étude. Les 

polymorphismes (G1691A du facteur V Leiden, G20210A de la prothrombine, C677T de la 

MTHFR) ont été génotypés par une PCR-RFLP. Les mutations du JAK2 V617F et la 

calréticuline sont analysées par q-PCR et PCR suivi d’un séquençage par électrophorèse 

capillaire respectivement.  Le taux des inhibiteurs de la coagulation et de l’homocystéine a 

été déterminé par l’appareil Stago et l’Immmulite 2000 respectivement ensuite les déficits 

constitutionnels ont été identifiés.  

Résultats : Parmi les sujets recrutés personne ne portait un déficit en antithrombine III et les 

mutations de la calréticuline et G20210A de la prothrombine. Seulement un seul patient 

identifié positif pour la mutation JAK2 V617F avec un taux de 15%. L’analyse univariée 

résulte à une association significative de la mutation (GA/AA) du facteur V Leiden (OR=9.4, 

95% CI =2.1; 42.3, P=0.003), et du déficit en protéine S (OR = 16.9, 95% CI =2.1; 132.8, 

P=0.007) à la MTEV. L’association demeure significative même après ajustement pour l’âge 

et le sexe à l’analyse multivariée. L’odds ratio du déficit en protéine C’était légèrement élevé 

(OR = 6.4, 95% CI = 0.7 ; 55.5), cependant il n’est pas statistiquement significatif (P =0.091). 

En outre cette étude a montré qu'il n’y avait pas d’association significative entre la mutation 

C677T de la MTHFR, hyperhomocystéinémie et le risque de thrombose veineuse 

Conclusion : Notre étude appuie l'idée que le FV Leiden et le déficit en protéine S sont des 

facteurs de risque prothrombotiques indépendants chez la population de l’est algérien. Les 

mutations somatiques du JAK2 V617F et la calréticuline sont des causes moins fréquentes 

de la MTEV, ainsi leur introduction aux tests de routine n’est pas recommandée.  

       

Mots clés : polymophismes génétiques, maladie thromboembolique veineuse, 

thrombophilie, hypperhomocystéinémie, C677T de la MTHFR, JAK2-V617F, calréticuline, 

hémostase.  



tcartsbA  

          Venous thromboembolism (VTE) is a multifactorial disease in which the genetic 

component is important.Many genetic risk factors have been identified for causing VTE. 

Most of them affect the function of natural anticoagulant pathways, particularly the protein 

C system, although recent studies suggest a role of components of the hematopoietic 

pathway in the etiology of venous thrombosis.  

The aim of the study is to determine the risk of VTE associated with (prothrombin 

G20210A, factor V Leiden G1691A, MTHFR C677T) polymorphisms, (protein C, protein 

S, antithrombin III) deficiencies and hyperhomocysteinemia in a population of thrombotic 

patients compared to a control population. On the other hand, our study tends to evaluate the 

status of JAK2V617F and calreticulin mutations among thrombotic patients in eastern 

Algeria. 

Methods:  121 cases with VTE and 146 healthy controls were recruited in this study. 

Polymorphisms of FVL G1691A, prothrombin G20210A and MTHFR C677T were 

genotyped by PCR-RFLP. JAK2-V617F and calreticlin mutations were analysed by q-PCR 

and PCR followed by capillary electrophoresis sequencing respectively. The rate of 

coagulation inhibitors and tHcy levels were determined by Stago and immmulite 2000 

instruments respectively; then hereditary deficiencies were identified.  

Results: Of all cases and controls, none was a carrier of the antithrombin III deficiency, 

prothrombin gene G20210A and calreticulin mutations. Only one case reported having a 

positive JAK2 mutation (mutant allele burden was 15%). The univariate analysis results in 

a significant association of the mutation (GA / AA) of factor V Leiden (OR = 9.4, 95% CI 

= 2.1, 42.3, P = 0.003) and protein S deficiency (OR = 16.9, 95% CI = 2.1; 132.8, P = 0.007) 

in VTE. The association remained significant even after adjustment for age and sex in the 

multivariate analysis. The odds ratio of protein C deficiency was slightly higher (OR = 6.4, 

95% CI = 0.7, 55.5), however it is not statistically significant (P = 0.091). In addition, this 

study showed that there was no significant association between MTHFR C677T mutation, 

hyperhomocysteinemia and risk of venous thrombosis 

Conclusion: Our study supports the idea that the FV Leiden and protein S deficiency are 

independent prothrombotic risk factors in the population of eastern Algeria. The somatic 

mutation of JAK2 V617F and calreticulin are less frequent causes of VTE, thus routine 

testing for these mutations is not recommended. 

Key words: gene polymorphisms, venous thromboembolism disease, thrombophilia, 

hyperhomocysteinemia, MTHFR C677T, JAK2-V617F, calreticulin, hemostasis. 
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 تلخيص

 الجلطات الدموية الوريدية هو مرض متعدد العوامل حيث ان المكون الجيني من اهم العوامل لهدا المرض. معظم العوامل

مل تكون لى دور عواتخثر للبروتين سي ومع ذلك، تشير الدراسات الحديثة إلالوراثية تؤثر على وظائف الطريقة الطبيعية 

 الدم في تسبيب هذا المرض

من هذه الدراسة هو تحديد خطر الجلطات الدموية الوريدية المرتبطة بتعدد الأشكال الوراثية للطفرات التالية   الهدف 

نقص في المثبطات ب(  C677T MTHFRو G20210A البروثرومبين  ، G1691A )العامل الخامس لايدن

ين في الدم لدى يرتفاع نسبة الهوموسيستإالثالث( و  الفسيولوجية لتجلط الدم )البروتين سي، البروتين اس ،مضاد الثرومبين

-JAK2 الاشخاص المصابين بالجلطة الدموية الوريدية مقارنة مع الشواهد. من جهة أخرى تهدف دراستنا لتقييم الطفرات 

V617F وCalréticuline .لدى مرضى الجلطات في شرق  الجزائر 

 C677T/G20210A/Gشاهد في هذه الدراسة. تم تحديد الانماط الجينية 141مريض و  121تم تعيين  الأساليب :

1691A   باستخدام تقنيةPCR-RFLP   و قد تم البحث عن الطفرات JAK2-V617F وCalréticuline  بواسطة

مثبطات الفسيولوجية وى المتبوعة بتحليل التسلسل بواسطة الكهربائي الشعرية . تم قياس مست PCRو  q-PCRتقنيتي 

 على التوالي.IMMULITE 2000و  STAGO الدم بجهازيلتجلط الدم وهوموسيستيين 

الثرومبين الثالث عند كل المرضى  و نقص في مضاد  CALRو G20210A البروثرومبين لم نجد طفرتي النتائج : 

 .   %11بمعدل  JAK2-V617Fيوجد هناك مريض واحد ايجابي لطفرة   ، المصابين بالجلطات الوريدية الخثارية

للعامل خمس لايدن و نقص في  G6191Aأحادي المتغير من ايجاد ارتباط بشكل مستقل لكل من الطفرة مكن التحليل 

يبقى حتى ا الارتباط ذ( على التوالي. ه142.1-2.1) 11.4( و  42.4-2.1)  4.4  : البروتين اس بنسب ارجحية تقدر ب

( ومع ذلك، فهو من 11.1-7.0) 1.4بعد التحليل المتعدد المتغيرات. كانت نسبة ارتفاع احتمالات نقص البروتين سي طفيف

بالإضافة إلى ذلك، أظهرت هذه الدراسة أنه لا توجد علاقة ذات دلالة احصائية بين طفرة ، ( P=7.741غير دالة إحصائيا )

C677T MTHFR  و خطر الاصابة بالجلطات الدموية الوريدية. الهوموسيستيين و ارتفاع نسبة 

تدعم دراستنا فكرة أن العامل الخامس لايدن و نقص البروتين اس تشكل عوامل خطر مستقلة للاصابة الاستنتاج : 

ب هي أسبا JAK2-V617F و  Calréticuline ان شرق الجزائر. الطفرات الجسديةبالجلطات الدموية الوريدية لدى سك

 روتيني.عا ، ولا ينصح الأخذ بها لاختبارأقل شيو

 

 C677T،، ارتفاع نسبة الهوموسيستيينأهبة التخثرالجلطات الدموية الوريدية،  ،: الطفرات الوراثيةكلمات البحث

MTHFR، JAK2-V617F  ،Calréticuline   ،الإرقاء. 
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Etude des facteurs de risque génétiques de la maladie thromboembolique veineuse 

chez une population de l’Est-Algérien 

Thèse en vue de l’obtention du diplôme de doctorat 3éme cycle 

      La MTEV est une maladie multifactorielle dans laquelle la composante génétique est importante. La 

majorité des facteurs génétiques affectent les fonctions de la voie naturelle de l’anticoagulation par la 

protéine C, cependant des études récentes suggèrent le rôle des facteurs de l’hématopoïèse dans 

l’étiologie de la maladie. 

L'objectif de l'étude était de déterminer le risque de la MTEV lié aux polymorphismes génétiques 

(G1691A du facteur V Leiden, G20210A de la prothrombine, C677T de la MTHFR), déficits en 

inhibiteurs physiologiques de la coagulation (protéine C, protéine S et l’antithrombine III) et à 

l’hyperhomocystéinémie dans une population de patients thrombotiques par rapport à une population 

témoin. D’une autre part notre étude tend à évaluer les mutations du JAK2-V617F et la CALR chez les 

patients thrombotiques de l’est algérien. 

Méthodes : 121 patients et 146 témoins ont été recrutés au cours de cette étude. Les polymorphismes 

(G1691A du facteur V Leiden, G20210A de la prothrombine, C677T de la MTHFR) ont été génotypés 

par une PCR-RFLP. Les mutations du JAK2 V617F et la calréticuline sont analysées par q-PCR et PCR 

suivi d’un séquençage par électrophorèse capillaire respectivement.  Le taux des inhibiteurs de la 

coagulation et de l’homocystéine a été déterminé par l’appareil Stago et l’Immmulite 2000 

respectivement ensuite les déficits constitutionnels ont été identifiés.  

Résultats : Parmi les sujets recrutés personne ne portait un déficit en antithrombine III et les mutations 

de la calréticuline et G20210A de la prothrombine. Seulement un seul patient identifié positif pour la 

mutation JAK2 V617F avec un taux de 15%. L’analyse univariée résulte à une association significative 

de la mutation (GA/AA) du facteur V Leiden (OR=9.4, 95% CI =2.1; 42.3, P = 0.003), et du déficit en 

protéine S (OR = 16.9, 95% CI =2.1; 132.8, P = 0.007) à la MTEV. L’association demeure significative 

même après ajustement pour l’âge et le sexe à l’analyse multivariée. L’odds ratio du déficit en protéine 

C’était légèrement élevé (OR = 6.4, 95% CI = 0.7 ; 55.5), cependant il n’est pas statistiquement 

significatif (P = 0.091). En outre cette étude a montré qu'il n’y avait pas d’association significative entre 

la mutation C677T de la MTHFR, hyperhomocystéinémie et le risque de thrombose veineuse 

Conclusion : Notre étude appuie l'idée que le FV Leiden et le déficit en protéine S sont des facteurs de 

risque prothrombotiques indépendants chez la population de l’est algérien. Les mutations somatiques du 

JAK2 V617F et la calréticuline sont des causes moins fréquentes de la MTEV, ainsi leur introduction 

aux tests de routine n’est pas recommandée. 

Mots clés : polymophismes génétiques, maladie thromboembolique veineuse, thrombophilie, 

hypperhomocystéinémie, C677T de la MTHFR, JAK2-V617F, calréticuline, hémostase.  

Laboratoire de recherche : Laboratoire de biologie et génétique moléculaire  
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