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Résumeé

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) regroupe deux entités cliniques liées,
la thrombose veineuse profonde (TVP) et 'embolie pulmonaire (EP). La MTEV est une
maladie multifactorielle due a des facteurs de risque environnementaux tels que I'age,
l'obésité, les contraceptifs oraux, et I'immobilité, ainsi que des facteurs de risque
héréditaires. Chez les femmes en age de procréer, les contraceptifs oraux combinés

(COC) sont considérés comme un facteur de risque environnemental majeur.

L'objectif de notre premiére étude était d'identifier les déterminants génétiques et
environnementaux du risque de MTEV chez les femmes sous COC. Un total de 968
femmes avec histoire personnelle de MTEV sous COC ont été comparées a 874
femmes sous COC, mais sans histoire personnelle de MTEV (étude PILGRIM).

Les données cliniques pertinentes ont été recueillies et un dépistage de thrombophilie
biologique a été réalisé systématiquement ainsi que I'évaluation du groupe sanguin
ABO. Apres ajustement pour I'age, les antécédents familiaux, le type et la durée
d'utilisation du COC, les principaux déterminants environnementaux de la MTEV
étaient le tabagisme (odds ratio [OR] = 1,65 [intervalle de confiance a 95% (IC 95%) =
1,30 a 2,10]) et un indice de masse corporelle supérieur a 35 kg.m2 (OR = 3,46 [IC
95% = 1,81 a 7,03]). En outre, la thrombophilie héréditaire sévére (OR = 2,13 [IC 95%
= 1,32 a 3,51]) et les groupes sanguins non-O (OR = 1,98 [IC 95% = 1,57 a 2,49]) se
sont révelés étre des facteurs de risque génétiques importants de MTEV sous COC.
Enfin, nous avons confirmé que I'histoire familiale de MTEV n’était pas un bon
indicateur de la présence d’'une thrombophilie biologique puisque sa prévalence était
similaire chez les patients avec ou sans antécédents familiaux au premier degré de
MTEV (29,3% vs 23,9%, p = 0,09). En conclusion, cette étude confirme l'influence du
tabagisme et de I'obésité et montre pour la premiére fois I'impact du groupe sanguin
ABO sur le risque de MTEV chez les femmes sous COC. Elle confirme également la
faible sensibilité¢ de I'histoire familiale de MTEV pour dépister les thrombophilies

héréditaires.

Le but de la deuxieme étude était d'étudier, chez les utilisatrices de COC, l'impact des
polymorphismes génétiques nouvellement identifiés par les études pangénomiques

comme associés au risque de MTEV dans la population générale. Neuf



polymorphismes situés sur les géenes KNG1, F11, F5, F2, PROCR, FGG, TSPAN15 et
SLC44A2 ont été génotypés dans un échantillon de 766 patientes et 464 témoins dans
le cadre de [I'étude PILGRIM. Parmi les polymorphismes étudiés, seul le
polymorphisme rs2289252 situé sur le F11 était significativement associé au risque de
MTEV.

La présence de l'allele rs2289252-A du F11 était associée a un risque accru de MTEV
(OR =1,6). En outre, la combinaison de l'alléle rs2289252-A et du groupe sanguin non-
O, présente chez 52% des femmes de la population étudiée, était associée a unrisque
de OR de 4 (IC 95% = 2,49 a 6,47). La prise en compte de ce nouveau facteur de
risque génétique pourrait ainsi aider a mieux évaluer le risque de MTEV chez les
utilisatrices de COC.



Abstract

Venous thromboembolism (VTE) includes two related clinical entities, deep vein
thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE). It is a multifactorial disease due to
environmental risk factors such as age, obesity, oral contraceptives, and stillness, and
genetic risk factors. In women of childbearing age, combined oral contraceptives

(COC) are considered as a major environmental risk factor.

The aim of our first study was to identify the genetic and environmental determinants
of VTE risk in a large sample of women using (COC). A total of 968 women whith a
personal history of VTE during COC use were compared with 874 women under COC,

but no personal history of VTE.

Clinical data were collected systematically and thrombophilia screening was conducted
along with the determination of ABO blood group. After adjusting for age, family history,
type and duration of COC use, the main environmental determinants of VTE were
smoking (odds ratio (OR) = 1.65, 95% confidence interval (ClI) =1, 30-2.10) and body
mass index greater than 35 kg.m-2 (OR = 3.46, 95% CI = 1.81-7.03). Furthermore,
severe hereditary thrombophilia (OR = 2.13, 95% CI (1.32-3.51) and non-O blood
groups (OR = 1.98, 95% CI = (1.57-2.49) were strong genetic risk factors for VTE.
Family history predicted poorly hereditary thrombophilia as the prevalence of the later
was similar in patients with or without first degree family history of VTE (29.3% vs
23.9%, p = 0.09). In conclusion, this study confirms the influence of smoking and
obesity, and shows for the first time the impact of ABO blood group on the risk of VTE
in women using COC. It also confirms the inaccuracy of the history of VTE to detect

inherited thrombophilia family.

The purpose of the second study was to investigate, in COC users, the impact of
genetic polymorphisms recently identified as being associated with VTE in the general
population by pangenomic approaches. Nine polymorphisms located on KNG1, F11,
F5, F2, PROCR, FGG, TSPAN15 and SLC44A2 genes were genotyped in a sample of
766 patients and 464 controls from the PILGRIM study. Among the polymorphisms
studied, only the F11 rs2289252 was significantly associated with VTE. The F11
rs2289252-A allele was associated with a 1.6 fold increased risk of VTE (p<0.0001).
In addition, the frequent combination of the F11 rs2289252-A allele with non-O blood



group, present in 52% of the cohort, was associated with an OR of 4 (95% CI = 2.49-
6.47). The consideration of this genetic risk factor may help to better assess the VTE
risk in COC users.
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Abréviations

AT : Antithrombine

ARN : Acide ribonucléique

aPTT : Activated Partial Thromboplastin Time
C4bBP : C4b-binding protein

COC : Contraceptifs oraux combinés
COP : Contraception oestroprogestative
EP : Embolie pulmonaire

EPCR : Endothelial Protein C Receptor
EE : Etinylestradiol

FDA : Food and Drug Administration

FG : Fibrinogene

FSH : Follicule-stimulating hormone

FVL : Facteur V Leiden

FW : Facteur Willebrand

GP6 : Glycoprotein VI

GWAS : Genome-wide association study
HBS : Heparin binding site

Hcy : Homocystéine

IC 95% : Intervalle de confiance a 95%
LH : Luteinizing hormone

LHRH : luteinizing hormone-releasing hormone

LNG : Lévonorgestrel
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MTEYV : Maladie thromboembolique veineuse
MTHFR : Méthylene tétrahydrofolate réductase
OMS : Organisation mondiale de la Santé

OR : Odds ratio

PC : Protéine C

PCa : Protéine C activée

PS : Protéine S

RR : Risque Relatif

RS : Site réactif

SHBG : Sex hormone binding globulin

TAFI : Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor
TFPI : Tissue factor pathway inhibitor

TVP : Thrombose veineuse profonde
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Introduction

La maladie thromboembolique veineuse (MTEV) regroupe deux entités cliniques
liées : la thrombose veineuse profonde (TVP) et sa complication principale I'embolie
pulmonaire (EP). La MTEV est une pathologie fréquente, puisque son incidence est
évaluée approximativement a 1/1000/an, et potentiellement grave (1). En effet, la
mortalité associée a 'EP est estimée a 6% durant la phase aigle, et a 26% a un an
(2). Les survivants sont par ailleurs exposés a des complications chroniques telles que
le syndrome post-thrombotique et I'hypertension artérielle pulmonaire. En ce qui
concerne la TVP, 30 % des patients présentent une récidive a 8 ans, 30 % gardent
des séquelles a type de maladie post-thrombotique et 30 % se compliquent d'EP
(diagnostic scintigraphique) (3). La notion d’héritabilité de la MTEV a été décrite dans
les années 1950 puis la prise en compte de facteurs de risque génétiques a émergé
dans les années 1960 avec la découverte du déficit familial en antithrombine par
Egeberg (4). D’'autres anomalies génétiques sont aujourd’hui reconnues comme
déterminantes dans la survenue d’'une MTEV. Ainsi, cing facteurs de risque sont
classiquement recherchés au cours du bilan dit de thrombophilie, lorsqu’une origine
géneétique est suspectée, particulierement lorsque la thrombose survient chez le sujet
jeune en I'absence de facteur déclenchant, d’autant plus si I'interrogatoire retrouve des
antécédents familiaux : les déficits en antithrombine (AT), protéine C (PC) et protéine
S (PS), la mutation du facteur V Leiden (FVL) et la mutation G20210A (PTG20210A)

du gene de la prothrombine.

Les contraceptifs oraux combinés (COC), contenant de I'éthinylestradiol (EE) et un
progestatif, sont associés a un risque accru de MTEV. L'utilisation de COC se traduit
par des modifications des parametres de la coagulation et de la fibrinolyse et ainsi un
état prothrombotique. Ces changements ont un impact plus important chez les femmes
gui sont déja exposées a un risque accru de MTEV. Le nombre d'études évaluant le
risque de MTEV chez les utilisatrices de COC en fonction d’un facteur biologique de
risque est faible et limité aux études de familles. A I'heure actuelle, les critéres
d'éligibilité médicale de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) pour l'utilisation de

contraceptifs indiquent que l'utilisation de COC chez les femmes atteintes de
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thrombophilies héréditaires (AT, PC, PS, FVL et PTG20210A) (5) est associée a un
risque inacceptable pour la santé.

Cependant, bien que I'existence d’'une thrombophilie biologique constitue une contre-
indication a l'utilisation des COC, il n’existe pas a ce jour de recommandation claire
quant a l'indication de réaliser un tel dépistage avant la premiere prescription d’'un
COC. Notamment, les études meédico-économiques ont toutes démontreé linefficacité
d’'un dépistage systématique pour prévenir la MTEV chez les femmes sous COC. Les
dépenses générees par une telle stratégie ne sont pas acceptables. De plus, le simple
résultat de ce bilan de thrombophilie ne permettrait pas de classer les patientes en
fonction de leur risque puisque toutes les femmes présentant une thrombophilie
biologique ne présenteront pas de MTEV sous COC (par exemple, seuls 10% des
porteurs d'un FVL a l'état hétérozygote et 80% des porteurs de FVL a létat
homozygote présenteront un jour un épisode de MTEV). A linverse, toutes les
patientes victimes d’'une MTEV sous COC ne présentent pas de bilan de thrombophilie
positif. Ces dernieres assertions tombent sous le sens puisqu’il est bien connu que la
MTEV est une pathologie complexe, multifactorielle, et la présence d’un facteur de
risque ne suffit pas a lui seul a expliquer le phénotype clinique (pénétrance incompléte
des anomalies biologiques génétiques). L'autre stratégie qui consisterait a prescrire
un bilan de thrombophilie chez les jeunes femmes présentant des antécédents
familiaux de MTEV (au premier degré notamment) est elle aussi inefficace : la
sensibilité de cette méthode est estimée a 30% (6). Il faut par ailleurs noter que
I'histoire familiale de MTEV, au-dela du résultat du bilan de thrombophilie, constitue
un facteur de risque indépendant de MTEV. Pour illustrer ce propos, les cinqg anomalies
du bilan de thrombophilie n’expliquent que 5% de I'héritabilité de la pathologie, elle-
méme estimée a 50% (7-12). C’est dans le but d’appréhender cette part d’héritabilité
manquante qu’ont été conduites les études d'association pangénomique ou GWAS
(pour genome-wide association study) au cours des dix dernieres années. Cette
approche semble étre la stratégie la plus efficace pour identifier de nouveaux variants
génétiques de susceptibilité ou polymorphismes associés aux maladies complexes
telles que la MTEV, méme si I'effet isolé de ces polymorphismes demeure faible.

Pour introduire notre travail nous aborderons au cours d’'un premier chapitre la
guestion de la maladie thromboembolique veineuse, et en particulier sa

physiopathologie et ses facteurs de risque génétiques (thrombophilie classique). Puis
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nous décrirons les facteurs de risque génétigues récemment identifiés. Enfin, nous
traiterons de la question spécifique du risque de maladie thromboembolique veineuse

chez les utilisatrices de contraceptifs oraux combinés.
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La maladie thromboembolique veineuse

L’incidence de la MTEV est estimée a 1 cas pour 1000 patients par an (13,14). Cette
incidence est fortement dépendante de I'age. En effet, la MTEV affecte principalement
le sujet 4gé ('age moyen au moment de I'épisode thrombotique est de 60 + 20 ans).
Ainsi, l'incidence est estimée a 1/10000/an chez le sujet jeune alors qu’elle atteint
1/100/an au-dela de 75 ans (15). Le sexe influence peu lincidence (15,16).
Cependant, de faibles variations sont a observer en fonction de I'dge. Avant 40 ans
l'incidence est discrétement plus élevée chez les femmes alors que c’est I'inverse au-
dela de cet age (figure 1) (15). Cette différence peut probablement s’expliquer, au
moins en partie, par I'exposition différentielle a des facteurs de risque
environnementaux tels que les COC.
L’incidence de la MTEV dépend par ailleurs de l'origine ethnique. Une importante
étude portant sur pres de 25000 américains a permis d’estimer l'incidence de la MTEV
dans les différents groupes ethniques. Ainsi, les sujets afro-Américains présentent
'incidence la plus élevée avec 293 épisodes pour 1000000 habitants par an.
L'incidence annuelle est estimée a 139/1000000 chez les sujets caucasiens alors
gu’elle est deux fois moindre chez les sujets d’origine asiatique (60/1000000) (17).
Cette différence d’incidence ne s’explique pas par I'exposition différentielle aux
facteurs de risque environnementaux. En effet, ces derniers étaient collectés et
aucune difféerence n'a été observée entre les différents groupes ethniques. La
différence s’explique donc probablement par des facteurs génétiques. Par exemple, il
existe une grande disparité de prévalence du FVL sur le globe. Sa prévalence est
inférieure a 1% chez les sujets asiatiques et africains alors qu’elle est estimée a 1 a
15% en Europe suivant un gradient Nord-Sud. La mutation est tres fréquente en
Europe du Nord alors qu’elle est rare voire absente en Asie et en Afrique (18).
La mortalité associée a la MTEV est d’environ 10% (16). Il s’agit de la troisieme cause
de déces cardiovasculaire apres linfarctus du myocarde et l'accident vasculaire
cérébral. Environ 10000 morts sont probablement attribuables a 'EP chaque année
en France. Par ailleurs, la morbidité de la MTEV est importante puisque la maladie
post-thrombotique affecte environ 25% des patients atteints de MTEV aprés 5 ans de
suivi (19).
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Figure 1 : Incidence (%) des premiers évenements thrombotiques (TVP et EP) parmi
les habitants de Brest, France, par tranche d'age chez les hommes et les femmes, sur
la période entre le 1er avril 1998 et le 31 mars 1999.

D’apres les données d'Oger et al. 2000 (15).

Physiopathologie

Une maladie multicausale

La MTEV est une pathologie complexe résultant de l'interaction entre des facteurs
géneétiques et des facteurs environnementaux tels que la chirurgie, l'immobilisation, les
traumatismes ainsi que les différentes situations hormonales (grossesse, post-partum
et traitements hormonaux) (16).
Cette interaction a été décrite pour la premiere par Virchow en 1856. Selon lui, trois
facteurs concourent ensemble a la survenue de la pathologie :

- un ralentissement du flux sanguin veineux lié a une géne mécanique au retour

veineux (compression, incompétence valvulaire, varices) ;
- une lésion de I'endothélium de la paroi des veines ;
- une tendance a I'hypercoagulabilité par anomalie de facteurs impliqués dans la

cascade de la coagulation.
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Cette hypothése physiopathologique s’est longtemps imposée seule. En 1974,
cependant, Simon Sevitt a introduit le concept de « Nidus » qui permet d’expliquer la
survenue de thromboses veineuses en l'absence de lésion endothéliale. En effet,
selon ce concept, I'agrégation plaquettaire serait favorisée par la formation du nidus
secondaire a un flux turbulent qui se crée en aval des valvules veineuses (20). La
thrombose veineuse surviendrait de fagon séquentielle avec un thrombus initial dans
le repli valvulaire et la juxtaposition d’autres thrombi par strates, aboutissant a
I'oblitération complete de la veine.

Néanmoins si I'endothélium n’est pas altéré dans sa structure, il 'est dans sa fonction.
En effet, trois mécanismes sont aussi impliqués : I'activation des monocytes et des
macrophages, les sélectines et leurs ligands, les microparticules et la sécrétion du
facteur tissulaire.

La glycoprotéine P-selectine, transloquée a la surface des cellules endothéliales et des
plaquettes activées, permet linteraction de ces cellules avec les polynucléaires
neutrophiles et les monocytes par I'intermédiaire de la liaison a son ligand le PSGL-1
(21). Les microparticules dérivées des monocytes exposent a leur surface du facteur
tissulaire et le PSGL-1. La fusion des microparticules et des plaquettes entraine une
activation de la coagulation a la surface des plaquettes et au niveau des cellules
endothéliales en transférant le facteur tissulaire, concourant ainsi a la formation du
thrombus par activation de la cascade de la coagulation (22) (Figure 2).

C’est donc la présence simultanée de facteurs de risque qui explique la survenue de
la pathologie. Rosendaal (23) a parfaitement schématisé cet aspect en matérialisant
le risque de MTEV en fonction de I'age, de la présence de facteurs de risque
géneétiques, et des facteurs de risque environnementaux. Il illustre ce phénomeéne en
prenant 'exemple d’une jeune femme qui est porteuse d’'un FVL a I'état hétérozygote
et sera exposée au cours de sa vie a de multiples facteurs de risque
environnementaux. Cette jeune femme présente un risque de base légérement
supérieur a celui de la population générale, et aprés une immobilisation survenue au
cours d’'une exposition a un contraceptif oestroprogestatif, elle va dépasser un seuil
thrombogene hypothétique et ainsi présenter un épisode de TVP. Ainsi, 'association
d’'un facteur de risque génétigue identifié et de deux facteurs de risque transitoires
aboutit au phénotype maladie. Il apparait ainsi absolument nécessaire de maitriser la

présence des différents facteurs de risque pour mieux évaluer le risque individuel de
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MTEV. Au demeurant, méme siles facteurs de risque environnementaux sont bien

identifiés, ce n'est pas le cas des facteurs de risque génétiques.
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Figure 2 : Voie physiopathologique de la thrombogénése
TF : Facteur tissulaire ; PT : Prothombine ; T : Thrombine
D’apres Furie et Furie 2004 (22)

En effet, le classique bilan de thrombophilie ne permet d’expliquer qu’une faible part

de I'héritabilité de la pathologie.

Facteurs de risques environnementaux

De nombreuses situations a risque de thrombose sont décrites et généralement
retrouvées au cours d’'un épisode de MTEV. En effet, environ deux tiers des épisodes
thrombotiques surviennent au cours de ces contextes (24). Les événements

thromboemboliques causés par des facteurs transitoires ou persistants sont dits
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« provoqués ». L’association de ces facteurs de risque augmente le risque de maniére
additive ou multiplicative (23).

Parmi ces facteurs de risque, les plus fréquemment observés sont le cancer (20% des
MTEV) (25) et I'immobilisation et la chirurgie (15% des MTEV) (26).

D’aprés la description de Virchow, ces facteurs de risque environnementaux peuvent
étre classés en trois catégories (tableau 1). Par exemple, le cancer actif et les
situations hormonales (grossesse, COC) entrainent un état d’hypercoagulabilité, la
chirurgie et les cathéters veineux centraux sont responsables de liaisons vasculaires
et lalitement provoque une stase veineuse (27). Ces facteurs de risque

environnementaux interagissent avec les facteurs de risques génétiques.

Age avanceé
Cancer actif
Syndrome des anti-phospholipides
Oestrogénes

Hypercoagulabilité Grossesse et post partum
Histoire personnelle ou familiale de MTEV
Obésite
Pathologie auto-immune ou inflammatoire chronique
Thrombopénie induite par I'héparine
Chirurgie

Lésion Vasculaire Traumatisme ou fracture
Cathéter veineux central ou pacemaker
Hospitalisation pour une pathologie aigue

Stase veineuse ou Alitement

immobilisation Vol long courrier (> 4 heures)
Parésie ou paralysie

Tableau 1 : Facteurs de risque environnementaux de thrombose veineuse.

D’aprés les données de Di Nisio et al. 2016 (27)

La composante génétigue de la MTEV est trés forte puisque les analyses de
ségrégation familiale ont montré que I'héritabilité de la thrombose veineuse est
supérieure a 50% (28-30). La notion de composante génétique est majeure et de
nombreuses études épidémiologiques ont évalué le risque de MTEV en fonction de
I'histoire familiale. Globalement, le risque de MTEV est multiplié par 2-3 chez les
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patients qui présentent un antécédent familial de MTEV (un parent hospitalisé pour
une thrombose veineuse) (31). A ce jour cing anomalies biologiques sont
universellement reconnues comme associées au risque de MTEV : les déficits en AT,
PC, PS, le FVL et la PTG20210A. Seules ces anomalies sont explorées lorsqu’une
origine génétique est suspectée. Au demeurant, ces facteurs de risque génétiques
n'expliguent que 5% de I'héritabilité de la pathologie, et de fagon intéressante,
I'existence d’'un antécédent familial de MTEV constitue un facteur de risque de MTEV,

qui persiste aprés prise en compte du bilan de thrombophilie (7-12).

Risk factor % general % patients with
population thrombosis

Protein C deficiency 0-2-0-4 3

Protein S deficiency Not known 1-2
Antithrombin deficiency 0-02 1

Factor V Leiden 5 20

Prothrombin 20210A 2 6

High concentration of factor VIII (>1500 IU/L) 11 25
Hyperhomocysteinaemia (>18-5 umol/L) b 10

Tableau 2. Prévalence des facteurs de risque génétiques de thrombose.
D’aprés Rosendaal 1999 (27)

Ces anomalies peuvent étre classées en deux groupes en fonction de leur place dans
la cascade de la coagulation et du risque qui leur est associé. D’'une part les déficits
en inhibiteurs de la coagulation, AT, PC et PS, sont rares et entrainent une
augmentation majeure du risque de MTEV (risque globalement multiplié par 10). lls
peuvent étre regroupés sous le terme de thrombophilie sévére. D’autre part, deux
mutations fréquentes entrainent, a I'état hétérozygote, une augmentation modérée du
risque de MTEV (risque multiplié par 4-5) et peuvent étre qualifiees de thrombophilies
modérées : le FVL et la PTG20210A. A noter que ces derniéres anomalies sont
associées a un niveau de risque élevé lorsqu’elles sont combinées ou présentes a
I'état homozygote et peuvent alors étre classées dans le groupe des thrombophilies

séveres.

22



Déficit en antithrombine

L’AT (432 acides aminés (AA)) est codée par le géene SERPINC1, qui s’étend sur
13,4kb sur le chromosome 1g23-25. Il s’agit d’'une protéine synthétisée par les
hépatocytes appartenant a la famille des inhibiteurs de sérine-protéase (serpine). Sa
demi-vie est de trois jours et sa concentration plasmatique normale est de 0,2 mg/mi
(diminuée par les cestrogenes et I'héparine). Il s’agit de I'anticoagulant majeur de la
cascade de la coagulation. Elle inactive essentiellement la thrombine et le facteur Xa,
et de facon moindre le facteur 1Xa, Xla, Xlla, I'activateur du plasminogene tissulaire,
'urokinase, la trypsine, la plasmine et la kallicréine (32). Les héparines sulfates,
présents a la surface de la cellule endothéliale, potentialisent I'action anticoagulante
de I'AT lorsqu’elle forme un complexe avec la thrombine. Il s’agit du mode d’action des
héparines qui multiplient ainsi I'effet anticoagulant de I'AT par un facteur 1000 environ.
L’AT possede un site réactif (arginine 393 et sérine 394) et un domaine de liaison a
'héparine (AA 41 a 49 et 107 a 156).

Il s’agit de la premiere anomalie biologique, génétiqguement déterminée, décrite
comme associée a la MTEV. Le lien entre déficit en AT et MTEV a été décrit pour la
premiere fois en 1965 par Egeberg grace a I'étude des phénotypes clinque et
biologique d’'une famille de dix individus avec déficit en AT, dont six avaient présenté
une MTEV. Le déficit était ainsi corrélé au phénotype clinique et la transmission
verticale. Depuis, plus de 130 mutations a type d’insertions, délétions ou substitutions
ont été décrites et sont recensées dans la base de données de I'lmperial College
Faculty of Medicine (33). Un déficit en AT est retrouvé chez 2 a 5 % des patients qui
ont eu une MTEV (34,35) et sa prévalence dans la population générale est de 1 pour
500 a 1 pour 5000 (32). On distingue le déficit de type |, quantitatif, pour lequel les
dosages plasmatiques de l'activité et de I'antigene sont également diminués, du déficit
de type I, qualitatif, dans lequel les taux d’antigene sont normaux alors que l'activité
est réduite. L'activité est mesurée par l'activité cofacteur de I'héparine alors qu’un
dosage immunologique permet de quantifier la protéine. Le type de déficit qualitatif est
déterminé par un test chromogénique non dépendant de I'héparine : l'activité est
diminuée lorsque le site réactif est affecté et il s’agit alors d’un type Il RS alors gu’elle
est normale lorsque le domaine de liaison a I'héparine est en cause (type IIHBS ou
heparin binding site). L'atteinte des deux sites définit le type effet pléiotropique (type

IIPE). La détermination du type de déficit a un intérét pour évaluer le risque
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thrombotique puisque I'association entre déficit de type IIHBS et la MTEV n’est pas
démontrée, sauf pour les déficits homozygotes qui peuvent étre responsables de
tableaux cliniques sévéres. A noter qu’en dehors du type IIHBS il n’existe pas de déficit

homozygote en AT. En effet, ces derniers ne sont pas viables (morts fcetales in utero).

Déficit en protéine C

La PC (461 AA pour llisoforme 1, 516 pour l'isoforme 2) est codée par le gene PROC,
qui s’étend sur plus de 11 kb sur le chromosome 2g13-q14. Il s’agit d’'une glycoprotéine
vitamine-K dépendante, synthétisée par le foie, et appartenant a la famille des
peptidases. Sa demi-vie est de 6 a 8 heures et sa concentration plasmatique normale
est de 3 a 5 mg/ml. L'extrémité N-terminale de sa chaine Iégére composée d’acide
gamma-carboxyglutamique lui permet de se fixer aux phospholipides membranaires
en présence de calcium et sa chaine lourde posséde un site catalytique et un site de
clivage pour la thrombine. Le complexe thrombine-thrombomoduline a la surface des
cellules endothéliales active la PC en PC activée (PCa). Lorsqu’elle est activée, la PCa
inactive le facteur V activé (FVa) en présence de PS, et le FVllla en présence de PS
etdu FV.

Les premiers déficits ont été décrits en 1981. Plus de 200 mutations ont été rapportées
(36), avec une majorité de mutations faux sens.

Le déficit en PC est de transmission autosomale dominante (37). Le déficit
hétérozygote en PC est retrouvé chez 3% des patients présentant une histoire de
MTEYV (38) et sa prévalence dans la population générale est estimée a 14 a 50 pour
10000 (39,40).

Différentes techniques de dosage permettent de typer le déficit. Le dosage
chronométrique est réalisé en premiere intention et permet de déterminer l'activité. En
deuxieme intention, si l'activité est diminuée, le dosage antigénique permet de typer le
déficit. L'antigene est diminué dans les déficits de type | alors gu’il est normal dans les
déficits de type Il. Pour ce dernier type de déficit, un dosage chromogénique permet
de caractériser le sous-type : I'activité de la PC dosée par technique chromogénique
est normale dans le type IIAC (activité anticoagulante) et diminuée dans le type 1AM

(activité amidolytique).

24



Les déficits en PC homozygotes ou doubles hétérozygotes sont responsables de
manifestations cliniques extrémement séveéres et précoces a type de purpura
fulminans, caractérisé par des thromboses des petits vaisseaux entrainant des
nécroses cutanées et sous cutanées (41). Les déficits hétérozygotes s’associent a des
tableaux moins graves, plus tardifs, a type d’EP et de TVP. Le risque de présenter un

évenement thromboembolique est alors de 50% avant 'age de 45 ans (42).

Déficit en protéine S

La PS (676 AA) est codée par le gene PROS1, qui s’étend sur plus de 80 kb sur le
chromosome 3pll. Comme la PC, il s’agit d’'une glycoprotéine vitamine-K dépendante
synthétisée essentiellement par le foie et dans une moindre mesure par I'endothélium
et les plaquettes. Sa demi-vie est de 42 heures et sa concentration plasmatique
normale est de 20 a 25 mg/ml.

La PS contient un domaine GLA (les 36 premiers AA N-terminaux), une boucle unique
de 24 AA entre Cys47 et Cys72 tres sensible au clivage par la thrombine la rendant
ainsi inactive, 4 domaines EGF-like et un domaine de 389 résidus, homologue a la Sex
hormone binding globulin (SHBG) qui est impliqué dans la liaison a la C4b-binding
protein (C4bBP).

La PS joue principalement le réle de cofacteur de la PCa en augmentant son affinité
pour les phospholipides membranaires. Son action ne se limite toutefois pas a ce role.
En effet elle inhiberait d’une part I'activation du facteur X activé (FXa) par le tissue
factor pathway inhibitor (TFPI) (43) et d’autre part le complexe prothrombinase en se
liant aux facteurs Va et Xa (44,45).

La PS circule dans le plasma sous deux formes : une forme libre minoritaire (40%)
sous laquelle elle exerce son role de cofacteur et une forme liée a la C4bBP (60%).
Les premieres descriptions de familles présentant un déficit en PS ont été faites en
1984 (46). Plus de 200 mutations réparties sur tout le gene PROS1 sont recenseées. |l
s’agit de mutations faux-sens pour la plupart mais des délétions/insertions, des
mutations non-sens et des mutations du site d’épissage ont également été décrites.
Les études réalisées chez des donneurs de sang en Grande Bretagne ont permis
d’évaluer la prévalence du déficit dans la population générale a 0,03 a 0,13% (46,47).
Un déficit en PS est par ailleurs retrouvé chez 2% des sujets ayant présenté une MTEV
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(38). La prévalence du déficit varie en fonction de 'origine ethnique. Par exemple, dans
les populations japonaises et chinoises la prévalence au sein de la population générale
atteint 1 a 2 % (48) et une mutation du gene PROS1 est retrouvée chez 22% des
patients qui ont eu un événement thrombotique (49).

La classification des déficits en PS reconnait trois types de déficits : les types | et 1ll,
quantitatifs, les plus représentés (80% et 15-20% respectivement), et le type II,
qualitatif, qui est relativement rare (0,1-5%) (50). Elle repose sur l'utilisation de trois
types de tests : un test fonctionnel chronométrique et deux tests antigéniques qui

dosent les taux de PS libre et totale (tableau 3).

Déficit quantitatif Déficit qualitatif Déficit qualitatif
(Type I) (Type II) (Type Il)
PS activité N N N
PS libre N N N
PS totale N N N

Tableau 3 : Classification des déficits héréditaires en protéine S

D’aprés les données de Ten Cate et al. 2008 (50).

Mutation R506Q du géne du facteur V (FVL)

Le facteur V (FV) (2196 AA) est une glycoprotéine de synthese hépatique, codée par
le géne F5, qui s’étend sur environ 70 kb sur le chromosome 1g23. Sa demi-vie est de
15 a 24 heures et sa concentration plasmatique normale est de 0,007 mg/mL (20
nmol/L).

Lorsqu’il est activé, il forme avec le FXa et les phospholipides de la membrane
plaquettaire, le complexe prothrombinase et joue alors un réle de facteur procoagulant.
Il possede par ailleurs une activité anticoagulante en tant que cofacteur de la PCa. La
Figure 3 représente le FV dans sa forme native (A), aprés activation (B) et aprés
inactivation (C) (51).

Le FV est constitué de 6 domaines. Les domaines A1/A2 (chaine légére) sont séparés
des domaines A3/C1/C2 (chaine lourde) par le domaine B. Le FV devient actif apres
clivage de ce dernier domaine par la thrombine (Flla) et/ou le FXa.

Le FV ne devient actif (FVa) qu’aprés avoir subi plusieurs coupures du domaine B,

par la thrombine (Flla) et/ou le FXa. Le FVa ainsi obtenu sera inactivé par la PCa
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apres clivage de quatre résidus arginine en positions 306, 506, 679 et 994. L’arginine
506 est clivée en premier, ce qui facilite le clivage de I'arginine 306 nécessaire a une
inactivation compléte, au cours d’'une étape tres dépendante de l'activité cofacteur de
la PS (51).

La mutation du FVL est responsable de la perte du résidu arginine en position 506,
remplacé par une glutamine. Au niveau moléculaire, il s’agit de la substitution d’'une
guanine par une adénine en position 1691 (52). La perte du résidu arginine en position
506, indispensable a linactivation du FVa par la PCa, entraine une inactivation
retardée duFV et ainsi un état d’hypercoagulabilité. Cela se traduit biologiquement par
une résistance a la PCa. L'ajout de PCa dans un plasma normal se traduit par
'allongementdu temps de coagulation alors que le plasma de patients présentant la
mutation du FVL requiere des concentrations supérieures de PCa pour constater le
méme niveau d’allongement du temps de coagulation (53).

Il s’agit de I'anomalie la plus fréquente du bilan de thrombophilie chez les sujets
caucasiens. Sa prévalence dans la population générale est estimée a 1 a 15% en
Europe, suivant un gradient nord-sud. La mutation est absente en Afrique et en Asie
(18,54). La prévalence de la mutation est voisine de 20% chez les patients ayant
présenté un événement thromboembolique (54). La présence de la mutation a I'état
hétérozygote multiplie le risque de présenter une MTEV par 4 (55). La présence de la

mutation a I'état homozygote multiplie le risque de présenter une MTEV par 11 (55).

Mutation G20210A du géene de la prothrombine

La prothrombine ou facteur Il (FIl) est une glycoprotéine synthétisée par le foie, codée
par le gene F2 qui s’étend sur environ 21kb. Il est situé sur le chromosome 11, prées
du centromére (bande 11p11-q12). Il comporte 20241 paires de bases (pb), 14 exons
de 25 a 315 pb et 13 introns. Sa demi-vie est de 3 a 4 jours et sa concentration
plasmatique normale est de 100 a 150 mg/l.

La prothrombine est activée en thrombine par le FXa. La thrombine ainsi formée est
au cceur de la cascade de la coagulation. Son action procoagulante est majeure
puisque c’est elle qui clive le fibrinogene en fibrine. Elle permet par ailleurs d’amplifier
la cascade de la coagulation en activant les facteurs VIII, V, XI. Enfin, la thrombine
posséde une activité anticoagulante en activant la PC au sein du complexe thrombine-
thrombomoduline. En dehors de son action centrale au cours de la coagulation, la
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thrombine est un puissant activateur plaguettaire et elle intervient dans la voie de la

fibrinolyse en activant I'inhibiteur de la fibrinolyse activable par la thrombine (TAFI).
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Figure 3 : Structure fonctionnelle du facteur V.
D’aprés Mann 2003 (51)

(A) Diagramme d’organisation de la molécule du facteur V. Les fleches du haut
représentent l'activation par clivages par la thrombine, le facteur Xa et le RVV-V
(enzyme de venin de serpent activatrice du facteur V). Les fleches du bas indiquent
l'inactivation par clivages par la PCa et la plasmine. Les positions des modifications
post-traductionnelles sont aussi mises en évidence. (B) Facteur V activé. Suite a
I'activation par la thrombine, le cofacteur activé est un hétérodimére composé d’'une
chaine lourde divalente cationique associée a une chaine légere. La région B du
cofacteur est libérée en deux fragments. (C) Facteur V inactivé. La partie haute
montre l'inactivation du facteur Va par la PCa, résultant en la dissociation du domaine
A2 en deux fragments, A2n et A2c. La partie basse montre l'inactivation du facteur Va
par la thrombine suivie du clivage de la chaine lourde au niveau de l'arginine 643.
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La PTG20210A a été identifiete comme associée a la MTEV en 1996 (56). Le
mécanisme physiopathologique est incompletement élucidé. La mutation est associée
a des taux plus élevés de prothrombine. Elle se situe dans la région 3’ non codante,
dans une région qui influence la maturation des ARN messagers. Ainsi les ARN
messagers produits seraient plus stables et donc plus efficacement transcrits.

Sa prévalence dans la population générale européenne est estimée a 1 a 6%, avec un
gradient inverse au FVL (Sud-Nord) (57,58,59). Elle est quasiment absente en Afrique

(60). Sa prévalence chez les patients ayant présenté une MTEV est de 6% (56).

Facteur VIl

Le facteur VIII (FVIII) est une protéine constituée de trois domaines A (330 AA), une
région B (983 AA) et deux domaines C (150 AA) agencés comme suit : A1-A2-B-A3-
C1-C2. Il est codé par le géne F8 qui s’étend sur 186 kb sur le chromosome Xg28. Sa
synthese est majoritairement hépatique, et en partie extra-hépatique, notamment
rénale. Sa demi-vie est de 8 a 12 heures et sa concentration plasmatique normale est
de 0,1 a 0,2 pg/ml. Dans le plasma, le FVIII est lié au facteur Willebrand (FVW), ce qui
permet de le protéger de la protéolyse par la PCa ou le FXa et empéche sa liaison
prématurée au facteur IX. Le FVIII activé est le cofacteur du facteur IX activé.

Le FVIII est un facteur clé de la coagulation, comme son implication dans la pathologie
hémorragique le suggere en cas de déficit (hémophilie A). A contrario, des taux
augmentés de FVIII sont associés au risque de MTEV. En effet, de nombreuses études
ont rapporté une augmentation du risque de MTEV en fonction du taux de FVIII, selon
une réponse dose-effet (61). De nombreux facteurs environnementaux influencent les
taux de FVIII mais ils sont largement génétiquement déterminés. En effet, I'héritabilité
des taux de FVIII est estimée a 61% (62). Le groupe sanguin expligue notamment une
grande partie de cette variabilité.

Le dosage du FVIII est réalisé par une technique chronométrigue en une étape dans

la majorité des cas ou par une technique chromogénique en deux temps.
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Groupe sanguin

Le groupe sanguin érythrocytaire est défini par 'ensemble des antigénes allotypiques
présents a la surface des globules rouges détectés par des anticorps spécifiques. Les
déterminants antigéniques A, B, et H sont de nature glucidique et représentent les
sucres terminaux des chaines latérales glucidiques des glycoprotéines et des
glycosphingolipides. Les alleles A, B et O, situés sur le chromosome 9q34.1-q34.2
codent pour des glycosyltransférases (A,B) a l'origine de la diversité des déterminants
antigéniques. Les alléles A et B sont codominants et l'allele O est « récessif ». Les
individus présentant deux alléles O sont dépourvus d’activité glycosyltransférase. lls
n'exposent donc pas d'antigénes A et/ou B a la surface de leurs cellules, et ils
expriment uniqguement lantigene H. Les alleles A et B codent pour des
glycosyltransférases fonctionnelles qui entrainent respectivement la synthese des
antigéenes A et B.

L’association entre le groupe sanguin et le risque de MTEV est connue depuis 1969
et la publication de Jick et al (63). Celle-ci rapportait pour la premiere fois une
augmentation du risque de MTEV chez les sujets de groupe non O. Depuis, de
nombreuses études ont été conduites et une méta-analyse de 2008 permet d’estimer
plus précisément le risque de MTEV associé aux groupes non O : I'odds ratio (OR) est
de 1,79 (intervalle de confiance a 95% (IC 95%) = 1,56 a 2,05). L’'augmentation du
risque de MTEV s’explique en partie par 'augmentation des taux de facteur Willebrand
(FVW) et donc de FVIII (64). En effet, les individus de groupe sanguin O présentent
des taux 25% plus bas que ceux de groupe sanguin A, B ou AB (65). Les mécanismes
a l'origine de ce phénomene ne sont pas totalement élucidés mais une accélération
de la clairance du FVW est décrite chez les sujets de groupe O, ce qui entraine une
diminution de la demi-vie du FVIII (66). Toutefois, ce mécanisme n’explique que
partiellement I'augmentation de risque puisque le risque de MTEV associé aux
groupes sanguins non O persiste aprés prise en compte des taux de FVIII et de FW
(67).

L’allele A2 constitue une exception dans les groupes non O. En effet, le génotype A2
n'est pas associé a une augmentation du risque de MTEV et entraine d’ailleurs des
taux de FVIII plus bas que pour les autres génotypes non O (67). La N-acétyl-

galactosamine-transférase codée par l'alléle A2 a une action incomplete qui se traduit
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par la persistance de l'antigene H sur la membrane érythrocytaire. Le niveau
d’expression de I'antigene A est donc intermédiaire entre les individus A et O.
En France, la fréquence du groupe non O est de 57% selon 'EFS (établissement

francais du sang).

Hyperhomocystéinémie

Le métabolisme de I’homocystéine (Hcy) est complexe et fait intervenir de nombreux
enzymes, répartis sur deux voies, et les vitamines B6 et B12 (Figure 4) (68). Des
déficits enzymatiques d’origine génétique ainsi que des carences vitaminiques
peuvent étre a l'origine d’une hyperhomocystéinémie, décrite comme associée a la
MTEV. En effet, d’aprés une méta-analyse, 'hyperhomocystéinémie est associée a un
OR de 2,9 (69). L’hyperhomocystéinémie constitue donc un facteur de risque mixte

(génétique et environnemental) de MTEV.
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Figure 4 : Métabolisme de I'homocystéine.
D’aprés les données d’Undas et al. 2005 (68)
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L'Hcy est métabolisée via la reméthylation ou la transsulfuration, et il existe deux voies
alternatives de reméthylation chez 'homme (Figure 4). La resyntheése prédominante
de la méthionine a partir de I'Hcy en présence de vitamine B12 se produit dans tous
les tissus humains et comprend le transfert du groupe méthyle pendant la conversion
du 5-méthyltétrahydrofolate en tétrahydrofolate. Le tétrahydrofolate lie l'unité de
carbone de la sérine a I'azote N5 et N10 formant le 5,10-méthylénetétrahydrofolate qui
est ensuite converti en 5-méthyltétrahydrofolate dans la réaction catalysée par la 5,10-
meéthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR). Une réaction de reméthylation
supplémentaire d'importance physiologique mineure nécessite la présence de bétaine
comme donneur du groupe méthyle et de la bétaine-homocystéine méthyltransférase
(BHMT) comme enzyme catalyseur. Dans la voie de transsulfuration 'Hcy se combine
avec la sérine formant la cystathionine en présence de vitamine B6, catalysée par la
cystathionine bétasynthase (CBS). La cystathionine est ensuite hydrolysée en cystéine
et en alpha-cétobutyrate dans la réaction catalysée par la gamma-cystathionase avec
le phosphate de pyridoxal comme cofacteur. La cystéine est finalement métabolisée

en taurine et en sulfates.

Parmi les causes génétiques, le déficit en CBS a une prévalence de 0,3 & 1,4% a I'état
hétérozygote et 1/200000 a I'état homozygote dans la population générale, et la
mutation C677T du gene MTHFR a I'état homozygote a une prévalence de 10% (70).
Le déficit homozygote en CBS se traduit par une atteinte syndromique : retard mental
sévere, atteinte du squelette et complications cardiovasculaires artérielles et
veineuses. Les taux d’homocystéine sont alors généralement supérieurs a 100pumol/L.
Les autres déficits entrainent des tableaux moins séveres et I'hyperhomocystéinémie
est faible ou modérée (15 a 30 umol/L) (70).

Il faut noter qu’il apparait difficile d’établir un lien de causalité entre
hyperhomocystéinémie et MTEV. En effet, la correction de I'hyperhomocystéinémie ne

permet pas de réduire le risque de MTEV (71).
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Identification de nouveaux variants genétiques
associés a la maladie thromboembolique

veineuse

Les anomalies biologiques détaillées ci-dessus et dépistées par le bilan de
thrombophilie ne permettent d’expliquer que 5% de I'héritabilité de la MTEV. De méme,
le risque de MTEV persiste chez les sujets présentant une histoire familiale aprés prise
en compte du bilan de thrombophilie. Ces données suggérent qu’il existe
probablement d’autres facteurs génétiques encore inconnus impliqués dans la genése
de la MTEV. Les études génétiques conduites au cours des 10 derniéres années, en
utilisant principalement trois types d’approche, ont permis d’identifier de nombreux
autres facteurs de risque génétiques. Il s'agit le plus souvent de facteurs génétiques

fréquents entrainant une faible augmentation du risque.

Découverte de nouveaux variants par I'approche
gene-candidat

L'approche gene-candidat repose sur la connaissance de la physiopathologie du
phénotype étudié. Le ou les gene(s) étudié(s) est/sont sélectionné(s) parce qu'il existe
une plausibilité biologique. Les variants génétiques situés sur ces genes d'intérét sont
alors sélectionnés et génotypés dans une étude cas-témoins. C’est I'approche qui a
été privilegiée au cours des années 90 et 2000. Elle a notamment permis d’identifier
le FVL.

Le gene PROCR, qui code pour le récepteur endothélial a la PC (EPCR) (238 AA) est
situé sur le chromosome 20. La PC est un inhibiteur majeur de la coagulation. Son
activation dépend du couple thrombine-thrombomoduline présent a la surface
endothéliale. L’'EPCR favorise cette activation en rapprochant la PC du couple
thrombine-thrombomoduline a la surface endothéliale. Une étude gene-candidat a été
conduite en 2008 et a permis de mettre en évidence un lien entre les taux de PC, les
taux de récepteur soluble a la PC (SEPCR) et le polymorphisme rs867186 (Ser219Gly)

situé sur le géene PROCR (72). Des études de réplication ont permis de confirmer cette
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association et ont permis de conclure que rs867186 explique 56 a 87 % des variations
des taux circulants de sEPCR (73-75) et 10% des taux de PC (75). Une méta-analyse
d’études observationnelles a récemment montré une association significative entre ce
polymorphisme et la MTEV avec un OR estimé a 1,22 pour l'alléle a risque rs867186-
G (76).

Le polymorphisme rs2069951, également situé sur le gene PROCR, a par ailleurs été
décrit comme associé a une augmentation des taux de sEPCR et du risque de MTEV
en analyse haplotypique (77). Dans l'analyse multivariée, les sujets porteurs de

I'haplotype A3 avaient un risque accru de thrombose (OR = 1,8 ; p = 0,004).

Les genes FGA, FGB, FGG organisés en cluster sur le chromosome 4g31.3 codent
pour les chaines polypeptidiques Aa, B et y (dont yA est la forme majoritaire et y’ la
forme minoritaire) de la molécule de fibrinogene. L'implication du fibrinogéne dans la
MTEV est presque intuitive tant il représente un élément majeur dans la cascade de
la coagulation puisqu'’il constitue le caillot apres transformation en fibrine. En effet, lors
de la derniére phase de la cascade de la coagulation, la thrombine scinde les chaines
a et B générant les fibrinopeptides A et B qui se polymérisent spontanément pour
former ainsi la fibrine insoluble. Le facteur XIllI établit des liaisons covalentes entre les
monomeres de fibrine ainsi stabilisés. Une étude cas-témoins a montré dans la cohorte
LETS (Leiden Thrombophilia Study) qu’une augmentation des taux de fibrinogéne
augmentait le risque de MTEV (78,79). Une approche gene candidat a permis d’établir
un lien entre le polymorphisme rs2066865 (C10034T) du gene FGG et les taux de
fibrinogene y (80). Ce méme polymorphisme est par ailleurs associé a une
augmentation du risque de MTEV chez les patients d’origine caucasienne : OR = 1.5
(IC 95% : 0.8-3.0) (81).

Le polymorphisme rs3136516 (A19911G) situé sur le gene de la prothrombine a été
rapporté comme associé aux taux de prothrombine (82). Il n’existe pas de déseéquilibre
de liaison entre ce polymorphisme et le polymorphisme G20210A du méme géne. Une
étude a permis de mettre en évidence une association entre rs3136516 et le risque de
MTEV chez les sujets porteurs de PTG20201A. Parmi eux, les sujets porteurs du
génotype rs3136516-AG présentent un risque multiplié par 6 (OR = 5,86 ; IC 95%
= 3,22-10,86) comparativement aux sujets ne présentant pas de mutation du gene de

la prothrombine, alors que les sujets uniquement mutés pour PTG20210A présentent
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un risque multiplié par 3 environ (OR=3,34 ; IC 95% = 1,99-5,64) (83). Une autre étude
a évalué le risque associé a ce polymorphisme chez les sujets présentant un bilan de
thrombophilie négatif. Chez ces patients, le risque est multiplié par 1,5 (84).

Le polymorphisme rs4524 est responsable de la substitution d’une lysine (K) par une
arginine (R) en position 858 (K858R), au niveau du domaine B du FV. Il a été décrit
comme associé a la MTEV pour la premiere fois dans une étude cas-témoins de
femmes ménopausées ou en péri-ménopause (85). Ces résultats ont par la suite été
répliqués dans trois grandes études cas-témoins, apres ajustement pour le FVL (86).
L’alléle a risque (rs4524-T) présentait une fréequence de 74% et était associé a une
augmentation du risque de 21%. Cette association a par ailleurs été confirmée dans

une méta-analyse en 2015 (87).

Découverte de nouveaux variants par I'approche
génome entier ou GWAS

Les résultats produits par I'approche gene-candidat ayant conduit a des résultats
décevants, une nouvelle approche, plus généraliste, sans hypothese a priori, a été
développée dans les années 2000. Il s’agit de I'approche génome entier ou Génome
Wide Association Study (GWAS) qui teste simultanément I'association entre des
centaines de milliers de variants génétiques et une pathologie. Ce type d’approche
agnostique ne tient pas compte de la physiopathologie et permet de révéler de

nouveaux mecanismes explicatifs.

La premiére étude d’'association s’intéressant a la MTEV a été publiée en 2008 (88).
Trois polymorphismes ont été décrits comme associés a la MTEV : rs13146272 situé
sur le gene CYP4V2 (OR = 1,24 ; IC 95% = 1,11-1,37), rs2227589 situé sur le gene
SERPINC1 (OR =1,29; IC 95% = 1,10-1,49) et rs1613662 situé sur le géne GP6 (OR
=1,15;1C 95% = 1.01-1.30).

Le gene CYP4V2 code pour un membre de la famille des CYP450. Il se situe sur le
chromosome 4, dans une région contenant des genes codant pour des protéines de
la coagulation : la prékallikréine (KLKB1) et le facteur XI (F11). Il n’existe pas de lien

evident entre le gene CYP4V2 et la physiopathologie de la MTEV. Ainsi, le
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polymorphisme mis en évidence sur le géne CYP4V2 n’est pas causal mais en
déséquilibre de liaison avec un polymorphisme situé sur le gene F11 (89).

Le gene SERPINCL1 code pour I'AT. La frequence de l'alléle a risque rs2227589-A était
de 10%. Le polymorphisme est responsable de la substitution d’'une guanine par une
adénine en position 786, 140 pb en aval de I'exon 1. Chez des sujets sains, l'alléle a
risque était associé a des taux modérément diminués d’AT comparativement aux
sujets rs2227589-GG (94,8 +/-5,6% versus 99,5 +/-5,8%) (90).

Le géne GP6 code pour un récepteur au collagene présent sur la membrane
plaquettaire : la glycoprotéine GpVI. Ce récepteur est impliqué dans I'hémostase
primaire en participant a [I'activation et l'agrégation plaguettaires (91). Ce
polymorphisme entraine la substitution d’une sérine par une proline en position 219 de
la protéine. Il se situe sur le chromosome 19 dans un locus de genes codant pour des
immunorécepteurs de la superfamille des immunoglobulines. Le polymorphisme
entrainerait une diminution de l'activation plaguettaire dépendante du collagene (92)
et jouerait ainsi un rdle dans la constitution du thrombus veineux. Des résultats

contradictoires ont été obtenus dans les différentes études de réplication (93,94).

Le géne F11 codant pour le FXI est situé sur le chromosome 4. Le FXI est situé en
amont du FIX dans la cascade de la coagulation. Il est activé par le facteur XIl en FXI
activé. Il intervient dans la boucle d’amplification de la cascade de la coagulation apres
activation par la thrombine. Comme les facteurs VIII et X, un déficit en FXI s’associe
a un risque hémorragique. En raison de son implication dans la cascade de la
coagulation, le FXI apparait comme un facteur de risque potentiel de MTEV. Et en
effet, en 2000, une premiere étude a mis en évidence un lien entre les taux de FXI
plasmatiques et le risque de MTEV. L’'OR associé aux taux de FXI supérieurs au 90¢me
percentile était estimé a 2,2 (IC 95% = 1,5-3,2) (95). Depuis, plusieurs études ont
identifié des polymorphismes du géne F11 associés au risque de MTEV : rs3756008,
rs2289252 et rs2036914 (85,88,89). Un déseéquilibre de liaison a été retrouvé entre
ces deux derniers SNP et le SNP rs10029715, lui-méme associé a la MTEV dans la
GWAS de Germain et al. publiée en 2011 (96).

En 2015, une méta-analyse de 12 GWAS a permis d’identifier deux nouveaux
polymorphismes associés a la MTEV : rs2288904-G situé sur le gene SLC44A2 (OR
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=1,28; p = 2,64x107) et rs78707713-A situé sur le géne TSPAN15 (OR=1,42;p =
2,21x107) (87).

Le gene SLC44A2, situé sur le chromosome 19, code pour CTL-2, un transporteur de
choline transmembranaire, essentiellement connu pour son rbéle dans le TRALI
(Transfusion-related acute lung injury) ou syndrome de détresse respiratoire post-
transfusionnel (97). Plusieurs hypothéses mécanistiques ont été émises pour expliquer
son rble dans la MTEV, notamment par une interaction avec le FW (98,99).

Le géne TSPANL15, situé sur le chromosome 10, code pour la tétraspanine 15, une
protéine de signalisation appartenant a la superfamille des tétraspanines. L'implication
de TSPAN15 dans la physiopathologie de la MTEV n’est pas clairement établie. I
pourrait étre indirect. En effet, la tétraspanine 15 interagit spécifiquement avec
TADAM10 et permet sa progression depuis le réticulum endoplasmique jusqu’a sa
forme activée vers la surface cellulaire (100). A son tour 'TADAM10 clive la
glycoprotéine VI (GpVI) qui, comme nous l'avons vu, est impliquée dans I'activation,
'adhésion et I'agrégation plaquettaire (101).

Découverte de nouveaux variants par I'approche
GWAS appliguée aux phénotypes intermeédiaires

L’'application de I'approche GWAS aux phénotypes intermédiaires, c’est-a-dire aux
parametres biologiques préalablement décrits comme associés a la MTEV, a permis
d’identifier de nouveaux facteurs de risque génétiques de MTEV. Parmi eux, le
polymorphisme rs710446 (1742T>C, 11e581Thr) situé sur le géne KNG1 est associé
au raccourcissement de I'aPTT (activated Partial Thromboplastin Time) (102). Le
raccourcissement de I'aPTT, test de la coagulation, reflete un état d’hypercoagulabilité
et est associé au risque de MTEV (103,104). Le polymorphisme rs710446 du géne
KNGL1 code pour le kininogene de haut poids moléculaire (KHPM) exploré par I'aPTT.
Le KHPM permet l'initiation de la voie intrinseque en rapprochant la prékallicréine et
le FXI du facteur XII (102). Outre I'association entre rs710446 et 'aPTT, il existe une
association entre rs710446 et le risque de MTEV. L'OR associé a l'alléle a risque est
estimé a 1,18 (105).
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Contraceptifs oraux combinés et risque de

maladie thromboembolique veineuse

Le contrdle des naissances est une problématique sociétale majeure. De nombreuses
méthodes contraceptives ont été développées pour permettre de répondre a ce besoin

en prenant en compte les contraintes individuelles cliniques et sociales.
Les difféerentes méthodes de contraception comprennent :

- Les méthodes barrieres (dispositifs a action locale) congues pour empécher les
spermatozoides de pénétrer dans l'utérus. Elles sont amovibles et peuvent étre
une option pour les femmes qui ne peuvent pas utiliser les méthodes
hormonales. Elles comprennent le préservatif masculin, le préservatif féminin,
le diaphragme, le stérilet de cuivre ainsi que I'éponge utilisée avec spermicide ;

- Les méthodes hormonales qui permettent de réguler ou arréter l'ovulation et
ainsi préviennent la grossesse. Les hormones peuvent étre administrées par
différentes voies d’abord : per os, par voie cutanée (patch, gels), dispositifs
intra-utérins, injectable, anneaux vaginaux ;

- La chirurgie de stérilisation : elle vise a restreindre la progression des gametes

en dehors des gonades. Ces procédures ne sont généralement pas réversibles.

Parmi ces méthodes, la contraception oestroprogestative est de loin la méthode la plus
prescrite dans le monde puisque I'OMS estime que plus de 100 millions de femmes
utilisent cette méthode. En France, d’apres 'ANSM plus de 4 millions de femmes ont

recours a cette méthode.

Le 208siécle a vu naitre la médicalisation du contréle des naissances. Deux femmes
et un homme ont permis le développement d’'une contraception hormonale : Margaret

Sanger, Katharine McCormick et Gregory Pincus. La premiere a fondé « I’American
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Birth Control League » qui devint par la suite le planning familial. Son combat pour le
droit des femmes lui permit de rencontrer Katharine McCormick, et ensemble, elles
financerent les recherches de Gregory Pincus. Le développement de la premiére pilule
contraceptive est le résultat de nombreuses collaborations. Ce sont tout d’abord les
travaux de John Rock qui ont permis la premiére avancée. Alors gu’il menait des
expérimentations sur linfertilité, il observa, au contraire, que des fortes doses
d’cestrogéne et de progestérone résultaient en une anovulation. La collaboration des
deux chercheurs a permis le développement du premier COC. lIs ont repris les travaux
de Djeressi (développeur d’'un progestatif de synthese : le norethindrone) et de Colton
pour proposer un premier essai. Ce premier essai clinique, conduit par Pincus et Rock,
a permis d’obtenir une anovulation chez toutes les femmes avec lutilisation de
norethynodrel seul. Cependant, un second essai utilisant du noréthynodrel purifié s’est
soldé par des résultats inférieurs, notamment en termes d’effets secondaires. En effet,
le noréthynodrel du premier essai était en fait contaminé par du mestranol, un
aestrogéne de synthese. Sur la base de ce constat le premier COC associant 10 mg
de noréthynodrel et 150 ug de mestranol fut développé sous le nom d’Enovid. Les
essais cliniques étant alors interdits aux Etats-Unis, la premiére étude de phase Il a
été conduite & Porto Rico et a valu a Enovid d’étre approuvée par la Food and Drug
Administration (FDA) en 1957 pour le traitement des troubles menstruels, initialement,
avec une extension d’utilisation pour la contraception en 1960. Ainsi la premiere pilule
contraceptive, 'Enovid, a été commercialisée en 1961. Elle contenait alors 5 mg de
norethynodrel et 75 pug de mestranol. Ces pilules combinées les plus anciennes encore
actuellement disponibles sur le marché sont dites « normodosées » (comme le
Stédiril). C’est au cours de cette méme année que le premier cas d’EP, chez une
infirmiere, a été rapporté. Dés lors, la réduction du risque de MTEV est devenue un
enjeu majeur motivant le développement de nouvelles molécules. En 1967, une
premiére alerte concernant l'utilisation des COC fut publiée dans le British Medical
Journal (106). Une enquéte cas-témoins retrouvait pour la premiére fois une
association entre I'exposition aux COC et la survenue d’'un épisode de MTEV : 48%
des femmes ayant présenté un épisode de MTEV étaient exposées aux COC contre
seulement 8% des témoins. Cette premiére étude sera a l'origine du premier « pill
scare ». En réponse a cette crise, une réduction des dosages hormonaux va étre
entreprise par les laboratoires pharmaceutiques. Les progestatifs utilisés alors ne

permettaient pas de réduire les dosages en oestrogenes, en raison d’un faible taux

39



d’absorption. Un nouveau progestatif fut alors synthétisé : le lévonorgestrel (LNG). Ce
dernier est a l'origine d’une révolution pharmaceutique. C’est ainsi que les pilules de
seconde g@énération virent le jour. Ces COC contiennent moins de 50 ug
d’étinylestradiol (EE) et sont dites minidosées. Ces pilules sont toujours
commercialisées et considérées comme les COC de référence. Elles doivent étre
prescrites en premiere intention d’apres la HAS. Leur utilisation confere une
augmentation modérée du risque de MTEV. En effet, le risque de MTEV chez les

utilisatrices est multiplié par 2 environ comparativement aux non utilisatrices.

La question du risque de MTEV résolue (ou presque), les laboratoires
pharmaceutiques se sont lancés dans la recherche de nouveaux COC permettant de
réduire les effets secondaires associés aux COC et ainsi d’améliorer le confort des
utilisatrices. C’est ainsi que des progestatifs dérives du LNG ont vu le jour: le
gestodeéne, le désogestrel et le norgestimate, regroupés dans les COC dits de 3¢me
génération. En 1995, trois études épidémiologiques majeures publiées dans le Lancet
ont été a l'origine du second « pill scare ». Elles rapportaient une augmentation du
risque de MTEV chez les utilisatrices de COC de 3™Megénération comparativement aux
2¢mes générations (risque relatif (RR = 2)) (107-109).

L’histoire du développement des COC est donc jalonnée de 2 types d’évenements :
les mises en garde successives de la communauté scientifique quant au risque de
MTEV associé a l'utilisation des COC ayant conduit aux « pill scares » ; et la volonté
des laboratoires de gagner des parts de marché en proposant des produits censés
étre de plus en plus « confortables » pour les utilisatrices mais induisant un risque de
plus en plus important. Le développement du LNG, progestatif de seconde génération,
en réponse au premier « pill scare », est a I'origine d’une révolution pharmaceutique
majeure dans le domaine de la contraception orale puisqu’il a permis de réduire

considérablement les quantités d’EE utilisées et ainsi de minimiser le risque de MTEV.

Aux deux « pill scares » historiques, hous pouvons ajouter une crise de la pilule franco-
francaise qui a permis d’identifier deux problématiques majeures dans le monde de la
contraception orale : le risque cardiovasculaire associé aux COC était mal connu des
utilisatrices et la promotion des laboratoires pharmaceutiques pour leurs produits
« innovants » (c’est-a-dire les progestatifs de 3°™¢ et 4™ générations) ont introduit un
biais dans la prescription des COC (110). En effet, au début des années 2000, les
COC de 2°me génération représentaient prés de 60% des ventes alors que les
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progestatifs de 3¢me et 4¢me générations représentaient 40% des prescriptions. En
2011, la balance était totalement a I'équilibre puisque 50% des femmes utilisaient un
COC de 2¢me génération et 50% un COC de 3™ ou 4°™e génération, alors que la HAS
recommande de prescrire un COC de 2¢™M¢ génération en premiére intention chez les
femmes sans facteur de risque particulier (cardiovasculaire, oncologique,
hépatique...). Le scandale médiatique qui suivit I'affaire Diane 35 en décembre 2012
a eu pour conséquence une modification des habitudes de prescription/consommation
des COC en France. Ainsi, les ventes de COC de 3¢™¢ et 4¢me générations ont chuté
de 48% en janvier 2014 comparativement aux ventes de 2012. Durant la méme
période, les ventes de COC de 2¢™Me génération ont connu une hausse globale de 32%.
Cela se traduit par un ratio de ventes 1€ + 2éme générations/3°™¢ + 4°me générations
de 79%/21% en avril 2014 alors qu’il était de 52%/48% en avril 2012 (111).

L’annexe 1 présente les COC actuellement commercialisés en France (données
disponibles sur le site de TANSM).

Les mécanismes d’action sont multiples et complémentaires mais l'effet principal

consiste en l'inhibition centrale de I'ovulation.

D’une part le progestatif exerce un effet hypothalamique et hypophysaire avec pour
conséquences respectives une diminution de la fréquence des pics de LHRH et une
inhibition du pic de LH préovulatoire induit par les oestrogenes.

D’autre part I'cestrogene bloque la libération de FSH (hormone folliculo-stimulante)

nécessaire a la croissance folliculaire.

La conséguence est donc une inhibition de la croissance folliculaire.
Des effets additionnels sont décrits au cours de l'utilisation de progestatifs : diminution
de la vitesse de transfert tubaire et modification de la qualité de la glaire cervicale qui

devient ainsi défavorable au passage des spermatozoides (112).
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Comme nous l'avons vu précédemment, la prévalence de la MTEV est largement
dépendante de I'age. Sila MTEV est fréquente chez le sujet 4gé (incidence voisine de
1/100/an), on considere gu’elle est une pathologie rare chez le sujet jeune, population
dans laquelle I'incidence est estimée a environ 1/10000/an. Néanmoins, des données
récentes ont rapporté une progression de l'incidence de la MTEV chez les femmes en
age de procréer au cours des dix derniéres années pour atteindre une incidence
annuelle de 4 cas pour 10000 femmes (113). L'utilisation de plus en plus large des

COC explique au moins en partie cette augmentation.

Le risque de MTEV associé aux COC est bien connu depuis les années 60. Au cours
de la premiere année de commercialisation de la pilule ENOVID, un premier cas d’EP
a éte rapporté chez une infirmiére ameéricaine. De nombreux autres cas ont suivi et ont
été rapportés (114). En 1967, la publication de la premiére enquéte cas-témoins
s'intéressant au risque de MTEV chez les utilisatrices de COC a permis d’alerter la

communauté meédicale et a été a l'origine du premier « pill scare » (106).

De nombreuses études épidémiologiques ont depuis vu le jour et ont permis de
conforter ces résultats (115-128).

Deux facteurs principaux sont a prendre en compte pour I'évaluation du risque de
MTEV associé aux COC : la génération du progestatif et le dosage en EE. Pendant
longtemps, I'évaluation du risque reposait uniquement sur le premier critére, le risque
étant considéré plus important pour les progestatifs de 3°me et 4¢me générations
comparativement aux COC de 1¢® et 2¢me¢ générations. Cependant, les récentes
études épidémiologiques, notamment de registre, ont permis une évaluation plus fine
du risque en prenant en compte les dosages. A ces 2 facteurs majeurs doit s’ajouter

la prise en compte de la durée d'utilisation.
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Risque de maladie thromboembolique veineuse et génération de
progestatif

De nombreuses études ont évalué le risque de MTEV en fonction de la génération de
progestatif depuis les années 90 et la commercialisation des progestatifs de 3¢me
génération. En 2013, la méta-analyse de Stegeman a évalué le risque de MTEV chez
la femme jeune dans trois groupes comparativement aux non utilisatrices : le risque
était multiplié par 3,2 pour les COC de 1°¢ génération (IC 95% = 2,0-5,1), 2,8 pour les
COC de 2¢me génération (IC 95% = 2,0-4,1) et 3,8 (IC 95% = 2,7-5,4) pour les
progestatifs de troisieme génération. Le risque de thrombose veineuse était similaire
chez les utilisatrices de progestatifs de premiere et de deuxieme génération (risque
relatif de 0,9 (IC 95% = 0,6-1,4). En revanche, le risque était plus élevé chez les
patientes sous COC de 3°™e génération comparativement a la 2¢™¢ génération : 1,3 (IC
95% = 1,0-1,8) (115).

Risque de maladie thromboembolique veineuse et concentration en
éethinylestradiol

Cette méme méta-analyse de Stegeman permet d’évaluer le risque de MTEV associé
a différents dosages en EE. Pour un méme type de progestatif il existe un risque
différentiel. L’'exemple est extrémement parlant pour le LNG pour lequel le risque
passe de 2,2 (1,3-3,6) quand il est associé a 20 ug d’EE a 5,2 (3,4-7,9) quand la
concentration en EE est de 50 pg. De méme, la combinaison gestodene + 20 ug d'EE
est associée a un risque multiplié par 2,2 (1,4-3,2) alors que le RR est de 3,7 (2,8-4,9)

quand le gestodene est associé a 30 ug d’EE.

Risque de maladie thromboembolique veineuse en fonction de la
durée d’utilisation

L’augmentation du risque de MTEV est maximale au cours de la premiere année
d'utilisation. Dans une étude néerlandaise publiée en 2000, le risque de MTEV
apparaissait 3 fois supérieur au cours des 6 premiers mois d'utilisation
comparativement aux utilisatrices de longue durée (définies par la prise de COC pour
une durée supérieure a1 an) : OR = 3,0 (IC 95% = 0,6-14,8). Quand le seuil était placé
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a un an d'utilisation, le risque estimé par 'OR était évalué a 1,9 (IC 95% = 0,6-6,1)
chez les utilisatrices de moins d’'un an comparativement aux utilisatrices de plus d’'un
an. A noter dans cette publication que le paramétre génétique (bilan de thrombophilie)
permettait fortement de moduler le niveau de risque. En effet, le bilan de thrombophilie
était plus frequemment positif chez les patientes ayant thrombosé rapidement apres
l'initiation d’un COC. En particulier, 'OR était estimé a 18,5 (IC 95% = 1,9-175,7) au
cours des 6 premiers mois d'utilisation chez les patientes présentant un facteur de
risque génétique et a 11,0 (IC 95% = 2,1-57,3) au cours de la premiere année
d’utilisation (129). Plusieurs études ont confirmé ces résultats (130,131). En 2000
Suissa et al. ont précisé que le risque de MTEV associé a la prise de COC redevenait
maximal a chaque réintroduction, c’est-a-dire aprés une période d’'arrét d’au moins
trois mois (132). D’apres une récente étude cas-témoin, la durée d'utilisation du COC

ne semble influencer le risque de MTEV que chez les jeunes femmes (133).

Différents parametres de la coagulation sont modifiés au cours de I'imprégnation
hormonale. C’est notamment le cas au cours de la grossesse avec, par exemple, une
augmentation des taux de FVIII et une diminution des taux de PS. De la méme facon,
les COC induisent de nombreux changements du systeme hémostatique. lls
augmentent les concentrations plasmatiques en facteurs de 'hémostase : fibrinogene,
prothrombine, facteurs VII, VIII, X ; et diminuent celles des inhibiteurs de la coagulation
: AT, PS et TFPI. Les COC entrainent par ailleurs une résistance acquise a la protéine
C activée. Ce phénomeéne pourrait s'expliquer par la diminution du TFPI et de la PS
libre (134). Rosing et al ont montré que les utilisatrices de COC présentaient une
diminution significative de la sensibilité a la PCa comparativement aux non utilisatrices.
De facon intéressante, il existait une plus grande résistance a la PCa chez les
utilisatrices de COC de 3¢™M¢ génération comparativement aux utilisatrices de COC de
2nde génération. La différence de niveau de risque qui s’observe cliniguement trouve
donc un écho biologique avec I'étude de la résistance a la PCa. (135). En outre, l'effet
des différents progestatifs, a concentration en EE identique, sur la résistance a la PCa
a spécifiquement été évalué dans trois essais randomisés (136-138). Ces études ont

permis de confirmer que les progestatifs de 3°™¢ génération induisent une résistance
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a la PCa supérieure a celle mesurée
chez les utilisatrices de COC contenant du LNG (136,137).

Enfin, la SHBG est une glycoprotéine qui lie spécifiquement la testostérone et la 17--
estradiol, dont la concentration plasmatique augmente de facon dose-dépendante
avec la prise d'cestrogénes (139). La SHBG est par ailleurs corrélée a la résistance a
la PCa chez les utilisatrices de COC (140,141). Ces differents phénoménes
biologiques sont plus importants avec les COC de 3°™e génération comparativement
aux 2emes générations, ce qui pourrait expliquer le risque de MTEV plus important pour

les premiers.

Comme nous l'avons précédemment vu la MTEV est une pathologie complexe
résultant de l'interaction entre des facteurs de risque génétiques et des facteurs de
risque environnementaux. Les facteurs de risque génétiques contribuent a augmenter
le risque basal de MTEV chez un individu donné, en induisant un état
d’hypercoagulabilité. Parmi les facteurs environnementaux, les COC sont
probablement les plus fréquemment retrouvés. L’interaction spécifique entre les
facteurs de risque génétiques classiquement recherchés par le bilan de thrombophilie
et les COC mérite donc une attention particuliere. La rareté de certains facteurs
biologiques de risque tels que les déficits en inhibiteur rend difficile cette évaluation,
mais le FVL et la PTG20210A, facteurs de risque génétiques communs, ont fait I'objet

de plusieursétudes épidémiologiques.

Bloemenkamp a montré en 1995 que le risque absolu de TVP associé aux COC
semblait particulierement élevé chez les porteuses de la mutation du FVL et chez les

femmes présentant des antécédents familiaux de thrombose veineuse (108).

Trés récemment une méta-analyse de van Vlijmen 2016 (142) a évalué le risque de
MTEV chez les utilisatrices de COC présentant une thrombophilie biologique. Les
auteurs ont classé les anomalies biologiques en thrombophilie modérée (hétérozygotie
pour le FVL ou PTG20210A) et thrombophilie sévére (déficits en AT, PC ou PS, double
hétérozygotie pour les FVL et PTG20210A, homozygotie pour le FVL ou pour
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PTG20210A). Douze études cas-témoins ont évalué le risque de MTEV associé a la
combinaison COC-thrombophilie modérée, et trois études de cohorte ont estimé ce
risque chez les patientes présentant une thrombophilie sévére. Chez les utilisatrices
de COC, les thrombophilies modérée et sévere étaient ainsi associées respectivement
a un RR de 5,89 (IC 95% = 4,21-8,23) et 7,15 (IC 95% = 2,93-17,45). Si les résultats
précédents laissent penser que le risque est comparable entre les thrombophilies
modérée et sévere, les études de cohorte suggerent que le risque absolu de MTEV
est beaucoup plus élevé chez les utilisatrices de COC avec thrombophilie sévére
(incidence pour 100 années d'utilisation = 4,3 (IC 95% = 1,4-9,7) a 4,6 (IC 95% = 2,5-
7,9) contre 0,49 (IC 95% = 0,18-1,07) a 2,0 (IC 95% = 0,3-7,2) respectivement pour
les thrombophilies sévére et modérée). Il faut toutefois noter que ces observations
reposent sur des études familiales, c’est-a-dire chez des patientes présentant des
antécédents familiaux de MTEV et pour lesquelles une thrombophilie biologique a été
identifiée chez le propositus. Les principales données issues des articles ayant permis
cette méta-analyse sont présentés dans les tableaux 4 et 5.

En 2003, Rosendaal et al ont évalué le risque de MTEV associé a 'augmentation des
taux de facteurs procoagulants chez des femmes sous COC (143). Le risque de MTEV
apparaissait ainsi augmenté chez les utilisatrices de COC présentant des taux de
facteurs supérieurs a 90% : OR = 10,1 (IC 95% = 3,5-29,0) pour le FIl, OR =12,6 (IC
95% = 3,8-41,5) pour le FV, OR = 11,9 (IC 95% = 3,6—-39,2) pour le FXl et OR =12,3
(IC 95% = 2,4-63,0) pour le facteur XIl. A noter que l'effet conjugué de ces facteurs
de risque ne dépasse pas la somme des effets distincts. Il ne semble donc pas exister

d’interaction entre ces deux types de facteurs de risque.

Une méta-analyse de Wu et al. (144) regroupant sept études a évalué le risque de
MTEV chez les femmes présentant une thrombophilie biologique soumises a un
traitement hormonal (COC ou traitement hormonal substitutif). Chez les femmes
utilisant des COC, l'existence d’'une thrombophilie biologique majorait le risque de
MTEV. Il semblait en effet exister une interaction entre les COC et certains facteurs de
risque génétiques. L'OR associé a l'utilisation des COC seuls était estimé a 3,10 (IC
95% = 2,17-4,42) et & 1,86 (IC 95% = 1,27 to 2,74) chez les patientes porteuses du
FVL ne prenant de COC. De fagon intéressante, la combinaison des deux facteurs de
risque (COC et FVL hétérozygote) était associée a un OR de 15,62 (IC 95% = 8,66 a
28,15), signant ainsi une interaction (effet supra-additif). Il semblait par ailleurs exister
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une interaction pour la PTG20210A (OR = 1,34 et 6,09 pour la mutation seule et en
association avec les COC respectivement) et le déficit en AT (OR = 3,18 et 12,60 pour
le déficit seul et en association avec les COC respectivement) alors que ce n'était pas

le cas des déficits en PC et PS.

Récemment, une étude cas-témoins suédoise a montré que les antécédents familiaux
de MTEV constituent un facteur de risque de MTEV chez les femmes utilisant des
COC. L’étude rapporte en effet un OR estimant le risque de MTEV de 2,53 (IC 95% =
2,23-2,87) chez les utilisatrices de COC et de 2,38 (IC 95% = 2,09-2,71) chez les
patientes présentant des antécédents familiaux de MTEV. La combinaison
antécédents familiaux de MTEV + COC était-elle associée a un OR de 6,02 (IC 95%
=5,02-7,22) (145).
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Etude
Bloemenkamp (1995)
Andersen (1998)
Martinelli (1998)

Martinelli (1999)

Aznar (2000)

Spannagl (2000)
Legnani (2002)

Vaya (2003)
Martinelli (2004)

Sidney (2004)

Roach (2013)

Bergendal (2014)

Tableau 4. Risque de maladie thromboembolique veineuse chez les utilisatrices de

Thrombophilie
Facteur V Leiden
Facteur V Leiden
Facteur V Leiden
G20210A
Facteur V Leiden
G20210A

Facteur V Leiden
+ G20210A
Facteur V Leiden

Facteur V Leiden
G20210A
G20210A

Facteur V Leiden
+ G20210A
Facteur V Leiden

G20210A
Facteur V Leiden
G20210A
Facteur V Leiden
G20210A

Effectifs
135
68
44
49
106
104
29

165
282
272
25
108

128
120
72
59
407
501

OR
26,3
7,0
13,4
13,5
4,3
3,6
19,0

3,9
12,6
17,4
11,8

7,6

3,5
1,6
11,5
2,5
6,1
5,2

IC 95%

1,5-449,0

1,4-33,9

0,6-275,0
1,5-120,9

0,9-20,7
0,7-17,3
0,9-8,2

1,5-9,7
4,2-37,1
3,9-76,6

0,6-247,8

1,7-34,7

0,9-13,4
0,3-9,8
1,5-87,1
0,5-11,8
2,6-14,5
1,2-22,0

contraceptifs oraux combinés en fonction du statut biologique. Résultats issus

d’études cas-témoins.

G20210A = mutation G20210A du géne de la prothrombine, IC 95% = intervalle de

confiance a 95%.

48



Incidence de la MTEV pour 100 années d'utilisation

Etude Thrombophilie étudiée Thrombophilie + Thrombophilie — RR (IC 95%)
Effectif / Incidence Effectif / Incidence
Simioni VL 2,0 (%)?39-7,2) 0.0 (3,2_5'5) 3,3 (0,4-12,0)
(1999) e .5 (ﬁ?_g’?) 07 (%)%_3’7) 6,4 (1,0-41,1)
2007 ATIPCIPS 4622579 048 011e) O (0428
Viijmen FVL ou G20210A HTZ 0,49 (%),21251-1,07) 0,19 (?6?577-0,41) 2,6 (0,858,17)
(011 V1620210 HMZ ou double HTZ 0.86 (6 10-3.10) 019 0.07.041) M6 (093-22:86)

Tableau 5. Risque de maladie thromboembolique veineuse chez les utilisatrices de contraceptifs oraux combinés issues
de familles thrombophiles. Etudes de cohorte.

FVL = Facteur V Leiden ; AT/PC/PS = déficit en antithrombine, protéine C ou protéine S ; G20210A = mutation G20210A

du gene de la prothrombine ; HMZ = homozygote ; HTZ = hétérozygote ; MTEV = maladie thromboembolique veineuse ;
RR = risque relatif ; IC 95% = intervalle de confiance a 95%.
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Objectifs du travail
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L’identification des femmes a risque de MTEV sous COC constitue un enjeu majeur
de santé publique. De nombreux facteurs de risque ont été identifiés a ce jour.
Notamment, la composante génétigue est trés importante. Cela se traduit notamment
par la contre-indication des COC chez les patientes présentant une thrombophilie
biologique. Cependant, les études ayant évalué le risque de MTEV sous COC chez
ces patientes sont peu nombreuses et souffrent de biais méthodologiques. Il est
actuellement extrémement difficile d’évaluer le risque de MTEV avant une premiére
prescription de COC. En patrticulier, la prise en compte du risque génétique est difficile
en raison de I'absence de recommandation claire quant a l'indication d’'un bilan de
thrombophilie. Par ailleurs, le résultat de ce bilan de thrombophilie ne suffit pas a
caractériser le risque de MTEV, notamment parce que le risque familial n'est pas
completement corrélé a 'anomalie biologique identifiee par un tel bilan. En effet, au
sein de ces familles,il existe un risque de MTEV augmenté méme chez les patients ne
présentant pas I'anomalie familiale. A ce jour, le bilan de thrombophilie pratiqué et
reconnu ne permet donc pas d’estimer correctement ce risque familial. Il n’explique en
effet qu’'une part minoritaire de I'héritabilité de la pathologie. D’autres facteurs de
risque génétiques doivent donc étre recherchés et évalués chez les femmes sous COC

afin de mieux appréhender leur risque cardiovasculaire.
Afin de répondre a cette problématique, nous avons conduit deux études.

L'objectif de la premiere étude était d'identifier les déterminants génétiques et
environnementaux du risque de MTEV chez les femmes sous COC dans une étude
cas-témoins totalisant 968 femmes avec histoire personnelle de MTEV sous COC et
874 femmes sous COC ne présentant pas d’antécédent personnel de MTEV (étude
PILGRIM).

L'objectif de la deuxieme étude était d'évaluer, chez les utilisatrices de COC, l'impact
sur le risque de MTEVdes polymorphismes génétiqgues récemment identifiés par les
études pangénomiques conduites dans la population générale.
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Résultats expérimentaux
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Article |

Risk factors for venous thromboembolism in

women under combined oral contraceptive.

The PILI Genetic RIsk Monitoring (PILGRIM)
Study
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L’identification des femmes a risque de MTEV sous COC constitue un enjeu majeur
de santé publique. A ce jour, les recommandations disponibles, incluant notamment
celles de la Haute Autorité de Santé (HAS), ne permettent pas de prévenir tous les
évenements thrombotiques chez les utilisatrices. Il apparait donc nécessaire de mieux

maitriser I'évaluation du risque de MTEV sous COC.

Afin d’évaluer ce risque, nous avons conduit une étude cas-témoins dans une
population spécifique de femmes sous COC. Nous avons inclus consécutivement
toutes les femmes venues en consultation entre 2003 et 2013 au Centre d’Exploration
des pathologies Hémorragiques et Thrombotiques de I'Hopital de la Timone
lorsqu’elles présentaient un antécédent personnel de MTEV documentée sous COC.
Le groupe témoin était constitué des femmes sans antécédent cardiovasculaire
personnel adressées a ce centre au cours de la méme période pour la réalisation d’'un

bilan de thrombophilie en raison de I'existence d’antécedents familiaux de thrombose.

L'utilisation d’'un questionnaire clinique standardisé ainsi que la réalisation d’'un bilan
biologique systématique ont permis d’évaluer 'impact des facteurs de risque reconnus
de MTEV dans cette population spécifique de femmes jeunes exposées a un facteur
de risque environnemental fréquent. En particulier, nous avons évalué le risque

associé a I'obésité, le tabagisme, la thrombophilie biologique, le groupe sanguin.
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Summary

Identifying women at risk of venous thromboembolism (VTE) is a
major public health issue. The objective of this study was to identify
environmental and genetic determinants of VTE risk in a large sample
of women under combined oral contraceptives (COC). A total of 968
women who had had one event of VTE during COC use were com-
pared to 874 women under COC but with no personal history of VTE.
Clinical data were collected and a systematic thrombophilia screening
was performed together with ABO blood group assessment. After ad-
justing for age, family history, and type and duration of COC use, main
environmental determinants of VTE were smoking (odds ratio [OR]
=1.65, 95 % confidence interval [1.30-2.10]) and a body mass index
higher than 35 kg.m? (OR=3.46 [1.81-7.03]). In addition, severe in-
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Introduction

Venous thromboembolism (VTE), including deep-vein thrombo-
sis (DVT) and pulmonary embolism (PE), is a complex disease
resulting from numerous associated factors (1). In child-bearing
age women, combined oral contraceptives (COC) are a major en-
vironmental risk factor. While the incidence of VTE is 16
VTE/100,000 women-years (WY) in nonpregnant non COC users,
it can increase up to 99 VTE/100,000 WY according to the type of
COC (2). During the past ten years, several studies showed a
higher risk of VTE with 3" and 4™ compared to 1# and 2™ gener-
ations (3-6). Hypercoagulability, reflected by elevated activated
protein C (APC) resistance was proposed as a plausible biological
mechanism of the VTE risk during COC use. A higher APC resis-
tance is thought to explain the increased risk observed in 3%, 4%
generation or cyproterone acetate users compared to 2™ gener-
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herited thrombophilia (OR=2.13 [1.32-3.51]) and non-0 blood groups
(OR=1.98 [1.57-2.49]) were strong genetic risk factors for VTE. Family
history poorly predicted thrombophilia as its prevalence was similar in
patients with or without first degree family history of VTE (29.3% vs
23.9%, p=0.09). In conclusion, this study confirms the influence of
smoking and obesity and shows for the first time the impact of ABO
blood group on the risk of VTE in women under COC. It also confirms
the inaccuracy of the family history of VTE to detect inherited throm-
bophilia.
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ation users (7). Even though the incidence remains relatively low,
the wide use of COC exposes a great number of women to VTE
risk. Complications of VTE might be severe and include post-
thrombotic syndrome, chronic PE, and a high mortality rate,
mostly due to PE (8-11). Having young, healthy women exposed
to those risks appears to be unacceptable. However, unwanted
pregnancies related risks, both physical and psychological, are im-
portant and COC have proved their benefice on that matter
(12-14). There is a major issue in identifying women using COC
who will undergo VTE. Unfortunately, identifying those at an in-
creased risk for VTE seems to be difficult. Several recommen-
dations have been edited in order to lower the risk of VTE
(15-17). Major surgery with expected immobilisation is an abso-
lute contraindication in all recommendations. Despite the fact that
smoking remains a controversial risk factor for VTE (18, 19), all
recommendations agrees to contra-indicate COC in smokers aged
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over 35 years beyond 15 cigarettes per day. For most of the recom-
mendations, obesity does not contra-indicate COC. The Royal
College of Obstetricians and Gynaecologists (RCOG) considers
that COC shouldn’t be recommended in women with a severe
obesity (i.e. body mass index [BMI] over 35 kg.m%) (15). Out of
these environmental and debated contexts, the main factors that
can prevent a physician from prescribing COC to a woman are the
positive personal or family history of VTE and the presence of in-
herited thrombophilia including antithrombin, protein C, protein
S deficiencies, factor V Leiden (FVL) and prothrombin G20210A
(PTG20210A) mutations. However, the issue as to who to screen
for evidence of inherited thrombophilia is contentious, and sys-
tematic screening is not appropriate because of its poor cost effec-
tiveness (20). Thus, thrombophilia screening is generally restricted
to women with a positive family history of VTE. Despite wide-
spread acceptance of this policy, the limited value of family history
to detect inherited thrombophilia was shown in several studies
and therefore the decision to test for inherited thrombophilia can-
not be accurately guided by the presence or absence of family his-
tory (21-23). A better knowledge of the clinical and genetic risk
factors of VTE in contraceptive users and the value of family his-
tory in the identification of inherited thrombophilia could help
guiding more evidence-based decisions in the future. We therefore
conducted a large case-control study where cases were women
with a personal history of VTE under COC and controls were
women under COC with no personal but family history of throm-
bosis. We aimed to identify environmental and genetic risk factors
for a first episode of VTE and to evaluate the performance of
family history for the screening of inherited thrombophilia in
women using COC in a French case-control study.

Materials and methods

We conducted a case-control study, called the PIL] Genetic RIsk
Monitoring (PILGRIM) study, on patients referred to a single
centre (Exploration Centre of hemorrhagic and thrombaotic dis-
eases [CEHT] of the Marseille University Hospital) between Janu-
ary 1, 2003 and December 31, 2013. Cases were all consecutive
women who had a first objectively confirmed episode of VTE dur-
ing COC use with no history of cancer or autoimmune disease.
Controls were defined as consecutive women using COC who
were referred to CEHT for thrombophilia screening as they pres-
ented a family history of thrombosis but with no personal history
of the disease. During the consultation a standardised question-
naire (24) administrated by experienced physicians before screen-
ing for thrombophilic defects allowed us to collect the following
data:

Personal history of VTE

VTE was considered established if DV'T was confirmed by com-
pression ultrasound or veinography, and PE by ventilation and
perfusion lung scanning, spiral computer tomography scanning or
pulmonary angiography, or when the patient had received full-
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dose heparin and a vitamin K antagonist for at least three months.
Risk factors, including age, triggering circumstances at first VTE
and family history of VTE were recorded. VTE was classified as
provoked when occurring within three months after exposure to
exogenous risk factors, including surgery, trauma, immobilisation
for seven days, In the absence of these risk factors, VTE was de-
fined as unprovoked.

Oral contraceptives

Progestogen only and first generation COC pills were excluded.
We categorised the pills according to the generation of the proges-
togen. G2 group included second generation progestogens (levo-
norgestrel, norgestrel). G3 group included third generation pro-
gestogens (desogestrel, gestodene, norgestimate). G4 group in-
cluded fourth generation progestogens (drospirenone, dienogest,
nomegestrol). We also included cyproterone acetate (CA). Du-
ration of use was collected, in months, without interruption. If the
contraceptive was interrupted for more than four weeks, we calcu-
lated the duration from the date of restart. Considering the con-
trols, if there was a switch in the contraception, we considered the
most recent generation pill and we calculated the duration for this
only pill.

Smoking

Current smoking was considered at the time of the VTE event for
cases, and the time of the inclusion for controls. Five groups of
smokers were obtained according to the number of cigarettes
smoked per day: 0; 1 to 14; 15 to 24; 25 to 34; 35 or more (18).

Biometry

Height and weight were measured during the interview and BMI
was calculated. BMI was stratified into four classes according to
the WHO classification of obesity: below 25 kg.m? from 25 to
29.99 kg.m? (pre-obese); from 30 to 34.99 kg.m (obese class I -
mild obesity); 35 kgm? and more (obese class IT and III - severe
obesity).

Family history

The family history was qualified according to three different meth-
ods. For the first method, a positive 1 degree history was con-
sidered if at least one first-degree relative (parents, siblings,
children) had had an episode of VTE. According to the second
method, family history was positive when a VTE episode occurred
in a first-degree relative aged under 45. We also calculated a family
history score which is the ratio between the number of first-degree
relatives who had had an episode of VTE and the total number of
first-degree relatives. The family history score was divided into
three groups according to Cohen et al. (24).
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ABO blood group

ABO groups were obtained during the interview or phenotyped, in
case individuals were unaware of their groups, with Qwalys 2 auto-
mate (Diagast, Loos, France). In all, ABO blood group was known
for 955 (98.7 %) cases and 864 (98.9%) controls.

Thrombophilia

Inherited thrombophilia was tested for all cases and controls. All
haemostasis-related parameters were performed using the STA-R
automate and commercially available kits and reagents from Diag-
nostica Stago (Asnieres, France), including the corresponding nor-
mal and pathologic control plasmas and standard plasmas. Anti-
thrombin (AT) was measured with the AT chromogenic anti-
thrombin heparin cofactor activity (Stachrom-ATIII). AT deficien-
cy was defined by decreased levels of AT activity (<80 IU.dL!)
(24). Protein S (PS) deficiency was defined by decreased free PS
plasma antigen levels using specific ELISA assay (<55 IU.dL™")
(25). Protein C (PC) deficiencies were defined by decreased levels
of PC activity measured by Staclot Protein C (<70 [U.dL") (26).
Because PC and PS are vitamin K-dependent proteins and their
plasma levels decrease by the concomitant use of vitamin K antag-
onists, PC and PS were measured at least one month after withdra-
wal of these drugs. Deficiencies were confirmed by measuring a
second sample that was collected 3 months later. In controls,
women with decreased plasma levels of AT, PC, PS were systemati-
cally verified at least 1 month after COC discontinuation.

EVL (rs6025) and PTG20210A (rs1799963) genotypes were ob-
tained using light cycler technology (Roche Diagnostics, Indiana-
polis, IN, USA) (24).

We obtained informed consent from all participants, and the
study met all institutional ethics requirement.

Statistical analysis

Qualitative variables were compared using the Chi? test (with
Yate's continuity correction when appropriate) or Fisher's exact test
when necessary. We used Student’s t-test for quantitative variables
comparison, Odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (CI)
were calculated. Adjusted OR were calculated by logistic regres-
sion. For the multivariate analysis, we included the following con-
founding factors: age, type and duration of COC use, and family
history score. Only significant (p<0.05} variables were maintained
in the final model. A 5% two-tailed significance level was used for
all tests.

According to previous recommendations (27, 28), inherited
thrombophilia was separated into two groups depending on its se-
verity. Moderate thrombophilia included heterozygosity for FVL
or PTG20210A mutations. Severe thrombophilia was defined as
natural anticoagulant inhibitor deficiencies, homozygosity for FVL
or PTG20210A mutations, or heterozygosity for both mutations.
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Results
Main characteristics of cases and controls

We included 968 women with a personal history of VTE during
COC use and 874 controls. The main characteristics of the indi-
viduals are shown in B-Table 1. The mean age was 32.3 (range
14-55) for cases at the time of the VTE event, and 30.8 (range
14-55) for controls at the time of inclusion (mean difference (MD)
=1.53 (95% CI 0.69-2.36), p=0.0004). While mean age was similar
between cases and controls in the G2 group (MD=0.56
(-0.97-2.09, p=0.48), it was significantly higher in cases than in
controls using G3 (MD=3.04 (1.79-4.30), p<10) and G4
(MD=5.35 (3.23-7.48), p<10~*) COC, and significantly lower in
cases than in controls (MD=-3.44 (-5.45 - -1.43), p=0.0009) using
CA (Suppl. Table 1, available online at www.thrombosis-online.
com).

The distribution of COC type was significantly different
(p<107) between cases and controls (P Table 1), with 3 gener-
ation COC more frequent (41.5%) in cases whereas 2™ generation
COC being more often prescribed in controls (36.6%). Overall, the
mean duration of COC use was slightly higher in cases than in
controls (MD=0.69 (0.08-1.30), p=0.05) (» Table 1) but shorter in
controls using G2 COC (MD=2.02 (0.86-3.17), p=0.0007), and
shorter in cases using G4 (MD=-2.66 (-3.61 - -1.71), p<10™*)
(Suppl. Table 1, available online at wiww.thrombosis-online.com).

Per design, all controls had a positive family history of throm-
bosis: 522 (59.7%) had a positive 1% degree family history of VTE
(»Table 1), 187 (21.4%) had a 2™ degree family history of VTE,
78 (8.9%) had a family history of arterial thrombosis, and for 87
(10.0%) the family history of thrombosis wasn't documented. In
cases, 270 (27.9%) women had a positive 1* degree family history
of VTE.

Environmental risk factors for VTE

Cases were more frequently smokers than controls (32.5% vs
25.6%, p=0.001), and the association of smoking with VTE was
not different (p=0.48) according to COC generations (Suppl. Table
1, available online at www.thrombosis-online.com). A trend to-
wards an increased risk of VIE was observed according to the
number of cigarettes (cig) smoked per day (cig/day): crude
OR=1.13 (0.89-1.44) for 1 to 14 cig/day; OR=1.55 (1.10-2.21) for
15 to 24 cig/day; OR=1.99 (0.62-7.49) for 25 to 34 cig/day;
OR=3.48 (0.84-23.44) for 35 cig/day or more (p for trend<10~*
when grouping 25 to 34 cig/day and >34 cig/day). BMI was sig-
nificantly higher in cases than in controls (MD=1.64 (1.21-2.07),
p<10*) as was the percentage of women with BMI>35 kg.m™
(5.0% vs 1.7%, p=0.0001). A trend towards an increased risk of
VTE was observed according to the class of obesity: crude
OR=1.51 (1.16-1.97) for pre-obesity, OR=2.67 (1.72-4.24) for
mild obesity and OR=3.51 (1.97-6.66) for severe obesity (p for
trend<107%).
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VTE patients Controls

P-value

Table 1: Main characteristics of the

Mean difference
PILGRIM study.

(n=968) (n=874) (95% Cl)

Mean (SD) age (years) 32.3(9.6) 30.8(8.7) 0.0004  1.53(0.69-2.36)
Oral contraceptive use by generation

Second' 330 (34.1) 320 (36.6)

Third? 402 (41.5) 294 (33.6)

Fourth? 123(12.7) 103 (11.8) P

Cyproterone acetate 113 (11.7) 157 (18.0)
Mean duration of COC in years (SD)* 8.3(7.4) 76(55  0.05 0.69 (0.08-1.30)
Duration of use <12 months 206 (22.5) 101 (12.7) <0.0001
Positive first-degree family history of VTE® 270 (27.9) 522 (59.7) <0.0001
Family history score (SD) 0.07 (0.13) 0.17(0.17) <0.0001 -0.10(-0.17 —-0.07)
Mean (SD) body mass index (BMI)® 24.0(5.2) 224 (4.0) <0.0001 1.64(1.21-2.07)
BMI=35 kg.m* 48 (5.0) 14(1.7)  0.0001
Current smokers’ 315 (32.5) 224 (25.6) 0.001
Inherited thrombophilia® 246 (25.4) 183 (20.9) 0.03
ABO blood group?

A 545 (57.1) 418 (48.4)  <0.0001

B 120 (12.6) 85(9.8)

AB 63 (6.6) 38(4.4)

0 227 (23.8) 323(37.4)

Non-0 728 (76.2) 541 (62.6) <0.0001

Shown data are counts (%) unless otherwise indicated. 'Second generation=levonorgestrel, norgestrel;
*Third generation=desogestrel, gestodene, norgestimate; *Fourth generation=drospirenone, dienogest,
nomegestrol. ‘Data available for 914 cases and 798 controls. *Only first-degree relatives were consider-
ed. ®Data available for 953 cases and 837 controls. At time of VTE episode for cases, and at time of in-
clusion for controls. &inherited thrombophilia includes protein C, protein S and antithrombin deficien-
cies, factor V Leiden and prothrombin mutations. *Data available for 955 (98.7%) patients and 864 con-

trols (98.9%).

Inherited thrombophilia and VTE

Two hundred fourty-six (25.4%) cases had an inherited throm-
bophilia compared to 183 (20.9%) in controls (p=0.03) (P-Table
1); the effect being similar across the different COC generations (p
for homogeneity=0.43, Suppl. Table 1, available online at www.
thrombosis-online.com). Only PC deficiency and combinations of
defects were significantly higher in cases than in controls (2.5% vs
0.9%, p=0.01 and 2.5% vs 0.8%, p=0.005, respectively) (PTable
2). As a consequence, only severe thrombophilia was higher in
cases than in controls (7.0 vs 3.5%, p=0.0009). Besides, non-O
blood groups were more prevalent in cases than in controls
(P-Table 1), whatever the COC generation (p for homogene-
ity=0.73, Suppl. Table 1, available online at www.thrombosis-on
line.com). The effect of non-0 blood groups was similar according
to the presence of an inherited thrombophilia (OR: 1.77
[1.40-2.24], 2.86 [1.69-4.90] and 1.61 [0.57-4.43] for individuals
without, with moderate- or severe thrombophilia, respectively).

Thrombosis and Haemostasis 115.1/2016

In a multivariate analysis (P Table 3), BMI235 kg.m™
(OR=3.46 [1.81-7.03]) and smoking (OR=1.65 [1.30-2.10]) re-
mained significantly associated with the risk of VTE after adjust-
ment for age, type and duration of COC, and the family history
score. Significant genetic risk factors for VTE were severe throm-
bophilia (OR=2.13 [1.32-3.51]) and non-O blood groups
(OR=1.98 [1.57-2.49]).

DVT vs PE

An univariate analysis (Suppl. Table 2, available online at www.
thrombosis-online.com) was conducted according to the severity
of the episode. The duration of COC was shorter in individuals
with PE compared to those with DVT only (MD=1.36 [0.22-2.51],
p=0.02). During the first 12 months of COC use, the percentage of
VTE event was higher for PE than for DVT (34.9% vs 18.6%,
p<10™). The frequency of the FVL mutation was lower in PE
women compared to DVT (6.1% vs 13.9%, p=0.002) (Suppl. Table
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2, available online at www.thrombosis-online.com). The inverse
relationship was observed for PTG20210A mutation and AT defi-
ciency (Suppl. Table 2, available online at www.thrombosis-online.
com). No difference in the non-O blood groups distribution was
observed according to DVT/PE (Suppl. Table 2, available online at
www.thrombosis-online.com).

Family history of VTE and identification of inherited
thrombophilia

This part of the analysis was performed in cases only, in order to avoid
bias. Family history was qualified with three different methods
(P>Table 4): the presence of a positive 1* degree family history of VTE,
a positive 1 degree family history of VTE with the index patient hay-
ing a first event before 45 years, and according to family history score.
The prevalence of inherited thrombophilia was significantly (p=0.01)
higher (35.3%) in patients with a family history score above 0.3
(n=85) compared to 23.9% observed in patients with a family history
score £0.1 (n= 712) and to 26.9% in patients with a family history
score in the ]0.1-0.3) range (n=171) (PTable 4). Conversely, the
prevalence of inherited thrombophilia was similar (~25%) according
to the presence or not of a positive 1* degree family history of VTE
even if this positivity is restricted to a VTE event before 45 years
(p=0.09 and p=0.60, respectively). The family history assessed by the
family score discriminated better mild than severe thrombophilia
(P> Table 4, p=0.05 and p=0.42 for mild and severe thrombophilia, re-
spectively). However, the family history score poorly predicted in-
herited thrombophilia (sensitivity = 12% ; specificity = 92%).

Evaluation of the impact of international recommen-
dations for the prevention of VTE in women on COC

When considering the RCOG recommendations published (15),
113 (11.7%) VTE events would have been prevented if COC
would not have been prescribed in women declaring a positive 1%
degree history of VTE (first event before 45 years old). Adding en-
vironmental risk factors such as major surgery, smokers aged over
35 years and BMI over 35 kg.m? would have prevented 153
(15.8%) more VTE events. Performing a systematic thrombophilia
screening would have identified 186 (19.2%) more women in
whom COC shouldn't have been prescribed. In all by following the
recommendations 452 (46.7%) VTE could have been putatively
prevented.

Table 2: Prevalence of thrombophilia defects according to VTE
status.

Thrombophilia defect  VTE patients Controls  P-value
(n=968) (n=874)
Any 246 (25.4) 183 (20.9) 0.03
Factor V Leiden 17 (12.1) 94 (10.8) 0.37
Prothrombin mutation 65 (6.7) 59 (6.8) 0.98
Protein C deficiency 24(2.5) 8(0.9) 0.01
Protein S deficiency 11(1.1) 14(1.6) 0.39
Antithrombin deficiency 5(0.5) 1(0.1) 022
Combinations 24 (2.5) 7(0.8) 0.005
Moderate thrombophilia' 178 (18.4) 152 (17.4) 0.58
Severe thrombophilia? 68 (7.0) 31(3.5) 0.0009
Non-0 blood groups 728 (76.2) 541(62.6)  <0.0001

Shown data are counts (%). 'Moderate thrombophilia is defined as
heterozygosity for factor V Leiden or prothrombin mutation. 2Severe throm-
bophilia is defined as either homozygosity for factor V Leiden or prothrom-
bin mutations, heterozygosity for both factor V Leiden and prothrombin mu-
tations, or natural anticoagulant inhibitor deficiency.

Discussion

We conducted a case-control study in a large cohort of women
using COC. Smoking, BMI, severe thrombophilia and ABO blood
group were independently associated with the risk of VTE. We
also confirmed, even assessing it by a family history score, that
family history poorly predicts the presence of an inherited throm-
bophilia. In our group of women with VTE, following the RCOG
recommendations for COC use would have putatively prevented
479% of VTE episodes.

Regarding environmental risk factors, BMI and smoking were
both associated with an increased risk of VTE. Until now, smoking
remained a controversial risk factor for VTE (18, 19). We confirm-
ed that current smoking is associated with an increased risk of
VTE in COC users and this risk increased according to the
number of cigarettes smoked per day. In multivariate analysis, cur-
rent smokers had a 1.65 increased risk of VT as compared to ever
or ex smokers. This effect was similar in the different COC

Table 3: Risk factors for VTE in COC users

derived from a multivariate madel. VTE patients  Controls OR (95% CI) P-value
(n=893) (n=763)
BMI 235 kg.m? 45 (5.0) 13(1.7) 3.46 (1.81-7.03) 0.0003
Current smokers 386 (32.0) 194 (25.4) 1.65 (1.30-2.10) <0.0001
Severe thrombophilia 63 (7.1) 29(3.8) 213 (1.32-3.51) 0.003
Non-0 blood groups 680 (76.1) 483 (63.3) 1.98 (1.57-2.49) <0.0001

Shown data are counts (%). Odds ratio were adjusted for age, type and duration of COC use, and the

family history score.
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Table 4: Distribution of thrombophilia and ABO blood group according to family history in VTE patients.

Family history P-value Family history <45 years P-value Family history score P for
Yes No Yes No <0.1 101=0/3] | =053 .end
(n=270) (n=698) (n=113)  (n=855) (n=712) (n=171)  (n=85)
Inherited thrombophilia  79(293)  167(23.9) 009  31(27.4)  215(25.1) 060  170(239)  49(269  30(35.3) 0.01
Moderate thrombophilia 58 (21.5) 120(17.2) 0.2 22 (19.5) 156 (18.2) 0.75 122 (17.1) 34(19.9) 22(25.9) 0.05
Severe thrombophilia 21(7.8) 47(67) 057 9(8.0) 59 (6.9) 0.68 48 (6.7) 12(7.0) 8(9.4) 042
Non-0 blood groups' 206 (78.0) 522 (75.5) 0.42 90 (79.6) 638 (75.8) 0.36 531 (75.4) 131(78.0) 66(79.5) 0.98

'Data available for 955 patients,

generations. Severe obesity (BMI235 kg.m™?) was found to be as-
sociated with a 3.46 increased risk of VTE which is in line with
previous findings in women (29). As for smoking, a trend towards
an increased risk of VTE according to BMI was observed.

Inherited thrombophilia in asymptomatic individuals in all
published recommendations is considered as a contraindication.
However, specific studies on the impact of the main congenital
thrombophilia defects and the risk of VTE in COC users are
sparse and based on a relatively small number of individuals (20).
A much larger one has been recently published but severe throm-
bophilia defects were not reported (30). In the present study, we
have used controls presenting a family history of thrombosis (first-
and second-degree relatives, venous or arterial thrombosis). This
mode of recruitment putatively enriched this group in genetic risk
factors. This hypothesis is highlighted by the high prevalence of
EFVL, PTG20210A and non-O blood groups which was higher
than expected in the general population from Marseille area
(10.8% vs 4.3%, 6.8% vs 3.0% and 62.6 % 56.0% for the prevalence
of the three factors in PILGRIM controls and healthy women from
Marseille area, respectively). Very interestingly, even with the use
of this enriched population as controls, inherited thrombophilia
was more frequent in cases. This difference was driven by severe
thrombophilia, and mainly PC deficiency and combinations of de-
fects, that explained the greater part of the difference in the throm-
bophilia testing whereas the prevalence of moderate thrombophi-
lia (heterozygous FVL or PTG20210A) was similar between the
two groups.

The prevalence of non-O blood groups was higher in cases than
in controls, this effect being observed in all COC generations. This
challenges conventional thoughts on genetic screening for throm-
bophilia, which presently does not include ABO blood type. The
magnitude of effect of non-Q blood group of VTE was in line with
previous findings (31) and similar to smoking (respective ORs:
1.98 and 1.65, respectively). Inherited thrombophilia screening
mention in the recommendations published so far does not in-
clude assessment of ABO blood group. The present result suggests
the importance of the use of ABO blood group to select adequate
contraception in women.

The severity of VIE in COC users might differ with the type of
thrombophilia. Individuals with DVT are more likely to carry the
EVL mutation than PE patients. This differential effect of FVL is

Thrombosis and Haemostasis 115.1/2016

known as the FVL paradox (32). We demonstrated that this FVL
paradox also holds in COC users. By contrast, individuals with PE
are more likely to carry the PTG20210A mutation or to have an
AT deficiency than those with DVT. Although statistically signifi-
cant, these two last results need to be confirmed in other studies.
The difference of PE and DVT risk according to thrombophilia in
COC users, if confirmed, might be taken into consideration as the
outcome of PE and DV'T is not similar.

We evaluated what could have been the impact of RCOG rec-
ommendations (if they have been applied) for the prevention of
VTE in women on COC. We demonstrated that proper use of the
clinical risk factors included in RCOG recommendations and
which are considered not to recommend COC may have pre-
vented 27.5% of VT events. Since the French crisis on COC pre-
scriptions (6), we can expect a better compliance with recommen-
dations and thus a decreased risk of VTE associated with COC use
(6). The presence of asymptomatic thrombophilia is also a con-
traindication of COC in all international recommendations. When
adopting a maximalist screening strategy for thrombophilia, by
testing all women before the beginning of contraception, we could
have theoretically prevented 186 more episodes, for a total of 452
women, 1. e, 46.7% of cases. The fact that severe thrombophilia was
found associated with the risk of VTE in the present study should
not be taken as a justification to recommend thrombophilia
screening in all women before prescribing COCs, as most inter-
national gynecologic guidelines do so (15, 17). Indeed such a strat-
egy is not cost effective (20). Moreover, in the present study, 74.6 %
of women with a VTE event had no inherited thrombophilia and
20.9% of women who were free of VTE event had a positive
thrombophilia screening,

As a consequence systematic thrombophilia screening is not
recommended but usually restricted to individuals with a family
history of VTE (30). However, we confirmed by using a much
larger sample of VTE individuals and different manners of quan-
tifying this VTE history the results of Cosmi et al. indicating that
family history poorly predicts the presence of inherited throm-
bophilia (22). Indeed, only the family history score was associated
with inherited thrombophilia with a trend towards an increase in
prevalence according to the increase of the score. This score im-
proves the specificity of family history for the thrombophilia
screening but its sensitivity remains very low (sensitivity = 12%;
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What is known about this topic?

o |International recommendations are against the use of COC in
heavy smokers and obese women; however, the impact on the
risk of venous thrombosis of these two factors are still debated in
COC users.

e ABO blood group is a risk factor of venous thrombosis; however,
its impact on the risk of VTE in COC users has not been specifically
studied yet.

e Family history of venous thrombosis is believed to predict poorly
the presence of a heritable thrombophilia.

What does this paper add?

o BMI and smoking were both associated with venous thrombosis
risk in COC users in a dose-dependent manner.

e Non-0 blood group is associated with the risk of venous throm-
bosis in COC users. The risk of venous thrombosis is of similar
magnitude to that previously published in other settings.

e Using a family history score, we confirmed that family history of
venous thrombosis is a poor predictor of the presence of inherited
thrombophilia.

specificity = 92 %). This confirms that even if there is a significant
correlation between family history of VTE and the presence of in-
herited thrombophilia, one can not consider the approach based
on the presence of a family history to perform thrombophilia
screening as satisfactory.

These results maintain the question open as whom women
might be screened for thrombophilia before COC use. Basing this
strategy on women with a 1 degree family history of VTE would
have missed 182 (19.2%) of women with inherited thrombophilia
of whom 54 (29.7%) had severe thrombophilia. In any case, even if
we had performed a thrombophilia screening in all women we
might have prevented only 50% of VTE. This confirms that addi-
tional factors causing VTE are still unknown and need to be ident-
ified.

The present study suffers from several limitations. Among
them, the retrospective design and the mode of recruitment which
has enriched the control group in genetic risk factors render im-
possible the extrapolation of the results in the general population.
However, it allows us to show that women with a personal history
of VTE under COC more often present a severe thrombophilia
than women under COC with no personal event but with a family
history of VTE whereas this is not the case for FEVL or PTG20210A
heterozygosity which could be rule out on the basis of the family
history of thrombosis. This point is in line with the fact that, sur-
prisingly, the family history assessed by the family history score
discriminated more mild than severe thrombophilia. Moreover,
controls were not from the general population but had a family
history of thrombosis and then could have been more aware of
risks. This could influence the exposition to some environmental
risk factors such as tobacco. To circumvent this bias we have ad-
justed for the family history score in the multivariate model. One
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other limitation is the fact that VIE events in family members
were self-reported and not objectively confirmed. One final limi-
tation is the fact that we have classified COC according to the gen-
eration of progestogen whereas most recent studies classify COC
according to type of progestogen and estrogen dose.

In conclusion, this study confirms the influence of smoking and
obesity and shows for the first time the impact of ABO blood
group on the risk of VTE in women under COC. It also confirms
the inaccuracy of the family history of VTE to detect inherited
thrombophilia.

Acknowledgements
We thank M. Billerey for her excellent technical assistance.

Conflicts of interest
None declared.

References

1. Rosendaal FR. Venous thrombosis: a multicausal disease. Lancet 1999; 353:
1167-1173.

2. de Bastos M, Stegeman BH, Rosendaal FR, et al. Combined oral contraceptives:
venous thrombosis. Cochrane Database Syst Rev 2014; 3: CD010813.

3. Stegeman BII, de Bastos M, Rosendaal FR, et al. Different combined oral
contraceptives and the risk of venous thrombosis: systematic review and net-
work meta-analysis. Br Med ] 2013; 347: {5298.

4. Lidegaard @, Nielsen LH, Skovlund CW, et al. Risk of venous thromboembolism
from use of oral contraceptives containing different progestogens and cestrogen
doses: Danish cohort study, 2001-9. Br Med ] 2011; 343: d6423.

5. Plu-Bureau G, Maitrot-Mantelet L, Hugon-Rodin J, et al. Hormonal contracep-
tives and venous thromboembolism: an epidemiological update. Best Pract Res
Clin Endocrinol Metab 2013; 27: 25-34.

6. Emmerich ], Thomassin C, Zureik M. Contraceptive pills and thrombosis: ef-
fects of the French crisis on prescriptions and consequences for medicine agen-
cies. ] Thromb Haemost 2014; 12: 1388-1390.

7. Tchaikovski SN, Rosing J. Mechanisms of estrogen-induced venous throm-
boembolism. Thromb Res 2010; 126: 5-11.

8. White RH. The epidemiology of venous thromboembolism. Circulation 2003;
107:14-8.

9. Murin S, Romano PS, White RH. Comparison of outcomes after hospitalisation
for deep venous thrombosis or pulmonary embolism. Thromb Haemost 2002;
88:407-414.

10. Goldhaber SZ, Visani L, De Rosa M. Acute pulmonary embolism: clinical out-
comes in the International Cooperative Pulmonary Embolism Registry
(ICOPER). Lancet 1999; 353; 1386-1389.

11. Cohen AT, Agnelli G, Anderson FA, etal, VTE Impact Assessment Group in Eu-
rope (VITAE). Venous thromboembolism (VTE) in Europe. The number of
VTE events and associated morbidity and mortality. Thromb Haemost 2007; 98:
756-764.

12, Benagiano G, Bastianelli C, Farris M. Contraception today. Ann NY Acad Sci
2006; 1092: 1-32.

13. Sulak B, Lippman ], Siu C, et al. Clinical comparison of triphasic norgesti-
mate/35 micrograms ethiny! estradiol and monophasic norethindrone acet-
ate/20 micrograms ethinyl estradiol. Cycle control, lipid effects, and user satis-
faction. Contraception 1999; 59: 161-166.

14. Rosenberg M], Meyers A, Roy V. Efficacy, cycle control, and side effects of low-
and lower-dose oral contraceptives: a randomized trial of 20 micrograms and 35
micrograms estrogen preparations. Contraception 1999; 60: 321-329.

15. Royal College of Obstetricians and Gynaecologists. Venous thromboembolism
and hormonal contraception. Green-Top Guideline No. 40. July 2010.

16. HAS. Fiche Mémo, Contraception chez la fernme & risque cardiovasculaire. Juil-
let 2013.

Thrombosis and Haemostasis 115.1/2016

Downloaded from www.thrombosis-online.com on 2017-09-13 | ID: 1000468311 | IP: 139.124.159.24
For personal or educational use only. No other uses without permission. All rights reserved



142

Suchon et al. Combined oral contraceptives and VTE

17.

18.

19.

20.

2

—

22,

23.

24,

Reid R, Leyland N, Wolfman W, et al. Society of Obstetricians and Gynaecolo-
gists of Canada, SOGC clinical practice guidelines: Oral contraceptives and the
risk of venous thromboembolism: an update: no. 252, December 2010. Int |
Gynaecol Obstet 2011; 112: 252-256.

Goldhaber SZ, Grodstein F, Stampfer MJ, et al. A prospective study of risk fac-
tors for pulmonary embolism in women. ] Am Med Assoc 1997; 277: 642-645.
Bergendal A, Bremme K, Hedenmalm K, et al. Risk factors for venous throm-
boembelism in pre-and postmenopausal women. Thromb Res. 2012; 130:
596-601.

Wu O, Robertson L, Twaddle S, et al. Thrombosis: Risk and Economic Assess-
ment of Thrombophilia Screening (TREATS) Study. Screening for thrombophi-
lia in high-risk situations: a meta-analysis and cost-effectiveness analysis. Br |
Haematol 2005; 131: 80-90.

. van Sluis GL, S6hne M, El Kheir DY, et al. Family history and inherited throm-

bophilia. ] Thromb Haemost 2006; 4: 2182-2187.

Cosmi B, Legnani C, Bernardi E et al. Role of family history in identifying
women with thrombophilia and higher risk of venous thromboembolism dur-
ing oral contraception. Arch Intern Med 2003; 163: 1105-1109.

Sonnevi K, Bergendal A, Adami J, et al. Self-reported family history in estimat-
ing the risk of hormone, surgery and cast related VTE in women. Thromb Res
2013; 132: 164-169.

Cohen W, Castelli C, Suchon P, et al. Risk assessment of venous thrombosis in
families with known hereditary thrombaophilia: the MARseilles-NImes predic-
tion model. ] Thromb Haemost 2014; 12: 138-146.

Thrombosis and Haemostasis 115.1/2016

25.

27,

28.

29.

30.

31.

Dahlbick B. The tale of protein § and C4b-binding protein, a story of affection.
Thromb Haemost 2007; 98: 90-96.

. Andrew M, Vegh P, Johnston M, et al. Maturation of the haemostatic system

during childhood. Blood 1992; 80: 1998-2005.

Pernod G, Biron-Andreani C, Morange PE, et al. French group on haemostasis
and thrombosis; French Society of vascular medicine. Recommendations on
testing for thrombophilia in venous thrombeembolic disease: a French consen-
sus guideline. ] Mal Vasc 2009; 34: 156-203.

Baglin T, Gray E, Greaves M, et al. British Committee for Standards in Haema-
tology. Clinical guidelines for testing for heritable thrombophilia. Br ] Haematol
2010; 149: 209-220.

Pomp ER, le Cessie S, Rosendaal FR, et al. Risk of venous thrombesis: obesity
and its joint effect with oral contraceptive use and prothrombetic mutations. Br
] Haematol 2007; 139: 289-296.

Bergendal A, Persson I, Odeberg J, et al. Association of venous thromboembol-
ism with hormonal contraception and thrombophilic genotypes. Obstet Gyne-
col 2014; 124: 600-609.

Wu O, Bayoumni N, Vickers MA, et al. ABO(H) blood groups and vascular dis-
ease: a systematic review and meta-analysis. ] Thromb Haemost 2008; 6: 62-69.

. van Langevelde K, Flinterman LE, van Hylckama Vlieg A, et al. Broadening the

factor V Leiden paradox: pulmonary embolism and deep-vein thrombosis as 2
sides of the spectrum. Blood 2012; 120: 933-946.

© Schattauer 2016

Downloaded from www.thrombosis-online.com on 2017-08-13 | 10: 1000468311 | IP: 139.124.159.24
For personal or educational use only No other uses without permission, All rights reserved



Notre travail a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, 'impact du groupe
sanguin sur le risque de MTEV chez les utilisatrices de COC. Les groupes sanguins
non O constituent un facteur de risque classique de MTEV. Cette association a été
décrite pour la premiere fois en 1969 dans la population générale. Nous avons évalué
ce risque dans une population spécifique de femmes sous COC. Dans notre étude, les
groupes non O étaient associés a un OR de 1,98 (IC 95% = 1,57-2,49), ce qui était
comparable au risque associé au tabagisme et a la thrombophilie sévére (OR et IC
95% respectifs = 1,65 (1,30-2,10) et 2,13 (1,32-3,51)). L'obésité sévere était associée
au risque le plus important avec un OR estimé a 3,46 (IC 95% = 1,81-7,03).

Les recommandations actuelles prennent en compte le tabagisme et I'héritabilité pour
évaluer le risque de MTEV chez les femmes en age de procréer avant la prescription
d’'une méthode contraceptive hormonale. Ainsi, d’apres la HAS, l'utilisation des COC
doit étre contre-indiguée chez les fumeuses de plus de 15 cigarettes par jour au-dela
de 35 ans. De méme, l'existence d'une histoire familiale de MTEV constitue une
contre-indication, et l'identification d’'une anomalie biologique (bilan de thrombophilie

positif) constitue une contre-indication absolue.

Il faut donc noter que, d’aprés nos résultats, les recommandations francaises
actuelles ne prennent pas en compte deux facteurs de risque majeurs de MTEV:
'obésité et groupe sanguin. Le premier est débattu puisqu’il constitue un facteur de
risque mineur de MTEV d’aprés la HAS et un facteur de risque a prendre en compte
dans la décision de prescrire un COC d'aprés le Royal College of Obstetricians &
Gynaecologists (contre-indication relative au-dela de 35 kg.m). Le second, le groupe
sanguin ABO, semble constituer un facteur de risque important chez les femmes sous
COC. Le risque associé a ce facteur génétique fréquent était en effet comparable a
celui de la thrombophilie sévere. Il est donc licite de penser que la détermination du
groupe sanguin pourrait faire partie du bilan de thrombophilie. Il faut toutefois noter
gue le design de I'étude ne nous a pas permis d’évaluer justement le risque associé a
la thrombophilie classique. En effet, le groupe témoin était enrichi en facteurs de risque

génétiques (patientes adressées au CEHT en raison d’une histoire familiale de MTEV).
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Au total, la prise en compte de facteurs de risque fréquents, environnemental
(tabagisme), génétique (groupe sanguin ABO) et mixte (obésité) pourrait permettre de
mieux évaluer le risque de MTEV chez les femmes sous COC.
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Comme nous l'avons vu dans le travail précédent, la prise en compte d’un facteur de
risque génétique fréquent a effet faible comme le groupe sanguin ABO a permis
d’améliorer la prédiction de la MTEV chez les femmes sous COC dans I'étude
PILGRIM. Ce résultat intéressant ouvre de nouvelles perspectives pour la prévention
du risque cardiovasculaire des femmes sous COC. En effet, de nombreux facteurs de
risque génétiques fréquents ont été récemment identifiés grace aux études
d’association pangénomiques. Ces nouveaux facteurs de risque ont été décrits comme
associés a une augmentation modérée du risque de MTEV dans la population
générale. Nous avons évalué, au cours d'une seconde étude dérivée de I'étude
PILGRIM, l'effet de ces polymorphismes dans une population spécifique de femmes
sous COC. Ainsi, nous avons génotypé les variants génétiques situés sur les génes
F5, F2, KNG1, PROCR, F11, TSPAN15, FGG et SLC44A2, chez les patientes incluses
dans I'étude PILGRIM pour lesquelles de I'ADN était disponible. Au total, 766 cas et
464 témoins ont été inclus dans cette seconde étude.
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Identifying women at risk of venous thrombosis (VT) under combined oral
contraceptives (COC) is a major public health issue. The aim of this study
was to investigate in COC users the impact on disease of genetic
polymorphisms recently identified to associate with VT risk in the general
population. Nine polymorphisms located on KNG, F11, F5, F2, PROCR,
FGG, TSPAN and SLC44A2 genes were genotyped in a sample of 766
patients and 464 controls as part of the PILGRIM (PILI Genetic Risk
Monitoring) study. Cases were women who experienced an episode of
documented VT during COC use, while controls were women with no
history of VT using COC at the time of inclusion. Among the studied
polymorphisms, only F/7 rs2289252 was significantly associated with VT.
The F11 rs2289252-A allele was associated with a 1.6-fold increased risk of
VT (p < 0.0001). Besides, the combination of the rs2289252-A allele with
non-O blood group, present in 52% of the cohort, was associated with an
odds ratio of 4.00 (2.49-6.47; p< 10~%). The consideration of this genetic
risk factor could help to better assess the risk of VT in COC users.
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In women, the overall incidence of venous thrombo-
sis (VT) is about 1.2 per 1000 person-years (1); this
incidence being lower in women of reproductive age,
with an estimate ranging between 0.4 and 0.6 per 1000
person-years (1). The use of combined oral contracep-
tive (COC) is a major established risk factor for VT in
women of reproductive age. The relative risk for COC

use is about 3—6. It is well known that this risk depends
on two major factors: the progestogen and the ethinyl
estradiol dosage (2). It is estimated that more than 100
million women worldwide are using COC, making the
impact of COC use on VT risk and public health of
major importance (3). In France, 20 young women die
annually of pulmonary embolism (PE) as a consequence
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of COC use (4). Furthermore, young and middle-aged
women with a personal history of VT have a 2.3-fold
increased risk of mortality (5). Besides, among survivors,
25-50% will have lasting debilitating health problems
such as post-thrombotic syndrome, severely hampering
mobility and quality of life (6). Chronic thromboem-
bolic pulmonary hypertension occurs in about 3% PE
patients (7).

Oral contraceptives and inherited thrombophilic
defects (i.e. factor V Leiden and prothrombin mutations,
deficiencies of protein C, protein S or antithrombin) are
known to interact synergistically to increase the risk
of VT (8). Very recently, we have found that the ABO
blood group, an increasingly recognized risk factor for
VT in the general population, was also associated with
the risk of VT in COC users. In the PILGRIM (Pill
Genetic Risk Monitoring) study, we observed that, under
COC use, women of non-O blood group displayed a
1.85-fold increased risk of VT compared with O blood
group carriers (9).

Last year, the International VENous Thrombosis
(INVENT) consortium presented the results of the first
international meta-analysis of genome-wide association
studies for VT in the general population (10). This
project led to the identification of two unsuspected
susceptibility loci for VT (TSPAN15 and SLC44A2) and
confirmed the strong associations with VT of several
previously reported genes (F5, F2, FGG, FI1I and
PROCR). The aim of this study was to assess the impact
of the lead common single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of these VT-associated genes on VT risk in COC
users.

Materials and methods

PILGRIM is a case—control study including
child-bearing age women referred to a single center
[Exploration Centre of hemorrhagic and thrombotic
diseases (CEHT) of the Marseille University Hospital]
between 1 January 2003 and 31 December 2013. Cases
were all consecutive women who had a first objectively
confirmed (i.e. evidenced by imaging or when the patient
had received a full-dose anticoagulant therapy for at least
3 months) episode of VT (including PE and proximal or
distal deep vein thrombosis of the lower limbs) during
COC use, with no history of cancer or autoimmune
disease. Controls were defined as consecutive women
using COC, who were referred to CEHT for throm-
bophilia screening as they presented a family history of
thrombosis but with no personal history of the disease.
Women using first generation pills were excluded. Pills
were categorized according to the generation of the
progestogen. The whole PILGRIM cohort comprises
968 cases and 874 controls and is extensively described
by Suchon et al. (9)

Stored DNA was available in 766 (79.1%) cases and
464 (53.1%) controls who participated in this study.
Although there are fewer individuals in this study, their
general characteristics were comparable to those of
the whole PILGRIM study. These PILGRIM partici-
pants were genotyped for nine SNPs reported by the

2

INVENT consortium to associate with VT risk, includ-
ing the lead SNPs at two novel susceptibility genes,
SLC44A2 152288904 and TSPANIS rs78707713, and
seven SNPs at known VT-associated genes that achieved
strong statistical association, F5 rs4524, F2 rs3136516,
KNG 18710446, F11 1s2289252, F11 12036914, FGG
152066865 and PROCR 1s867186 (10). Genotyping was
performed using real-time polymerase chain reaction.

For each studied SNP, deviation  from
Hardy—Weinberg model was tested in controls using a
chi-squared test with one degree of freedom. Association
with VT risk was tested by use of the Cochran—Armitage
trend test. Allelic odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (CIs) were also computed using logistic regres-
sion analysis, adjusting for age, type and duration of
COC use, and family history score (calculated by divid-
ing the number of first-degree relatives with a personal
history of VT by the total number of first-degree rela-
tives) (9). A statistical threshold of 6 x 1073 (~0.05/9),
correcting for the number of tested polymorphisms, was
used to declare statistical significance for the observed
SNP association with disease risk. All statistical analyses
were performed using R.

We obtained the informed consent from all partici-
pants, and the study met all institutional ethics require-
ment. The procedures employed were reviewed and
approved by the Assistance Publique des Hopitaux de
Marseille institutional review committee.

Results

Main characteristics of the population study are shown
in Table 1 and are comparable to the characteristics
of the whole PILGRIM cohort previously reported. In
particular, the four main risk factors for VT risk we
previously identified in the whole PILGRIM study (9),
which were smoking, body mass index (BMI) greater
than 35kg/m? (class II obesity and above according
to the World Health Organization classification of obe-
sity), severe inherited thrombophilia and non-O blood
groups, were consistently associated with the disease
in the current PILGRIM participants. The correspond-
ing ORs for VT were 1.65 [95% CI (1.30-2.10)], 3.46
(1.81-7.03), 2.13 (1.32-3.51) and 1.98 (1.57-2.49),
respectively (data not shown).

Genotype and allele distributions of the nine studied
SNPs in cases and controls were provided in Table 2. All
SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium. Only the
F11 152289252 showed statistical significant association
with VT risk. The rs2289252-A allele was significantly
more frequent in cases than in controls (49% vs 42%)
and associated with an adjusted 1.60-fold (1.33-1.94)
(p<107*) increased risk of VT. The magnitude of its
effect was similar to that reported in the general pop-
ulation (OR=1.35) (11). The OR for VT associated
with the rs2289252-A allele was similar in smoker and
non-smoker women (OR =1.62 vs OR =1.63; p=0.96)
and in O and non-O carrier women (OR=1.80 vs
OR =1.50; p=0.45). In addition, the allele frequency of
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Table 1. Main characteristics of the population study?

VT patients (n =766) Controls (n=464) p value

Mean (SD) age (years) 32.2 (9.5) 30.5 (8.8) 0.0008
Oral contraceptive use by generation

SecondP 262 (34.2) 173 (37.3) <10~

Third® 315 (41.1) 135 (29.1)

Fourthd 96 (12.5) 70 (15.1)
Cyproterone acetate 93 (12.1) 86 (18.5)
Mean duration of COC in years (SD)® 8.4 (7.4) 7.5 (5.5) 0.02
Duration of use <12 months 106 (14.8) 20 (4.7) <10
Posttive first-degree family history of VT 213 (27.8) 271 (68.4) <10~
Mean family history score (SD) 0.07 (0.13) 0.17 (0.17) <10~
Mean (SD) body mass index (BMI)¢ 23 9(5.1) 22.1(3.7) <10~*
BMI > 30kg/m? 95 (12.5) 18 (4.0) <10~*
BMI > 35 kg/m? 36 (4.7) 5(1.1) 0.0007
Current smokers” 254 (838.2) 103 (22.2) <10~
Severe thrombophilial 52 (6.8) 22 (4.7) 0.14
ABO blood group

A 440 (57.4) 229 (49.4) <10~*

B 93 1) 46 (9.9)

AB 7.0) 22 (4.7)

(@] 1 79 4) 167 (36.0)

Non-O 587 (76.6) 297 (64.0) <1074

COC, combined oral contraceptives; VT, venous thrombosis.
aShown data are counts (%) unless otherwise indicated.
bSecond generation: levonorgestrel, norgestrel.

°Third generation: desogestrel, gestodene, norgestimate.
dFourth generation: drospirenone, dienogest, nomegestrol.
®Data available for 714 cases and 429 controls.

fOnly first-degree relatives were considered.

9Data available for 758 cases and 450 controls.

hAt time of VT episode for cases, at time of inclusion for controls.

'Protein C, protein S and antithrombin deficiencies, homozygous for factor V Leiden, homozygous for G20210A prothrombin mutation,

or combined defects.

the rs2289252-A allele was similar according to the pres-
ence or absence of family history of VT (p > 0.37, regard-
less of the definition used: the existence of a first-degree
family history of VT or a family history score above 0.3)
9).

As a consequence of these results, women carry-
ing both the F117 rs2289252-A allele and non-O blood
group, representing about 52% of the women population,
presented a 4.00-fold (2.49-6.47) (p< 10~%) increased
risk compared with women of O blood group and
1$2289252-GG genotype. We further stratified this anal-
ysis according to obesity, one of the main environmen-
tal risk factor for VT in COC users, to better assess the
risk associated with those two common genetic risk fac-
tors for VT. Because of the small number of patients
in the highest class of obesity, we merged the top two
classes: 30—35kg/m? and >35kg/m?. Adjusted OR esti-
mating the VT risk associated with different combina-
tions of these three risk factors, rs2289252, ABO blood
group and obesity, are presented in Table 3. Women with
BMI over 30 kg/m? (class I obese and above) of non-O
blood group that harbored the rs2289252-A allele were at
13.15-fold (5.20-38.50) (p < 107#) increased risk com-
pared with non-obese women with O blood group and

1$2289252-GG genotype, the former group representing
4.8% of the female population.

Discussion

Efforts to promote a better identification of women at
high-risk of COC-related VT are invaluable, as they
may lead to more adequate prescription of contraception,
with less or no thrombogenic influence and, perhaps, a
decrease of these preventable VT events.

In this study, we found that the F// rs2289252 is a
mild and common genetic risk factor for VT in COC
users. The allelic OR associated with the polymorphism
was 1.60. The risk allele was common in the population,
64% in the control group, and its impact on VT risk was
independent on that of the non-O blood group, another
common genetic risk factor. As a consequence, the
combination of these two genetic factors that occurred
together in the general population at a prevalence of
~52% was associated with an ~fourfold increased risk
for VT.

Eight other established VT-susceptibility alleles were
investigated in our study, but failed to reach statistical
significance. A nominal association (p=0.02) was
observed for the rs78707713 whose rare allele tend
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Table 2. Association of studied SNPs with the risk of venous thrombosis in combined oral contraceptive users

Controls Cases pe ORP P

rs4524 (F5) AA 272 (59%) 462 (60%) 1
AG 166 (36%) 265 (35%) 0.90 (0.73-1.12) 0.36
GG 26 (5%) 39 (5%)

RAF¢ 0.23 p=0.528

rs2289252 (F11) GG 166 (36%) 195 (25%) 1
AG 231 (46%) 387 (51%) 1.60 (1.33-1.94) <1074
AA 85 (18%) 184 (24%)

RAF 0.42 p=1.84 10

rs2036914 (F11) GG 136 (29%) 266 (35%) 1
GA 230 (50%) 363 (47%) 1.24 (1.04-1.49) 0.02
AA 98 (21%) 137 (18%)

RAF 0.46 p=0.037

rs2066865 (FGG) GG 272 (59%) 425 (56%) 1
AG 159 (34%) 208 (39%) 1.10 (0.89-1.35) 0.38
AA 33 (7%) 43 (5%)

RAF 0.24 p = 0.648

rs867186 (PROCR) AA 361 (78%) 611 (80%) 1
AG 98 (21%) 142 (18%) 0.88 (0.67-1.17) 0.38
GG 5 (1%) 13 (2%)

RAF 0.12 p=0.612

rs3136516 (F2) AA 117 (25%) 193 (25%) 1
AG 219 (47%) 392 (51%) 0.93 (0.78-1.11) 0.43
GG 128 (28%) 181 (24%)

RAF 0.51 p=0.345

rs710446 (KNGT) AA 153 (33%) 215 (28%) 1
AG 227 (49%) 393 (51%) 1.19 (0.99-1.43) 0.06
GG 84 (18%) 158 (21%)

RAF 0.43 p=0.070

rs2288904 (SLC44A2) AA 18 (4%) 25 (3%) 1
CG 160 (35%) 243 (32%) 1.23 (0.98-1.54) 0.08
GG 285 (62%) 495 (65%)

RAF 0.79 p=0.231

rs78707713 (TSPAN15) CcC 1 (<1%) 0 (0%) 1
cT 84 (18%) 104 (14%) 1.40 (0.99-1.97) 0.06
T 378 (82%) 658 (86%)

RAF 0.91 p=0.022

Cl, confidence interval; COC, combined oral contraceptives; OR, odds artio; SNP, single nucleotide polymorphisms.

aCochran Armitage Trend test p value.

bAllelic odds ratio (95% Cl) adjusted for age, type of COC, duration of COC use and family history score calculated by logistic regression

analysis.
CAllele frequency of the reported risk allele.

to associate with increased risk of disease as initially
reported (11). The lack of statistical significance was
probably because of some power issues, as our sample
size was not large enough to detect genetic effects
characterized by moderate impact on VT risk. As an
illustration, the power of the PILGRIM study to detect
allele ORs as low as 1.4 was only 47% for a polymor-
phism with a minor allele frequency of 0.10 (which
corresponds to the observed association at TSPANIS5
rs78707713) at the statistical threshold of 6x1073.
However, we cannot exclude that the genetic associa-
tions reported in the general population (10) do not hold
in specific groups of subjects such as COC users.

This study underlined the role of combination of com-
mon genetic risk factors on the risk of VT in COC users
and confirmed the complexity of the disease arising from

4

the occurrence of multiple risk factors. Family history,
besides being a recognized risk factor for VT, is poorly
associated with known genetic risk factors and thus can-
not be considered as a surrogate for the search of these
genetic factors. Thrombophilia screening is not recom-
mended in most of the international recommendations in
part because defects are rare in the general population
(12). Conversely, the combination of the non-O blood
group with the rs2289252-A allele is far from being rare
as it accounts for 52% of COC users. Moreover, in our
cohort, the magnitude of risk provided by this combina-
tion of at-risk allele is similar to that of class II obesity
(BMI higher than 35kg/m?), which is a relative con-
traindication for COC use in some international recom-
mendations. Very interestingly, the combination of one
demographic (partly genetic and partly environmental)
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Table 3. Impact on VT risk of obesity, ABO blood group and F77 rs2289252

BMI (kg/m?) ABO blood group F11rs22892522  Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI)° p
<25 o) GG 39 (5.5) 46 (10.9) 1

25-30 O GG 4 (0.6 6 (1.4) 0.99 (0.22-4.03) 0.98
>30 o) GG 0 1(0.2) NA NA
<25 Non-O GG (12.6) 81(19.2) 1.51 (0.86-2.63) 0.15
25-30 Non-O GG (8.7 15 (3.6) 2.39 (1.07-5.52) 0.04
>30 Non-O GG (3.4) 5(1.2) 6.10 (2.17-20.31) 0.01
<25 o) AG/AA (11.7) 77 (18.3) 1.46 (0.83-2.57) 0.18
25-30 o) AG/AA (3.1) 13 (3.1) 3.55 (1.49-8.71) 0.005
>30 o) AG/AA (2.5) 6(1.4) 5.97 (2.08-19.39) 0.002
<25 Non-O AG/AA 288 (40.6) 148 (35.2) 2.99 (1.81-4.96) <10~
25-30 Non-O AG/AA 9.6) 17 (4.0) 5.58 (2.75-11.76) <1074
>30 Non-O AG/AA 6.7) 6(1.4) 13.15 (5.20-38.50) <10~

BMI, body mass index; Cl, confidence interval; COC, combined oral contraceptives; NA, not applicable; OR, odds ratio; VT, venous

thrombosis.
aGenotype for F17 rs2289252. Risk allele = A.

bAdjusted OR. Adjustment factors = age, type and duration of COC use, and family history score.

risk factor (obesity) and two common genetic risk factors
(non-O blood groups and F11 rs2289252) represented a
major risk factor for VT. All current guidelines and rec-
ommendations consider the risk associated with COC in
women harboring a mild thrombophilia unacceptable. As
a consequence, COC use is contraindicated in all women
with mild thrombophilia. However, van Vlijmen et al.
evaluated in a recent review the additional effect of inher-
ited thrombophilia in COC users and suggested that COC
could be prescribed in women with mild thrombophilia
in the absence of other risk factors (8). Indeed, most
women using COC and harboring mild thrombophilia
would not ever undergo VT. As a consequence, environ-
mental and genetic modifiers that may increase the risk
of VT in these women need to be identified. In this goal,
other common genetic risk factors, such as ABO blood
group and F/7 rs2289252, could be taken into account
in the VT risk assessment. More generally, as VT is a
complex disease, combination of risk factors could be
more useful to consider for assessing the risk than to con-
sider each risk factor individually. In this study, the OR
associated with the combination of three common risk
factors was found to be 13.15 (5.20-38.50), which is
higher than the risk ratio (RR) associated with factor V
Leiden or prothrombin mutation in COC users accord-
ing to van Vlijmen etal. meta-analysis (RR=25.89;
95% CI: 4.21-8.23) (8). Of note, only severe obesity
(BMI > 35 kg/m?) might be considered as a contraindi-
cation for COC use, whereas a 30 kg/m2 cut-off showed
a high level of risk in the present study. The magni-
tude of this effect was highly influenced by the combi-
nation based on the two common genetic risk factors,
which suggests that this combination could provide use-
ful information for the VT risk assessment in COC users
exposed to environmental risk factors such as obesity.
The addition of those three risk factors could result in
a state of hypercoagulability. Indeed, F11 rs2289252 is
associated with increased plasmatic levels of FXI, which
is a key enzyme of the coagulation pathway as it acti-
vates factor IX (13). Moreover, thrombin generation is

increased in patients with elevated FXI (14). Similarly
non-O blood groups are associated with a 30% increased
level of factor VIII, which elevation has been shown
to increase thrombin generation (15). Finally, obesity is
also associated with increased thrombin generation (16).
Altogether elevated FXI and FVIII and obesity could
increase thrombin generation and VT risk. It is currently
unclear whether obesity should contraindicate COC use
or not. Obese women (i.e. BMI > 30 kg/m?) could be eli-
gible for the screening of the two common genetic risk
factors. Based on their prevalence in general population
(non-O blood groups =~ 50%; F11 rs2289252 ~ 60%) the
screening would identify the combination of the two alle-
les in 30% of obese women whom should be considered
at high risk.

This study suffers from limitations which can prevent
us from generalizing the results. The first one is relative
to the study design which can cause bias. The control
group is not derived from the general population. Indeed,
controls were recruited as they had a family history of
thrombosis and thus were putatively enriched in genetic
risk factors. This explains why factor V Leiden was
not associated with VT while it is the most robust and
strongest common genetic risk factor of VT (9). How-
ever, despite this putative genetically enriched control
group, the study has been able to show a 60% increased
risk of VT in women using COC who harbored the risk
allele for F11 rs2289252. Another limitation is that we
used a subcohort of PILGRIM (i.e. patients with DNA
available). We have checked for homogeneity between
the total cohort and the subcohort. Main characteristics
of patients were similar between the two groups as
well as the impact of the major risk factors for VT. The
former point allows us to consider that this subcohort is
representative for the whole PILGRIM cohort. Finally,
this study was monocentric and has included individ-
uals only from Marseilles area. Results should thus be
replicated in individuals from other countries in order to
verify their generalizability.
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This study provides evidence of the difficulty in
assessing individual risk of VT, which complexity arises
from the multiplicity of risk factors that need to be taken
into account. In that matter different predictive scores
including genetic and environmental risk factors have
emerged in the recent literature as useful predictors of
VT of an individual (17-19). It is mandatory to validate
these scores and design new ones specific for COC
users. Effectiveness of these scores should be assessed
and compared with current practice in management
studies. Their cost-effectiveness in contraceptive coun-
seling should also be evaluated before implementation
in clinical practice.
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Graphical Abstract

F11rs2289252 risk Non-0O blood group
allele (AG or AA)

BMI > 30 kg.m?

Reference group = BMI < 25 kg.m? + O blood group + F11 rs2289252-GG
OR = adjusted Odds ratio ; NC = not calculable.

Results shown in graphical abstract are presented in Table 2.



Dans notre étude, seul un polymorphisme parmi les neuf étudiés était significativement
associé a la MTEV. Il s’agit du polymorphisme rs2289252 situé sur le F11. L’allele a
risque (rs2289252-A) était associé a un OR ajusté de 1,60 (1,33-1,94). Le F11 code
pour une protéine majeure de la coagulation, le facteur Xl, qui occupe une place trés
importante dans la cascade de la coagulation puisqu’il est situé sur la voie intrinseque,
en amont du facteur IX. C'est lui qui active ce dernier facteur, permettant ainsi
d’amplifier le phénomeéne de formation du caillot de fibrine. Le déficit en facteur Xl est
un déficit rare qui s’associe a une symptomatologie hémorragique variable. A
contrario, 'augmentation des taux de facteur Xl est associée a une augmentation de
la génération de thrombine. De fagon intéressante, le polymorphisme rs2289252 était
associé a des taux augmentés de de facteur Xl dans I'étude de Li publiée en 2009
(89). Toutefois, dans cette méme étude, le risque de MTEV associé au polymorphisme

ne dépendait pas uniquement des taux plasmatiques de facteur XI.

L’absence d’association entre les huit autres polymorphismes étudiés et la MTEV,
alors que ces derniers étaient robustement associés a la pathologie dans la littérature,
peut s’expliquer par le manque de puissance de I'étude. En effet, la puissance de
I'étude était seulement de 47% au seuil préétabli de 6.10 pour mettre en évidence un
OR de 1,4 si la fréquence de l'allele mineur du polymorphisme étudié est de 10%. Il
faut par ailleurs noter que le groupe témoin était enrichi en facteurs génétiques de
risque (histoire familiale de thrombose). Ainsi, nous ne pouvons pas exclure que les
polymorphismes étudiés ne soient pas associés au risque de MTEV dans cette

population de femmes sous COC.

Au total, les deux études PILGRIM ont permis d’évaluer le risque de MTEV associé a
des facteurs de risque fréquents, environnementaux et génétiques, dans une
population spécifique de femmes sous COC. Ainsi, le tabagisme, I'obésité, les groupes
sanguins non O et le polymorphisme rs2289252 étaient associés au risque. La
seconde étude nous a permis d’évaluer le risque associé aux differentes combinaisons
des trois derniers facteurs de risque. Le risque apparaissait particulierement élevé
pour la combinaison des trois facteurs de risque : obésité définie par un indice de

masse corporelle supérieur a 30 kg.m2, groupe non O et présence d’au moins un alléle
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a risque A pour le polymorphisme rs2289252. L’'OR associé a cette combinaison était
estime a 13,15 (IC 95% = 5,20-38,50). Ce dernier résultat confirme ainsi le caractére
multifactoriel et complexe de la MTEV et la nécessité d’adopter une approche globale

pour prévenir sa survenue.
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Conclusion et perspectives
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La commercialisation dans les années 1960 des COC a constitué une avancée sociale
majeure. Bien qu’indéniablement bénéfique, cette méthode contraceptive, largement
utilisée aujourd’hui, n'est pas dépourvue d'effets indésirables. En particulier, la
survenue d’'une MTEV constitue une complication redoutable. Les COC sont ainsi
responsables chaque, d’apres les récentes données de 'ANSM, d’environ 2500
épisodes de MTEV, dont 20 déces. Il apparait donc nécessaire de mieux évaluer le
risque de MTEV chez ces femmes jeunes avant prescription d’'un COC. A ce jour, pour
identifier les femmes a risque et orienter la décision de prescrire un COC, nous
disposons de recommandations, notamment francaises, éditées en 2013 par la HAS.
Ces dernieres ne prennent en compte que I'histoire personnelle de thrombose
veineuse, I'histoire familiale, le résultat du bilan de thrombophilie et le statut tabagique.
Il faut noter que les facteurs de risque cardiovasculaires sont par ailleurs pris en
compte. Au demeurant, ces recommandations ne permettent pas de prévenir tous les
épisodes de MTEV. Dans I'étude cas-témoins PILGRIM, nous avons estimé qu’environ
50% des patientes incluses avaient présenté un épisode de MTEV en I'absence de
contre-indication pour les COC selon les recommandations du Royale College of
Obstetricians & Gynaecologists. Ce chiffre a été calculé en prenant en compte le
résultat du bilan de thrombophilie pratiqué chez I'ensemble des patientes. Or, un tel
bilan ne doit pas étre pratiqué de facon systématique, comme l'ont démontré les
etudes médico-économiques. Ce chiffre pourrait ainsi atteindre 70% en I'absence de
bilan de thrombophilie. Nous pouvons donc conclure a /Tlinsuffisance des

recommandations actuelles pour identifier les femmes a risque.

Ainsi, afin d’améliorer cette identification, nous avons conduit une étude cas-témoins,
l'étude PILGRIM, incluant 1842 patientes sous COC. L'idée était d’évaluer
spécifiguement dans une population de femmes exposées a ce facteur de risque
environnemental de MTEV, I'impact d’autres facteurs de risque reconnus (ou débattus)

de MTEV dans la population générale.

La premiére partie de I'étude (article 1) nous a permis de montrer que lI'obésité, le
tabagisme et le groupe sanguin non O, en plus de la thrombophilie sévére, étaient
associés a la MTEV dans cette population. De facon intéressante, en particulier, nous
avons montré que le groupe sanguin permettait de mieux évaluer ce risque. Il s’agit

d’un facteur de risque fréquent qui multiplie le risque de MTEV approximativement par
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2, ce qui le rend comparable a des facteurs de risque pris en compte dans les

recommandations pour la prescription d’'un COC.

En nous inspirant de ce résultat, nous avons démontré que le polymorphisme
rs2289252 situé sur le F11 constituait un autre facteur de risque fréquent de MTEV

chez la femme sous COC.

Ainsi, en plus du bilan de thrombophilie et du tabagisme pris en compte par les
recommandations actuelles, trois facteurs de risque, génétiques pour les groupes
sanguins non O et le polymorphisme de F11, et mixte (a la fois génétique et
environnemental) pour I'obésité, pourraient permettre d’améliorer l'identification des
femmes a risque de MTEV sous COC. L’intégration de ces facteurs de risque dans la
décision thérapeutique pourrait constituer une nouvelle stratégie. En effet, a ce jour,
les recommandations ne s’intéressent qu'a des facteurs de risque forts de MTEV,
notamment lorsqu’ils sont associés aux COC. Au demeurant, nous savons que la
MTEV est une pathologie complexe, qui ne peut se résumer a ces simples situations.
Il apparait alors nécessaire de prendre en compte des situations plus complexes pour
évaluer le risque de MTEV, et notamment d’introduire des facteurs de risque fréquents
a effet faible dans prise de décision, qui, s’ils sont combinés, sont associés a un risque
majeur de MTEV. En particulier, la combinaison des trois facteurs de risque sus-cités
(obésité, groupes sanguins non O et allele a risque pour le polymorphisme rs2289252)
était associée a un OR de 13,15 (IC 95% = 5,20-38,50), soit un niveau de risque tout
a fait comparable a I'association FVL + COC (OR rapporté dans une méta-analyse a
15,62 (IC 95% = 8,66-20,15)). La combinaison de trois facteurs de risque fréquents a
effet individuel faible conduit ainsi a un niveau de risque jugé inacceptable par la
totalité des recommandations. Il faut par ailleurs noter que cette évaluation du risque
ne prend pas en compte le facteur environnemental COC puisque dans notre étude
les témoins étaient sous COC, alors que I'OR a 15,62 a été calculé pour la
combinaison FVL + COC, comparativement aux patientes non exposées aux COC. La
prévalence de I'obésité étant estimée a 10 a 15%, celle des groupes non O a 50% et
l'alléle a risque pour le polymorphisme rs2289252 ayant une prévalence d’environ
60%, la combinaison des trois facteurs de risque est retrouvée chez environ 3 a 4%
des femmes issues de la population générale francaise. Cette prévalence est donc

comparable a celle du FVL en France (3 a 5%).
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Les résultats de ces deux études ouvrent des perspectives intéressantes pour
l'identification des femmes a risque de MTEV sous COC. lls semblent indiquer que
nous devons probablement nous orienter vers une médecine prédictive personnalisée,
avec l'aide de scores prédictifs prenant en compte a la fois les facteurs de risque
environnementaux (consommation de tabac, age, obésité et en particulier indice de
masse corporelle) et des facteurs génétiques (bilan de thrombophilie mais aussi les
facteurs génétiques fréquents que sont entre autres le groupe sanguin et le
polymorphisme du F11). Toutefois, les résultats obtenus demandent confirmation dans
d’autres cohortes. De méme, d'autres facteurs de risque (génétiqgues) dans cette
population spécifique restent probablement a découvrir. La construction de ces scores
devra s’accompagner d’'une stratégie de dépistage qui devra étre validée par la

réalisation d’études médico-économiques.
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Annexe 1. Contraceptifs oraux actuellement commercialisés en France. Données ANSM. (2015)

Contraceptifs oraux commercialisés en France au 01 Janvier 2015

Biogaran / EG/ Teva/ Zentiva /
Mylan

Estro-progestatifs
Génération Dénomination - .
e il ] Phases Dosage Spécialités Posologie
1% Noréthistérone Triphasique Noréthistérone 500 puis 750 pg puis 1000 pg, EE 35 ug Triella 21 cp (+ 7 j d'arrét)
Minidril — Ludéal — Lovapharm
Lévonorgestrel Ethinylestradiol 2 AT
150/30 Mylan / Teva 21 op (* 7] danét)
Lévonorgestrel 150 pg, EE 30 pg
Monophasique
Optidril 21 cp actifs + 7 placebo
e Lévonorgestrel
2 Leeloo — Lovavulo — Lévonorgestrel ATt
Ethonylestradiol Zentiva 100/20 21 cpit 7] damst)
Lévonorgestrel 100 pg, EE 20 pg Oy S SWACIES BTV
Optilova 21 cp actifs + 7 placebo
Biphasique Lévonorgestrel 150 puis 200 pg, EE 30 puis 40 pg Adépal - Pacilia 21 cp (7+14) + 7 j d'arrét
Triphasique | Lévonorgestrel 50 puis 75 puis 125 g, EE 30 puis 40 puis 30 pg E::ﬂ'e‘l'g 5 Amaranos ey 21 cp (6+5+10) + 7 j darrét
Norgestrel Monophasique | Norgestrel 500 pg, EE 50 pg Stédiril 21 cp (+ 7 jd'arrét)
3éme Mercilon - Désobel 150/20 -
Désogestrel 150 ug, EE 20 pg Désogestrel Ethinylestradiol 150/20 21 cp (+ 7 j d’arrét)
Biogaran / Zentiva
) Varnoline - Désobel 150/30 -
Désogestrel Monophasique Désogestrel Ethinylestradiol 150/30 21 cp (+ 7 j d'arrét)
Désogestrel 150 pg, EE 30 pg Biogaran / Zentiva
Varnoline continu 21 cp actifs + 7 placebo
Mélodia — Minesse — Optinesse -
Gestodéne Monophasique | Gestodéne 60 ug, EE 15 ug Gestodéne Ethinylestradiol 60/15 24 cp actifs + 4 placebo
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Gestodéne 75 pg, EE 20 ug

Harmonet - Méliane - Carlin 75/20 -
Gestodéne Ethinylestradiol 75/20 /
Biogaran / EG / Mylan / Sandoz /
Teva / Zentiva

21 cp (+ 7 jd'amét)

Gestodene

Gestodéne 75 pg, EE 30 ug

Minulet — Carlin 75/30 - Gestodéne
Ethinylestradiol 75/30 Actavis /
Biogaran / EG / Mylan/ Teva/
Zentiva

21 cp (+ 7 jd'amét)

Triphasique Gestodéne 50 puis 70 puis 100 pg, EE 30 puis 40 puis 30 pg Tri-Minulet - Perléane 21 cp (6+5+10) + 7 j d'arrét
Monophasique | Norgestimate 250 pg, EE 35 pg Effiprev 21 cp (+ 7 jd'arrét)
Norgestimate
Triphasique Norgestimate 180 pg puis 215 pg puis 250 pg, EE 35 pg Triafemi 21 cp (7+7+7) + 7 j d'arrét
Autres
(parfois Chlormadinone Monophasique | Chlormadinone 2 mg, EE 30 ug Bélara 21 cp (+ 7 jd'arrét)
aPpeléas
Fhdiz Jasmine — Convuline - Drospibel 3 mg
énération . / 30 pg - Drospirénone o
g ) Drospirénone 3 mg, EE 30 pg Ethinylestradiol 3 mg / 30 pg Blogaran 21 cp (+ 7 jd'amrét)
/ Mylan / Sandoz
Jasminelle — Bélanette -
Drospibel 3 mg / 20 ug - 21 op (+ 7 d'arrét
R | S Drospirénone Ethinylestradiol 3 mg / et i)

Drospirénone 3 mg, EE 20 pg

20 pg Biogaran / Mylan / Sandoz

Jasminelle continu - Drospirénone
Ethinylestradiol 3 mg / 20 pg Biogaran
continu / GNR / Mylan continu

21 cp actifs + 7 placebo

Yaz — Rimendia — Drospirénone
Ethinylestradiol Mylan Pharma
continu

24 cp actifs + 4 placebo
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Diénogest

Multiphasique

Diénogest 5 paliers en mg : 0, 2, 3, 0 puis 0

Valérate d'estradiol 5 paliers enmg: 3, 2, 2, 1 puis 0.

Qlaira

26 cp actifs (2+5+17+2) et 2
placebo

Nomégestrol

Monophasique

Nomégestrol acétate 2,5 mg, estradiol 1,5 mg

Zoely

24 cp actifs + 4 placebo

cp : comprimé - EE : éthinylestradiol - j : jour

Contraceptifs oraux commercialisés en France au 01 JANVIER 2013

Mylan / Teva / Zentiva

Progestatifs
Génération Dénomination . .
progestatif | commune (DC) Phases Dosage Spécialités Posologie
prd Lévonorgestrel - Lévonorgestrel 30 pg Microval 28 cp
Cérazette — Clareal - Desopop -
ame Antigone — Diamilla - Optimizette -
3 Désogestrel - Désogestrel 75 ug Désogestrel 75 g Biogaran / EG / 28 cp

cp : comprimé ; EE : éthinylestradiol ; j : jour

96




	these fadi fin septembre    2017
	Abréviations
	Revue bibliographique
	Introduction
	La maladie thromboembolique veineuse
	Epidémiologie
	Physiopathologie
	Une maladie multicausale
	Facteurs de risques environnementaux
	Facteurs de risque génétiques : la thrombophilie classique
	Déficit en antithrombine
	Déficit en protéine C
	Déficit en protéine S
	Mutation R506Q du gène du facteur V (FVL)
	Mutation G20210A du gène de la prothrombine
	Facteur VIII
	Groupe sanguin
	Hyperhomocystéinémie



	Identification de nouveaux variants génétiques associés à la maladie thromboembolique veineuse
	Découverte de nouveaux variants par l’approche gène-candidat
	Découverte de nouveaux variants par l’approche génome entier ou GWAS
	Découverte de nouveaux variants par l’approche GWAS appliquée aux phénotypes intermédiaires

	Contraceptifs oraux combinés et risque de maladie thromboembolique veineuse
	Méthodes contraceptives
	Histoire du développement des pilules oestroprogestatives
	Mécanismes d’action des contraceptifs oraux combinés
	Contraceptifs et risque de maladie thromboembolique veineuse
	Epidémiologie
	Risque de maladie thromboembolique veineuse et génération de progestatif
	Risque de maladie thromboembolique veineuse et concentration en éthinylestradiol
	Risque de maladie thromboembolique veineuse en fonction de la durée d’utilisation

	Physiopathologie
	Facteurs de risque génétiques de thrombose et contraceptifs oraux combinés



	Objectifs du travail
	Résultats expérimentaux
	Risk factors for venous thromboembolism in women under combined oral contraceptive. The PILl Genetic RIsk Monitoring (PILGRIM) Study
	Introduction
	Discussion

	Article II
	Genetic risk factors for venous thrombosis in women using combined oral contraceptives: update of the PILGRIM study
	Introduction
	Discussion


	Conclusion et perspectives
	Références bibliographiques
	Annexes

	DOC130917-13092017104233
	pili 2 (1)



