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Introduction

A I'neure ol de nouvelles molécules anticoagulantes (AOD) arrivent sur le marché
mondial, les antivitamines K (AVK) restent le traitement anticoagulant de référence pour des
pathologies fréquentes telles que : la fibrillation auriculaire, les thromboses veineuses et les
valvulopathies [1] [2] [3].

Aprés plus de 60 ans d’utilisation, I’efficacité des AVK n’est plus a démontrer.
Cependant, leur utilisation présente un veéritable challenge pour les cliniciens. En effet, sous
dosé, ils exposent les patients a des complications thrombotiques, mais en surdosage ils
peuvent provoquer des hémorragies fatales. A titre d’exemple, les accidents hémorragiques
aux AVK sont responsables de 5000 décés par an en France, 30000 consultations en urgence
au USA et de 15,1 % des hospitalisations en Inde [4] [5]. Malheureusement, on ne dispose pas

de données épidémiologiques sur le nombre d’accidents sous AVK en Algérie.

L’ampleur de cette iatrogénie s’explique par une marge thérapeutique étroite et par une
importante variabilité inter- et intra-individuelle. Ainsi, pour obtenir des effets thérapeutiques
optimaux on utilise des doses allant de 0,5 a 60 mg chez des patients traités par la Warfarine

et des doses allant de 1 a 56 mg d’ Acénocoumarol [6] [7].

La surveillance biologique de I’effet du traitement est de ce fait obligatoire et
contraignante pour les patients traités, et I’adaptation posologique est strictement individuelle
en fonction des résultats de /’International Normaliezd Ratio (INR). L’INR test global de la
coagulation, est trés bien corrélé avec les événements thrombotiques et hémorragiques [8] [9].
Or, malgré une surveillance adéquate et une adaptation des posologies a ce test biologique, le
temps passé dans I’intervalle thérapeutique (TTR) obtenu avec les AVK est inférieur a 70%
[10].

Afin de résoudre cette problématique, il faut développer une autre alternative. C’est
pourquoi, il est nécessaire d’adopter une nouvelle stratégic basée sur 1’identification des
différentes sources de variabilité des traitements et proposer ainsi des adaptations
posologiques, a priori selon les caractéristiques des patients, et non a posteriori sur les
conséquences et les effets des traitements. Parmi les différentes sources de variabilité
identifiées, on retrouve 1’dge, le poids, le tabagisme, 1’environnement et les interactions

médicamenteuses. Ces derniéres ont été largement décrites dans la littérature [11].

Plus récemment, les polymorphismes de certains géenes ont montré leurs implication

dans la variabilité de la réponse pharmacocinétique et pharmacodynamique des AVK. A ce
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jour, les polymorphismes identifiés comme ayant impact majeure sur la réponse au traitement
a ces médicaments sont les polymorphismes du CYP2C9 et du VKORCL1. Effectivement, de
nombreuses €tudes ont mis en évidence qu’ils étaient les principaux déterminants génétiques
de la réponse aux dérivés coumariniques, expliquant 30 a 40% de la variabilité de la dose a
1I’équilibre [12] [13] [14] [15]. D’autres polymorphismes génétiques tels que celui du CYP4F2
et CALU ont également été identifiée comme des facteurs mineur de la variabilité de la

réponse pharmacodynamique aux AVK [16] [17] [18].

Actuellement, I’intérét d’intégrer la pharmacogénétique dans le processus de gestion des
AVK est plus qu’important. Ainsi, FDA a mis a jour le RCP de la Warfarine en
recommandant explicitement le recours au test pharmacogénétique. En Europe, la publication
dans le New England Journal of Medicine des résultats d’essais cliniques randomisés en
novembre 2013 a révolutionné le domaine de la pharmacogénétique des AVK. Peu d’études
ont été réalisées dans la région du Maghreb. Une seule en Tunisie et deux au Maroc [19] [20]
[21].

Par ailleurs, I’intégration de la pharmacogénétique dans la prise en charge des patients
sous AVK présente également un intérét pharmacoéconomique majeur. Les progrés
technologiques dans le domaine de la biologie moléculaire ont considérablement diminué les
cotits des tests génétiques ces derniéres années. A titre d’exemple, le colt du séquencage du
génome humain est passé de 3 milliards de dollars en 2003 a 1000 dollars en 2006. Ce qui
rend la stratégie du génotypage nettement colt- efficace. Au moins, 16 études ont été publiées
évaluant le rapport colt-efficacité du dosage guidé par la pharmacogénétique de la Warfarine
et dans l'ensemble, les résultats fournissent des preuves a l'appui que cette stratégie est
rentable [22] [23].

Dans une démarche d’amélioration de la qualité et la sécurité de prescription des AVK,
de nombreux algorithmes pharmacogénétiques prédictifs de la posologie des AVK ont été
développés, permettant au clinicien de calculer la dose de départ en fonction des
caractéristiques cliniques et génétiques du patient, ainsi que I’effet des interactions
médicamenteuses. Dans ce sens, de nombreux algorithmes basés sur la pharmacogénétique

ont été developpés aux USA ainsi qu’en Europe [24] [25] [26].

En Algérie, I’'unique AVK commercialisé est I’ Acénocoumarol. Seulement, il n’existe
aucun algorithme pharmacogénétique prédictif de sa posologie, que ce soit a I'échelle

régionale ou nationale. Actuellement, au niveau du CHU Sétif, le suivi de ce médicament se

2
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limite a une surveillance biologique qui reste insuffisante vue le nombre important
d’accidents liés aux AVK. Afin, de mettre au point une stratégie de suivi thérapeutique
approprié¢ a 1’ Acénocoumarol basé sur la coordination, la coopération et la communication au
sein de la triade formée par le laboratoire, les cliniciens et les patients; Nous avons
développé et validé un algorithme pharmacogénétique prédictif de la posologie

d’Acénocoumarol.
Ce travail comporte deux volets :

> Une revue de littérature divisée en trois chapitres portant respectivement sur
les AVK, la pharmacogénétique des AVK et la m-santé.
»  Unerevue de travaux gue nous avons réalisés dans ce contexte, a savoir :

e Etudier les fréquences alléliques de huit polymorphismes, VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4, VKORCL1 intronl, CYP2C9*2, CYP2C9 *3, CYP4F2*3 et CALU, dans la
population de Sétif.

e FEtudier I’impact des variations génétiques sur la dose d’équilibre d’Acénocoumarol
chez la population de Sétif.

e Deévelopper une application androide pour ameliorer la gestion du traitement par

I’ Acénocoumarol (Acénocoumarol Doising).



Elements
bibliographique

Ce premier volet
introduit la
littérature
scientifique qui a
orienté notre
recherche et cadré

sa réalisation.
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1. La découverte des AVK :

L’histoire de la découverte des AVK remonte a I’année 1921 dans les régions agricoles des
Etats-Unis et du Canada, lieux d’élevage du bétail bovin. Lorsque les paysans de ces régions
observerent des hémorragies majeures chez leurs bovins. Les chercheurs, Roderick et
Schofield, ont montré que la cause des hémorragies était ’alimentation du bétail par un
fourrage a base d’une plante « mélilot ». En 1939, Link et ses collaborateurs identifient
I’agent hémorragique en cause qu’ils nomment le dicoumarol. En 1948, ils synthétisérent la
warfarine mot formé a partir de « Wisconsin Alumni Research Foundation » et du suffixe de
coumarin. Cet anticoagulant connut un succes sans précédent, lorsqu’en 1955, le président
Dwight David Eisenhower bénéficia de cette thérapeutique a la suite de son infarctus. Elle
deviendra la premiere molécule d’une grande classe thérapeutique, les AVK. A la méme
époque, les chercheurs européens ont développé d’autres dérivés du dicoumarol comme

I’ Acénocoumarol [27].

2. Structure chimique des AVK

Les traitements AVK actuellement proposés dans le marché mondial sont classés en fonction
de leur structure chimique en deux familles chimiques : la famille coumarinique et la famille
de I’indanedione [28].
» Les coumariniques regroupent 3 molécules (Figurel) :

Acénocoumarol : Sintrom® (comprimeés a 4 mg), Minisintrom® (comprimés a 1mg).

Warfarine : non commercialisées en Algérie.

Phenprocoumon : non commercialisés en Algérie.

v Les dérivés de ’indane-1,3-dione :

fluindione : Préviscan® (comprimés a 20 mg) non commercialisé en Algérie.

Tous les AVK possedent un centre chiral, dans le commerce ils existent donc sous forme de

mélange racémique [29].

0 0
OH OH OH
LU CCLO LT
0" YN0 0”0 8 0 NO,
Warfarin Phenprocoumon Acenocoumarol

Figure 1: Structure chimique des dérivés coumariniques [30].
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3. Propriétés pharmacodynamiques des AVK

Le mécanisme d’action de la warfarine ne fut élucidé qu’en 1974, lorsque Stenflo et
collaborateurs ont décrit la y-carboxylation des facteurs vitamine K dépendants de la
coagulation. Au niveau de 1’hépatocyte, les AVK agissent sur la coagulation de manicre
indirecte via I’enzyme VKORCI, leur cible, dont ils sont inhibiteurs non compétitifs. Cette
inhibition compétitive est liee a une similarité de structures entre les AVK et les substrats
habituels de la VKOR [31]. L’inhibition de la VKOR entraine un ralentissement du cycle
d’oxydoréduction de la vitamine K, limitant la disponibilité de I’hydroquinone (Figure 2). La
vitamine K réduite ; étant primordial a la synthése de 4 facteurs de coagulation (11, VII, IX et

X). Ainsi, I’utilisation des AVK induit un effet anticoagulant dans les 36 a 72 heures.

Facteursdela Facteursdela
coagulation VitaminrbK-delpendent coagulationy -
S carboxylés
Co, (y—Carboxyglmamatﬂ

Oxidized thiol

Vitamin K
epoxide reductase

Reduced thiol{

Figure 2 : Mécanisme d’action des AVK (adapté de Hoffman et coll. et Loriot et Beaune)
[32].
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4. Propriétés pharmacocinétiques des AVK

Les AVK sont rapidement absorbés par le tube digestif. Dans le plasma, ils sont fortement liés
a l'albumine (a 97 %) ce qui explique le nombre important des interactions médicamenteuses.
Ce sont des molécules lipophiles d’ou leur passage a travers le placenta et leur diffusion dans
le lait maternel. Le métabolisme des AVK est principalement hépatique, par oxydation et
hydroxylation sous la dépendance de systemes enzymatiques de la famille des cytochromes
P450 (CYP450 2C9). Les métabolites obtenus sont inactifs. Les AVK subissent un cycle
entéro-hépatique. La demi-vie des différents AVK varie selon la molécule, avec un AVK a
demi-vie courte (Acénocoumarol, environ 9h), intermédiaire (fluindione, 30h) et longue

(warfarine, environ 40h) [33].

Le tableau 1 résume les parametres pharmacocinétiques de la warfarine, de la

phenprocoumone et de I’ Acénocoumarol [29] [34].

Tableau 1 : Paramétres pharmacocinéetiques des AVK.

Parametres Warfarine Phenprocoumone Acénocoumarol
pKa 5 4.2 5

Poids Moléculaire 308.3 280.3 353.3

Volume de distribution  1.5-12 0.75-9 1-9

Liaison aux protéines 0.08-0.12 0.11-0.14 0.22-0.52
Concentration >99% >99% >98%

plasmatique (umol/L)?

CYP impliqués dansle  1.5-8 1.5-15 0.03-0.3

meétabolisme

Demi-vie d’élimination = S-WAR: 24-33 S-PPC: 110-130 S-AC: 1.8°

terminale (h) R-WAR: 35-38 R-PPC: 110-125 R-AC: 6.6°

Clairance plasmatique ~ S-WAR: 0.10-1.0 S-PPC: 0.045-0.055 S-AC: 28.5"

(L/h) R-WAR: 0.07- R-PPC: 0.055-0.08 R-AC: 1.9
0.35

Elimination cinétique Premier ordre Premier ordre Biphasique

& concentration plasmatique totale
b valeurs illustrées pour des sujets exprimant le génotype CYP2C9 (génotype sauvage)
AC = acénocoumarol; PPC = phenprocoumone; WAR = warfarine

L'élimination des AVK est urinaire sous forme de produit pur ou d'un métabolite dégradé
[33].
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5. Spécificité de la pharmacocinétique de I’Acénocoumarol

L’Acénocoumarol est un mélange racémique de deux eénantiomeéres, le R- et le S.
I’énantiomére S est intrinséquement plus puissant que 1’énantiomére R, sa clairance est
approximativement dix fois plus élevée que celle du R-Acénocoumarol et sa demi-vie est de

deux heures [35]. La demi-vie du R-acéenocoumarol est de six a dix heures [35].

L’effet thérapeutique est di principalement a I’énantiomere R. L’acénocoumarol est éliminé
sous forme de métabolites. Il est excrété a 65% dans les urines et 35% par les feces.
L’Acénocoumarol est métabolisé majoritairement par hydroxylation (95%) en 6- et 7-

hydroxy-Acénocoumarol (Figure 3).

I ———
R-6-OH
R-7-OH 5o,
1%

S-6-OH
45%

S-7-OH
52%

Figure 3 : Hydroxylation du S- et R-Acénocoumarol [29].

L’hydroxylation de 1’ Acénocoumarol est effectu¢ principalement par le CYP2C9.

Le S Acénocoumarol est majoritairement hydroxyle par le CYP2C9. Le R-acénocoumarol est
hydroxyle par CYP2C9, CYP1A2, CYP2C19 [36]. L’Acénocoumarol est également
métabolisé en métabolites mineurs: I’amino- et 1’acétaminoacénocoumarol ainsi que deux
alcools diastéréomériques. Le 8-hydroxy-acénocoumarol est un métabolite mineur de moindre
importance. L’amino-acénocoumarol est formé par la microflore intestinale. La figure 4 décrit

les principaux métabolites de I’acénocoumarol et les différents cytochromes impliqués [29].
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Figure 4 : Principaux métabolites de I'Acénocoumarol et les voies impliquées [29].
Seul environ 0,12 a 0,18 % de la dose est excrété sous forme inchangeée dans I'urine [37].

6. Indications des AVK

Les AVK commercialisés a | échelle internationale possedent tous les mémes indications.

Ils sont utilisés pour :

v' La prévention des complications thromboemboliques en relation avec certains
troubles du rythme auriculaire (fibrillations auriculaires, flutter, tachycardie atriale),

certaines valvulopathies mitrales ainsi que les protheses valvulaires.
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v' La prévention des complications thromboemboliques des infarctus du myocarde
compliqués : thrombus mural, dysfonction ventriculaire gauche sévere, dyskinésie
emboligene, en relais de 1’héparine.

v’ Traitement des thromboses veineuses profondes et de I’embolie pulmonaire ainsi que

la prévention de leurs récidives, en relais de I’héparine.

Les AVK ne sont plus indiqués en prévention des thromboses veineuses et de 1’embolie
pulmonaire en chirurgie de hanche depuis 2011, aprés la révision du schéma commun des
AVK par ’ANSM [28].

7. Les contre-indications :
Les AVK sont contre-indiqués dans les cas suivants [38] :

v"Une hypersensibilité connue au médicament,

v"Une insuffisance hépatique sévere,

v’ La prise d'aspirine a forte dose, de miconazole par voie générale ou en gel buccal,
I'AINS pyrazolés et de millepertuis.

v Durant la grossesse, sauf cas particulier.

8. latrogénie et profil de risque
Tous les AVK exposent principalement les patients a deux types de risques.

= Le risque hémorragique : des saignements majeurs, spontanés ou traumatiques,
peuvent survenir, notamment, mais pas seulement, en cas de surdosage.
= Le risque thrombotique : ’AVK est inefficace, notamment en cas de sous-

dosage.

Les autres effets indésirables recensés sont les troubles digestifs (diarrhée) ainsi que la

possibilité d’arthralgies isolées. Rarement, on peut observer des nécroses cutanées.

Plus récemment, il a été rapporté que les AVK, et plus particuliérement la fluindione, peuvent

étre a I’origine de manifestations immuno-allergiques [28].
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9. Variabilité de la réponse aux AVK

Les AVK sont des molécules qui ont une marge thérapeutique étroite. La variabilité inter et
intra-individuelle de la réponse aux AVK est majeure. Cette variabilité est liée a des facteurs

génétiques ou non génétiques.
v' Facteurs non génétiques

Plusieurs facteurs de type non génétique ont été mis en évidence par Siguet et collaborateurs
[39].

= Caractéristiques physiologiques du patient.
v  L’age est un facteur principal qui nécessite d’étre pris en considération lors de
’ajustement de la dose des AVK , les posologies d’AVK exigées sont plus faibles chez
les sujets agés que chez les sujets jeunes [40] [41].
v’ Le sexe, a une influence controversée sur la réponse aux AVK (ce point serait traité a
la section discussion).
v’ Le poids, influence également la réponse aux AVK [42].
= Comorbidités
Certaines comorbidités comme les insuffisances cardiaques, hypertension artérielle, diabéte,
ainsi que les dysthyroidies ont été associées a une grande variabilité de la réponse au
traitement [43].
= Adhésion thérapeutique
Chez les patients sous AVK, 1’adhésion au traitement est responsable de la variabilité dans la
réponse. En effet, la non-adhésion au traitement est une cause majeure de I’instabilité de
I’anticoagulothérapie (36% des INR hors fourchettes thérapeutiques) [44] .
» Facteurs environnementaux

v" Alimentation

L’apport alimentaire en vitamine K doit étre équilibré. En effet, un régime alimentaire
dépourvu en légumes verts peut engendrer une carence en vitamine K contribuant a
I’instabilité du traitement [45] [46]. Cependant, des apports élevés de vitamine K étaient

associés a une meilleure stabilité du traitement [47] .

v Interactions médicamenteuses

10
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Un grand nombre de meédicaments peuvent interagir pharmacocinétiquement et / ou
pharmacodynamiquement avec les AVK. De nombreuses molécules interagissent également
avec les AVK sans que le mécanisme de I’interaction n’ait été élucidé. Ces interactions
médicamenteuses peuvent engendrer une augmentation ou une diminution de D’effet
anticoagulant, se traduisant par la survenue d’hémorragies ou respectivement de thromboses.
Le tableau 2 reprend un récapitulatif des différentes interactions médicamenteuses avec les
AVK.

Tableau 2: Récapitulatif des traitements a forte probabilité d’interaction avec les AVK

Médicaments potentialisateurs & Ej?i]rllcipaux médicaments inhibiteurs
AINS Barbituriques
ANTIPLAQUETTAIRES Carbamazépine

Amiodarone Cholestyramine

Céphalosporines Griséofulvine

Clofibrates Rifampicine

Hormones thyroidiennes Vitamine k

Isoniazides Alcoolisme chronique

Métronidazole (Estrogénes

Miconazole

Phénylbutazone

Sulfamides

Allopurinol

Cimvastatine

Antidépresseurs tricycliques

Cimétidine

Chlorpromazine

Paracétamol

Fluorouracile (et par extrapolation
tegafur et capecitabine)

v’ Facteurs génétiques :

Cette partie serait traitée dans le chapitre 2 (pharmacogénétique des AVK).
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10. Usage des AVK chez la femme enceinte et allaitante
v Grossesse

Les AVK sont contre indiqués durant la grossesse, sauf pour les femmes porteuses d’une
valve cardiaque mécanique présentant un risque élevé de thrombose pour lesquelles il n’existe
pas d’alternative thérapeutique plus efficace [51].

Il faut utiliser un autre anticoagulant chez la femme enceinte quel que soit le terme de la

grossesse : héparine fractionnée ou non fractionnée [50].

v Allaitement

L’acénocoumarol et la warfarine peuvent étre utilisés pendant 1’allaitement.

Le fluindione est contre indiqué pour la femme qui allaite [50].

11. Suivi thérapeutique des AVK
11.1. Surveillance biologique

v' La surveillance biologique du traitement par AVK repose sur le dosage de I'INR qui est
un calcul basé sur la mesure du temps de Quick (TQ).
Dans la plus part des situations (cf. voir tableau 3), un INR compris entre 2 et 3 avec une

valeur cible de 2,5 est recherché, ce qui signifie que :

- ’INR idéal vers lequel il faut tendre est de 2,5

- un INR inférieur a 2 reflete une anti-coagulation insuffisante

- un INR supérieur a 3 traduit un excés d’anti-coagulation.

- un INR supérieur a 5 est associé a un risque hémorragique [52].

v Rythme des contrdles biologiques
Avant de débuter le traitement, il est recommandé de faire un contrdle de I’INR afin de
détecter d’éventuels troubles de la coagulation et de pouvoir ainsi adapter au mieux la
posologie initiale.
Le premier contrble doit se réaliser le matin, du 4eme jour apres la premiere prise, pour
dépister une hypersensibilité individuelle : un INR supérieur a 2 annonce un surdosage a
I’équilibre et doit faire réduire la posologie.
Le second controle s'effectue en fonction des résultats du premier INR, pour apprécier

I’efficacité anticoagulante (selon les cas entre 3 a 6 jours apreés le ler contréle) [53] .
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Les contrbles ultérieurs doivent étre pratiqués (1 a 2 fois par semaine) jusqu'a stabilisation de
I'INR, puis avec un espacement progressif jusqu'a un intervalle maximal de 1 mois.

Aprés une modification de la posologie, le premier contréle doit étre fait 3 jours aprés une
modification de dose, les contrbles doivent étre répétés jusqu'a stabilisation (1 a 2 fois par

semaine).
v" INR recommandés et durées de traitement :

Les zones thérapeutiques et durées de traitement conseillées sont précisées dans le tableau 3,
en fonction des principales situations. Elles sont conformes aux recommandations actuelles

internationales [53].

Tableau 3 : Les zones thérapeutiques d’INR et durées de traitement conseillées, en
fonction des principales indications [27].

Indications Recommandations INR-durée de
traitement
Troubles du rythme supra-ventriculaires Cible 2.5;INR 2 a3 ; along terme

(fibrillations auriculaires et flutters
auriculaires) selon les conditions suivantes :
age < 75 avec facteur de risque (antécédent
d’accident cérébral ischémique transitoire
ou constitué, HTA, insuffisance cardiaque,
diabéte)

> 75 ans apres évaluation soigneuse du

rapport bénéfice/risque

Valvulopathies mitrales (particuliérement le
rétrécissement mitral) si facteur(s)
favorisant(s) : FA ou flutter, antécédent
thromboembolique, dilatation de I’oreillette
gauche et/ou image de contraste spontanée
décelé en echographie transoesophagienne
et/ou thrombus intra auriculaire gauche a

I’échocardiogramme

Protheses valvulaires a long terme

- prothéses mécaniques

13



Chapitre | Les antivitamines K

Risque Facteurs de risque

thrombogénique | liés au patient

intrinséque des | Aucun >1

prothéses facteur facteur de
de risque
risque

Faible 2.5 3.0

Moyen 3.0 3.5

Elevé 3.5 4.0

a risque thrombogénique des prothese
mécaniques : Faible : protheses ayant fait la
preuve de leur efficacité avec une
anticoagulation modérée Elevé : protheses
d’ancienne génération, en particulier a bille
Moyen : toutes les autres prothéses, y compris
d’introduction récente b Facteurs de risque
liés au patient : position mitrale, tricuspide ou
pulmonaire de la prothése ; antécédents
thromboemboliques; grosse OG >50 mm ;
sténose mitrale quelque soit le degré ; FE<
35% ; certains troubles du rythme auriculaire
tels

que FA, flutter, tachycardie atriale.

prothéses biologiques cible 25;INR2a3; 3 mois

Prévention des complications Cible 2.5 ; INR 2 a 3 ; Au moins 3 mois (la
thromboemboliques des infarctus du poursuite du traitement sera discutée au cas
myocarde compliques : thrombus mural, par cas).

dysfonction ventriculaire gauche sévere,

dyskinésie emboligene...
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Indications Recommandations INR-durée de traitement
Traitement des thromboses veineuses Cible 2.5; INR 2 a 3 ; Durée minimale de 3 mois
profondes et de I’embolie pulmonaire a moduler en fonction du contexte clinique et de

ainsi que la prévention de leurs récidives, | la présence de facteurs de modulation.

en relais de 1 “héparine Contexte clinique Duree de
de la maladie traitement™
thromboembolique
veineuse (MTEV)

MTEV avec facteur | 3 mois

déclenchant majeur
transitoire
(chirurgie,
immobilisation
prolongée de 3
jours ou plus,
fracture des
membres inférieurs
dans les 3 derniers

mois)

MTEYV avec facteur | > 6 mois, tant que
de risque persistant | le facteur persiste
majeur (cancer en
cours de traitement,
syndrome des
antiphospholipides)
MTEV > 6 mois
idiopathique

La durée de traitement peut étre allongée ou
réduite en présence de facteurs de modulation
tels que thrombophilie majeure connue, récidive
de MTEV, risque hémorragique élevé, instabilité
de I’'INR.
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11.2. LecalculduTTR

Afin de réduire les risques de complications cliniques reliées a 1’anticoagulothérapie aux
AVK, I’objectif thérapeutique est de maintenir I’INR dans de la fenétre thérapeutique au fil du
temps (Figure 5). Néanmoins, malgré un suivi soutenu, les méta-analyses indiquent la stabilité
a long terme est atteinte en moyenne <60% du temps [54] [55]. Rosendaal et collaborateurs
ont proposé¢ en 1993 une méthode pour déterminer I’intensité thérapeutique optimale du
traitement. Celle-ci permet d’estimer, par interpolation linéaire entre les valeurs consécutives
d’INR, la proportion de temps ou les INR d’un individu demeurent dans la fenétre

thérapeutique (TTR; time in therapeutic range).

Le TTR est majoritairement exprimé en tant que variable continue (%), mais peut aussi étre
catégoris€. Bien qu’il n’y ait pas de consensus sur la définition d’un contrdle stable de I’'INR,

certains ont suggéré des valeurs seuil de TTR variant de 60-75% [56].

4,0
Instablllre supra-thérapeutiqug

V
3,0
2,5 /

2,0

1,5
Instabilité sous- therapeuthuev

1,0

INR

14 17 24 52 80 108 136 143 171 190 210 238

Temps (jours)

Figure 5 : Exemple d’instabilité de I’anticoagulothérapie aux AVK au cours du temps.

Dans cet exemple, la cible thérapeutique d’INR est de 2-3.
11.2.Education du patient et surveillance clinique

Le patient joue un réle déterminant dans le bon usage des AVK.
L’éducation thérapeutique dispensée lors d’entretiens individuels ou collectifs comprend :
v' L’information sur la pathologie du patient et les propriétés du traitement ainsi que le
but de 1’anticoagulation.
v' la durée de traitement envisagée

v" La remise d’un carnet de surveillance
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v' Les principes de I’INR et de I’adaptation de posologie

v’ Les adaptations de son mode de vie (activités professionnelles et sportives),

v Les modifications de son alimentation (stabilité du régime alimentaire, notamment
vis-a-vis des aliments riches en vitamine, les principales interactions avec les
médicaments,

v' La conduite a tenir en urgence, en cas d’accident.

Cette éducation est faite par le professionnel de santé ou par la structure qui pose I’indication

d’un traitement anticoagulant [57].
12. Le colt des AVK

Les antivitamines K (AVK) engendrent des codts importants pour le systeme de sante.
En effet, les colts consommés ne peuvent étre résumes au seul prix des molécules mais
doivent considérer également les colts associés a la surveillance biologique et aux accidents
de surdosage ou sous-dosage liés a leur utilisation. Les colts peuvent étre estimes selon une

perspective assurance maladie ou une perspective collective plus large.

Dans la perspective collective, on pourrait intégrer les colts indirects liés aux pertes de
productivité associés aux traitements et a leur surveillance, aux effets sur I’espérance de vie
des patients. Dans la littérature tres peu de donnés sont disponibles, les données disponibles
sont seulement sur les codts directs liés aux traitements par AVK. En France, les co(ts pour
I’assurance maladie des AVK dépassent les 300 millions d’euros [58]. La réévaluation du
Service Médical Rendu, de I’Amélioration du Service Médical Rendu, a été effectuée le 24
janvier 2018. La Commission d’évaluation médicale, économique et de santé publique
considere que le service médical rendu par I’acénocoumarol en prévention des complications
thromboemboliques en rapport avec une FANV reste important. La Commission a estimé
jusqu’a présent que tous les AVK apportaient un service médical rendu important et, en raison
du long recul dans leur utilisation, qu’ils représentaient des traitement de premiere intention

dans leurs indications [53].
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1. Historique et définition de la pharmacogénétique

Le probléme majeur qu’on peut observer lors d’un traitement pharmacologique est que les
patients répondent différemment aux médicaments et leur profil de toxicité varie d’un
individu a un autre. Les déterminants génétiques expliqueraient, en partie, cette variabilité.
La pharmacogénétique est apparue pour la premiere fois en 1953 avec la description du
phénotype «acétyleur lent» de [I’isoniazide, un antituberculeux. Ce phénotype a été
rapidement associé a une augmentation de la neurotoxicité de I’isoniazide [59].
La pharmacogénétique représente 1’étude de I’influence de la variabilité du génome dans la

réponse aux médicaments.

Les deux termes pharmacogénétique et pharmacogénomique sont souvent employés pour
désigner la méme chose. Cependant, la pharmacogénomique a 1’opposition de Ia
pharmacogénétique, étudie le profil d’expression des génes impliqués dans la susceptibilité
aux maladies et la réponse aux médicaments au niveau d’une cellule, d’un tissu, d’un individu
ou d’une population [60] [61]. Le but final de toute étude pharmacogénétique est de pouvoir
personnaliser le traitement pharmacologique. Il est clair que les études pharmacogénétiques
visent en particulier les médicaments avec une marge thérapeutique étroite, puisque les
variations au niveau de la réponse risquent de compromettre 1’effet de ces médicaments.
La pharmacogénétique peut s’appliquer a de nombreux domaines médicaux, notamment, le
traitement de maladies cardiovasculaires, de la maladie d’Alzheimer, des cancers.
Suite aux recommandations de la FDA, la pharmacogénétique prend de plus en plus sa place

dans le développement de médicaments.
2. Les formes des variations génétiques
2.1. Les polymorphismes mononucléotidiques SNPs

Les variations génétiques les plus étudiées sont les Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP), des variations d'’ADN, localisées au niveau d'un nucléotide (ou base azotée, adénine
[a], thymine [t], guanine [g], cytosine [c]) et survenant en moyenne toutes les 300 paires de
base (Figure 6). Les SNPs représentent des marqueurs de choix dans les études

pharmacogénétique.

On peut définir des variantes rares qui correspondent a moins de 0,1% de la population [36].
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Figure 6 : Séquence d’ADN d’un géne chez deux individus pris au hasard SNP.

2.2. Les variations de structure

On distingue les sequences répétées (mini ou micro-satellites ou VNTR pour ‘‘variable
number of tandem repeats’’) et les insertions/délétions qui correspondent a la présence ou
I’absence d’une ou de plusieurs bases alors qu’elles ne sont pas présentes dans un autre
génome et dont la taille est inférieure a 1 kilobase. Les altérations de structure correspondent
aux délétions, duplications, insertions, inversions et translocations. Les variations de structure
peuvent ainsi modifier la quantit¢é d’ADN comme les CNV (copy number variant), qui

intéressent des fragments d’ADN de plus de 1 kb (Tableau 4).

Tableau 4 : Différentes classes de variant génétiques (D’aprés Frazer et collaborateurs)

Single nucleotide variant AG[ZZC]:CTTAACCAATlATGCACGATAT
AGGCCTTAACCAATHIATGCACGATA
Insertion-deletion variant AGGCCTTAACCAATBEBTATGCACGATAT
AGGCCTTAACCAATIBTATGCACGATATT
Block substitution AGGCCTTAACCAATIBMIBGCACGATAT
AGGCCTTAACCAATEBBBBGCACGATAT
Inversion variant AGGCCTTACORRIGAIEGCACGATAT
AGGCCTTICOREIGRIEGCACGATAT
Copy number variant ATTECOONIAGEOOINA ACCCCCGATTATCAGGAT
ERICECEAN, \ CCCCCGATTATCAGGAT
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2.3. Les génes influencant le plus la réponse aux AVK

Plusieurs polymorphismes ont été identifies comme ayant un impact sur la réponse au
traitement par AVK. Etant donné que la warfarine est I’AVK le plus fréquemment prescrit a
travers le monde, une grande partie des études publiées concernent ce dérivé coumarinique.
En effet, les mots-clés « warfarin and pharmacogenetics » introduits dans le moteur de
recherche de PubMed aboutissent a une liste de 928 publications (derniére recherche effectuée
le 22.09.20) tandis que seuls 100 articles se réferent aux mots-clés « acenocoumarol and
pharmacogenetics ». A ce jour, les polymorphismes identifiés comme ayant le plus d’impact
sur la réponse au traitement de ces trois AVK sont les polymorphismes du CYP2C9 et du
VKORC1 et CYP4F2 [63].

2.3.1. Le géne CYP2C9
2.3.1.1. Structure et propriétés

Le géne codant pour I’enzyme CYP2C9 est localisé au bras long du chromosome 10
(10924.2) [64]. 11 a été identifié pour la premiére fois lors de 1’étude du mécanisme de
I’oxydation d’un antidiabétique : le tolbutamide [65] [66]. Par la suite, 1’analyse des
séquences d'’ADNc du CYP2C9 a fourni des preuves de la présence de plusieurs SNP
impliqués dans le métabolisme des AVK. Ce géne est constitué de 9 exons séparés par 8

introns (Figure 7).

Exon 5 (13131-13307)

Exon 4 (11802-11962) Exon 6 ( 36131-36272)
430 C>T, R- € 144, 6313 Exon 7 (45211-45308)
Exon 3 (6215-6364) 1075 A>C, I-L 359, 45324
Exon 2 (5881-6043) Exon 8 (50091-50232)
Exon 1 (2706-2873) Exon 9 (52905-53086)

CYP2C9 complete gene sequence
53526 bp

Figure7 : Structure du gene humain CYP2C9 [67].
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2.3.1.2. Polymorphismes du géne CYP2C9

L’allele sauvage, est désigné par le CYP2C9*1. Cet allele de référence est le plus

fréquemment observé dans la population caucasienne et possede une activité normale [68].

Pour les AVK, les polymorphismes génétiques du CYP2C9 définissent deux phénotypes
appelés «métaboliseurs lent» et «métaboliseurs rapide». Les métaboliseurs rapides désactivent
plus vite I’AVK et diminuent son efficacité thérapeutique, alors que les métaboliseurs lents
accumulent TI'AVK ce qui peut augmenter le risque hémorragique [69].
Pour le CYP2C9, 31 alléles ont été rapportés [70]. Par rapport au type sauvage, ces variantes
alléliques sont responsables d’une diminution de [Iactivité catalytique du CYP2C9.
Toutes les variantes énumérées dans le tableau 5, engendrent une diminution de I’activité
enzymatique basée sur des preuves combinées in vitro et /ou in vivo. C’est pourquoi, le
génotypage des patients recevant un traitement a base de dérivés coumariniques est important
[71][72].

» Polymorphismes a effet majeur

Les CYP2C9*2 (rs1799853) et CYP2C9*3 (rs10579) sont les alléles les plus étudiés du
CYP2C9 et sont les variantes les plus courantes sur la base des fréquences alléliques globales
disponibles a ce jour [73]. Le CYP2C9*2 et le CYP2C9*3 possedent respectivement environ
40% et 5% de D’activité catalytique de I’allele sauvage [74]. Ces deux alleles mutés sont
responsables d'un phénotype métaboliseur lent caractérise par une activité enzymatique tres

réduite, ce qui conduit a une augmentation des taux plasmatiques des AVK.

La faible activité du CYP2C9*2 est du CYP2C9*3 est due a des modifications du site
catalytique P450, en raison de différents degrés de couplage et de découplage [45] .

» Polymorphismes a effet mineur

Les alleles du CYP2C9 ont été identifiés, et cliniquement impliqués dans la réponse aux AVK
(Tableau 5).
o L’allele CYP2C9*8 est présent chez les Afro-Americains. 11 est responsable d’une
clairance réduite des AVK [75].
e In vivo les données sur I’allele CYP2C9*9 ne sont pas disponibles, mais in vitro il est

responsable d’une légere diminution, statistiquement non significative, de la clairance

des AVK [76] .
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e CYP2C9*11, sa presence a été lié a une diminution des doses de warfarine et
d’Acénocoumarol [77] [78]. La fréquence de cet allele est trop faible, 0.4% dans la
population caucasienne [79].
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Tableau 5 : Alléles du CYP2C9 et leurs fréquences dans les différents groupes ethniques.

SNP Effet *Allele Changement Fréquence Fréquence Effet du polymorphisme
de séquence européenne africaine

rs1799853 p.Argl44Cys 4 *2 c.430C>T 0.1268 0.0235 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro et in vivo [80].

rs1057910 p.1le359Leu *3 c.1075A>C  0.0688 0.0126 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro et in vivo [81].

rs7900194 p.Arg150His *8 c.449G>A 0.0003 0.056 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro et in vivo[82].

rs28371685 p.Arg335Trp *11 €.1003C>T 0.0021 0.0214 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro et in vivo[58] [83].

rs9332239 p.Arg125His *14 c.374G>A 0.0001 >0.0001 Activité faible in vitro [84].

rs9332239 p.Pro489Ser *12 €.1465C>T 0.003 0.0006 Diminution de la dose de warfarine [85].

rs2837168 p.Asp360Glu *5 €.1080C>G <0.0001 0.0127 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro [86].

rs182132442 p.Pro279Thr *29 €.835C>A 0.0005 0 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro[84].

rs72558192 p.Thr299Ala *52 €.895A>G 0 0 Diminution du métabolisme des AVK in
vitro [87].

rs7900194 p.Argl50Leu *27 c.449G>T 0 0 Diminution de la clairance in vitro des

AVK [84].
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2.3.2. Le géne VKORC1
2.3.2.1 Structure et propriétés

Le gene codant pour le VKORCL1 (vitamine K époxyde réductase complex subunit 1) a été
identifié en 2004. IL est composé de 5126 paires de bases situé sur le bras court du

chromosomel6, constitué de trois exons (Figure 8).

Translan'on start site

Transcription start site

Promoter region 1173 OT, Intron 1
Promoter polymorphism- 1639 G>A Intron region
23
Exon 1 Exon 2

VKORC1 complete gene sequence
11190 bp

Figure 8: Structure du VKORC1 et emplacement des SNP [88].

Ce gene code pour une protéine de 163 acides aminés, constituée de trois domaines
transmembranaires, 1’acide aminé N-terminal localis€ dans la lumiére du réticulum
endoplasmique et le carboxyl terminal dans le cytoplasme (Figure 9).
L’enzyme vitamine K époxyde réductase transforme la vitamine K époxyde en vitamine K

oxydeée [90]. Elle est présente principalement dans le foie, le ceeur et le pancréas [89].
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Figure 9 : Topologie membranaire de la vitamine K époxyde réductase [89].
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2.3.2.2 Polymorphismes du gene vkorcl

Plusieurs travaux ont été effectués pour étudier I’influence du polymorphismes VKORC1
sur la variabilité inter-individuelle de doses d’AVK [91] [92]. Les polymorphismes
génétiques du VKORC1 représentent le principal facteur pharmacodynamique impliqué dans

la variabilité interindividuelle de la réponse aux AVK.
» Le SNP rs9923231

Le SNP rs9923231 représente la mutation la plus commune du gene VKORCL. 11 s’agit
d’une modification de nucléotide guanine par une adénine —1639G>A, a 1639 nucléotides en
amont de la partie codante du gene. Cet SNP est située dans la région promotrice du gene
[93]. Les porteurs de la mutation et les homozygotes mutants sont plus sensibles aux AVK.
Cette mutation est rare dans la population africaine (7%), fréquente dans la population
asiatique (92%) et caucasienne (42%) [94]. La liste des mutations les plus fréquemment
rencontrées dans le géne VKORCL est représentée dans le tableau 6.

> Le SNP rs 9934438

Ce polymorphisme est en déséquilibre de liaison avec la VKORC1-1639G>A. Les deux
SNP conduisent a wune diminution de la quantitt d’ARNm produite [95].
Rieder et collaborateurs ont proposé une analyse haplotypique du VKORC1 [61]. lls ont
désigné par I’haplotype A ; la combinaison d’all¢les mutés -1639A, 1173T, 1542C, 2255C et
3730A alors que la combinaison d'alléles sauvages -1639G, 1173C, 1542G, 2255T et 3730G
est nommée haplotype B [96].
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Tableau 6 : Liste des polymorphismes les plus fréquemment rencontrées dans le gene

VKORC1[94].
SNP Nucléotide changé | FAM rapporté dans la | Effet sur la dose des
littérature AVK
rs17708472 698C/T 21% (caucasien) Augmentée
6009C/T
689C/T
rs2359612 7566C/T 45% (caucasien) Diminuée
2255C/IT
rs2884737 497TIG 30% (caucasien) Diminuée
5808G/T
rs7200749 3462T/C 0% (caucasien) Augmentee
21% (afro-américains)
rs7294 9041G/A 33% (caucasien) Augmentee
rs8050894 1542C/G 46% (caucasien) Diminuee
rs9934438 1173CIT 48% (caucasien) Diminuee
6484CIT
rs9923231 3673G/A 43% (caucasien) Diminuee
-1639G/A

2.3.3. Gene CYP4F2
2.3.3.1. Structure et propriétés

Le géne CYP4F2 appartient a I’ensemble des genes du CYP4F localisé sur le bras cours du
chromosome 19 (19p13) (Figure 10). Il est impliqué dans le métabolisme du VKORCL1 [97].
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ql3. 41
qld. 42

pli.3

pli.z
pli.lz
pl3.12
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ql3.11
ql3.12
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,
['1]
-
—
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Figure 10: Localisation du gene CYP4F2 [98].
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Le géne CYP4F2 est constitué de 13 exons et 12 introns et code pour I’enzyme CYP4F2
localisée dans le réticulum endoplasmique des cellules (Figure 11) [99].

CYFP4IF2 gene rss 22
SNP4
rs3093105 rs3093200
SINFP1 rs3093135 51558139 SNFPS
SNFP2 SNP3
1 2 3 l 4 5 (5] Z 28 9 101112 13
#|
ATS STOr
i i : : i
0 (kbp 5 10 15 20

Figure 11 : Structure du géne humain CYP4F2 [100].

2.3.3.2. Polymorphismes du gene CYP4F2

Le polymorphisme (rs2108622 désigné par l'allele CYP4F2*3) est le SNP le plus impliqué
dans I’étude de la variabilité inter-individuelle aux traitements par les AVK. Ce SNP
engendre un remplacement de la valine par une méthionine en position 433 au niveau de la

proteine codée.

Le polymorphisme CYP4F2*3 était lié a un dysfonctionnement du métabolisme d’acide
arachidonique [101], a une élévation de la tension artérielle [102] et & un abaissement du
métabolisme de la vitamine E [103]. Apres, son role la variabilité de la dose de warfarine a
été découvert [104] [105].
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2.3.4. Le géne CALU

2.3.4.1. Structure et propriétés

Le géne CALU est situé sur le bras long(q) a la position32.1 du chromosome?7 (Figurel?2)

[106].
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Figure 12: Localisation du gene CALU [106].

Ce géne code pour une protéine de 315 acides amines contenant 6 motifs EF-Hand la

Calumenine. Cette derniére est une protéine liant le calcium localisée dans le réticulum

endoplasmique [107]. Elle est impliquée dans la régulation de la carboxylation des protéines
vitamine K dépendantes et inhibé par GGCX (Figurel3) [106].

Warfarin blocks
reaction

Vitamin K
epoxide

Reduced
Vitamin K

Vitamin K epoxide
reductase
(VKORC1)

Prothrombin
precursor

Gamma carboxylase
(GGCX)

glutamic acid

carboxyglutamic acid

Calumenin inhibits GGCX

| Clotting pathway >

Figure 13: Diagramme d’interaction entre GGCX et Calumenin [106].
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2.3.4.2. Polymorphismes du géne CALU

Le SNP rs339097 de ce gene est le seul qui posséde un role dans la variabilité
interindividuelle des doses d’AVK avec un impact toutefois modéré [108].
Le polymorphisme CALU rs339097 A>G a été associé de maniére significative a des doses
plus élevées d’AVK chez la population afro-américaine ce qui rendrait les tests
pharmacogénétiques de ces variant extrémement dépendants du groupe ethnique [109].
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2.3.5. Autres genes faiblement impliqués dans la réponse aux AVK

D’autres génes agissent directement ou indirectement sur la réponse aux AVK par le biais
des génes majeurs sous cités. Leurs sites d’action sont reportés sur la figure 14 et leurs
actions sont mentionnées sur le tableau 7. Nous signalons que la majorité des études on été

réalisées sur warfarine.
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Figure 14: Les génes impliqués dans la réponse a I’Acénocoumarol.

e L’AVK, pénétre dans la cellule par la glycoprotéine acide 1-2 (ORM 1-2).

e La vitamine K1 (VKI) entre dans la cellule via I’apolipoprotéine E (APOE) et est
réduite par ’enzyme NQO1 (NADPH déshydrogénase de la quinonel) en vitamine K
dihydroquinone (VKH2). Une portion de la vitamine (VKH2) est hydroxylé par
I'enzyme CYP4F2 et éliminé par la cellule.
Le GGCX est inhibé par la calumeline (CALU).

e Les FII, FIX et FX (codés par les génes Fll, FIX, FX) peuvent étre inhibés par
I'antithrombine, codée par le géne SERPINC1.

e [’AVK exerce son action anticoagulante en bloquant I'enzyme VKOR et, dans une
moindre mesure, I'enzyme NADPH déshydrogénase quinone.
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Tableau 7 : Action et Effet des autres genes faiblement impliqués dans la réponse aux AVK.

Geénes Nom de la protéine | Fonction de la protéine Effet du mutant sur la dose d’AVK Références
Bibliographiques
Geénes impliqués dans le transport des AVK
ORM1 | Alpha-1-acid Lie ’AVK dans le sang. Les porteurs du polymorphisme ORM1 rs17650 [110] [111]
glycoproteinl, requierent une dose plus faible de la warfarine
Orosomucoid 1 pour obtenir le méme effet thérapeutique que les
non porteurs.
ORM2 | Alpha -1-acid Lie ’AVK dans le sang Non reporté. [84]
glycoprotein2,
Orosomucoid 2
ABCB1 | La glycoprotéine P Responsable de I’expulsion hors | -Les polymorphismes de ce géne sont [112]
(MDR1) | transmembranaire, de la cellule de nombreuses responsables de la résistance a différents
molécules traitements, d’ou la nomination de MDR (multi-
drug resistance)
-Le polymorphisme C3435T a été mis en
corrélation avec les doses reduite de warfarine. L
effet de ce polymorphismes reste tres faible pour
les avk
Geénes associés aux enzymes metabolisant les AVK, le cytochrome P450
Cytochrome P450 | L'hydroxylation en positions 6 et | Diminue l'activité enzymatique par rapport au | [113]
CYP1Al | 1A1 8 de la R warfarine et la R- type sauvage.
Acenocoumarol.
CYP1A2 | Cytochrome P450 | L'hydroxylation en positions 6 et | Diminue l'activité enzymatique par rapport au | [113]
1A2 8 de la R warfarine type sauvage.
CYP2A6 | Cytochrome P450 | Metabolism de S-warfarin Diminue l'activité enzymatique par rapport au | [114]
2A6 type sauvage
CYP2C8 | Cytochrome P450 | Metabolism of R- and S- Non reportée [115]
2C8 warfarin
CYP2C1 | Cytochrome P450 | Metabolism of R- and S- Diminue l'activité enzymatique par rapport au | [115]
8 2C18 warfarin type sauvage
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Geénes Nom de la Fonction de la protéine Effet du mutant sur la dose d’AVK Références
protéine Bibliographiques
CYP2C1 | Cytochrome P450 | Metabolism of R- and S- Diminue l'activité enzymatique par rapport au | [115]
9 2C19 warfarin type sauvage
CYP3A4 | Cytochrome P450 | Metabolism of R-warfarin Non reporté. [115]
3A4
CYP3A5 | Cytochrome P450 | Métabolisme de la R-warfarine | Non reporté. [116]
3A5
NR1/2 Pregnane X Mediateurs entre les Non reporté. [117]
receptor (PXR) medicaments inducteurs et le
CYP2C9, du CYP3A4 et
d'autres CYP
enzymes et ABCB1
NR1/3 Constitutive Régulation transcriptionnelle Non reporté. [118]
androstane receptor | d'un certain nombre de génes
(CAR) y compris CYP2C9 et CYP3A4
Geénes associés aux facteurs de coagulation dépendants de la vitamine K
F7 Coagulation Factor | Convertit le fibrinogéne en le polymorphisme -401T diminue ’activité de | [119] [120]
VII fibrine; active FV, FVIII, FXI, transcription de ce facteur.
FXIII,
proteine C
F9 Coagulation Factor | Crée un complexe avec FVIlla, | Les SNP rs401597-rs392959 [121]
IX puis convertit FX en son Une mutation provoque réduction de l'activité
forme active du FIX chez les patients traités, car ils
réduisaient l'affinité du peptide mutant pour le
GGCX
F10 Coagulation Factor | Convertit FIl en Flla en Non reporté [121]
X présence du facteur Va
PROC | ProteinC La protéine C activee neutralise | Les porteurs homozygotes de l'alléle G liesau | [122]

la coagulation ensemble
avec la protéine S en inactivant
FVaet Villa

polymorphisme rs1799809 (G/G) étaient ceux
qui nécessitaient une dose plus faible
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Geénes Nom de la protéine | Fonction de la protéine Effet du mutant sur la dose d’AVK Références
Bibliographiques
PROS1 | Protein S Participe a de nombreux processus, | Le polymorphisme ¢.1907A> G, entrainant une | [123]
par exemple, la potentialisation permutation d'acides aminés (p.Tyr636Cys), a
de I'agrégation plaquettaire induite | été découvert chez un patient qui présentait une
par un agoniste. thrombose aigué
Geénes impliqués dans le cycle de la vitamine K
APOE | L’apolipoprotéine E | I’absorption de la vitamine K -Trois alléles codominants, E2, E3 et E4, définis [124]
lipophile par le foie. par les polymorphismes rs429358 (334T> C,
C112R) et rs7412 (472 C> T, R158C) et six
génotypes resultants E2 / 2, E2./ 3, E2 /4, E3/ 3,
E3/4etE4/4
-L'alléle E4 pourrait avoir un effet sur le
metabolisme de la vitamine K. - Le variant E2
est associé a une dose plus faible de warfarine
EPHX1 | Epoxyde Hydrolase | posséde un site de liaison pour la | le polymorphisme rs4653436 est faiblement [125]
1 vitamine K époxyde réductase. associé aux doses réduites de warfarine.
NQO1 NAD(P)H Une enzyme détoxifiante qui a le | Non reporté. [126]
dehydrogenase, potentiel de
quinine 1 réduire la forme quinine de la
vitamine K .
GGCX | Gamma-glutamyl Carboxylates Coagulation les porteurs de ’alléle muté pour le SNP rs699664 | [127]
carboxylase dépendante de la vitamine K nécessitaient des doses plus faibles par rapport aux
facteurs et protéines de la porteurs de 1’alléle sauvage.
vitamine K cy.
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3. Algorithme pharmacogénétiques des AVK

3.1. Généralités

Un algorithme est une suite finie et non ambigué d'opérations ou d'instructions permettant
de résoudre une classe de problémes. Le mot algorithme vient du nom d'un mathématicien
perse du I1x® siecle, Al-Khwarizmi (en arabe «<JJ\sall) [128]

Dans le domaine médical, il est le plus souvent le résultat d'un modéle de régression avec des
coefficients estimés pour chaque variable.

Le modele de régression linéaire le plus simple pourrait étre exprimé par 1’équation 1 :

Vi = ﬁu +18]Ki + €,

Equation 1 [129].

i peut varier de 1,..., n et n est le nombre d'observations

B o est une wvaleur (qui peut étre négative, positive ou nulle) est appelée I’intercept ou
ordonnée a l'origine,

B 1 peut étre négative ou positive) est appelée pente ou coefficient de régression.

€ est une quantité représentant une somme d’erreurs.

Lorsque le modele posséde plus d’une variable indépendante I’équation s'écrit comme suite :

Vi = ﬁu +ﬁlxi1 +ﬁ2112 +”'+.8kxik T &

Equation 2 [130].

3.2. Sélection variable

Habituellement, les chercheurs débutent leurs modeles prédictifs avec une liste assez
longue de variables indépendantes : les nouveaux prédicateurs potentiels du résultat et des
prédicateurs précédemment connus et validés. Cependant, le plus souvent, ils suppriment

certaines variables pour simplifier le modéle [130].
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La suppression de certaines variables peut avoir un intérét économique, par exemple si un
SNP ou un biomarqueur colteux est supprimé du modele, le colt final de son utilisation sera
abaissé.

La décision de supprimer des variables pourraient étre prises en pourrait également étre
effectuée en étudiant les relations entre les variables indépendantes et les variables de
suppression qui sont redondantes (par exemple poids et IMC), le modéle choisi comme
modele final refléte souvent le meilleur jugement de 1’analyste au moment du processus de

modélisation.

3.3. Mesures des performances du modeéle

La mesure commune de la performance d'un modéle de régression linéaire est donnée par
le coefficient de détermination R?.
On appel le coefficient de détermination le rapport qui est donc la part de variation de Y
expliquée par le modele de régression. Géométriquement, c’est un rapport de carrés de

longueur de deux vecteurs [131].

SSR

R? = —
SST

SSR est la somme des carrés des residus (sum of squared errors),

SST Total sum of squares
3.4. Les algorithmes

Différents algorithmes ont été conceptualisés afin d’individualiser les doses d’AVK en
fonction des caractéristiques de chaque patient.les anciens algorithmes étaient fondés
uniquement sur les variables cliniques tels que, I’age du patient, I’indication au traitement,

les comorbidités et les co-médications [132] [133].

Ultérieurement, les parametres pharmacogénétiques ont été intégré principalement le
VKORCI1. Le premier algorithme pharmacogénétique a été développé par I’équipe de
Sconce et coll [79], il a porté sur I'essai de clarification de I'anticoagulation optimale par la

génétique.
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L’algorithme publié par Gage et collaborateurs en 2008 représente 1’un des rare modéle
valide sur une grande échelle (n=1015). Il permet d’expliquer ( R2 =54%) [134]. Il est

utilisable online (www.warfarindosing.orq).

Plusieurs algorithmes pharmacogénétiques pour la warfarine ont été validés sur des
populations relativement larges. Parmi ces modeles prédictifs, on retrouve celui de
I’International Warfarin Pharmacogenetics Consortium. Il a été élaboré par 20 groupes de
recherche (4 continents) ayant intégré les données de plus de 6000 patients et validés sur
1009 patients [135].

Quant aux algorithmes pharmacogénétique développés pour 1’acénocoumarol, ils sont
moins nombreux, ils ont été cités dans la partie discussion de ce manuscrit. Tout comme pour
la warfarine, ces algorithmes integrent les données pharmacogénétique ainsi que des

paramétres cliniques.

Bien que les algorithmes pharmacogénétique présentent un intérét majeur, leur utilisation
en pratique clinique reste limitée. En effet, la conversion du bénéfice théorique en bénéfice
clinique validé s'est avérée difficile. A cet effet, deux grands essais contrdlés randomisés ont
été réalisés [136] [137].

L'essai European Pharmacogenetics of Anticoagulant Therapy (EU-PACT) a étudié
I’utilisation d’un algorithme pharmacogénetique comprenant des données cliniques, le
génotype CYP2C9 * 2, CYP2C9 * 3 et VKORCL1 * 2 pour la phase par rapport a un schéma
posologique clinique standard de la warfarine [136]. L'¢tude EU-PACT a démontré un
bénéfice pour l'utilisation d'algorithmes pharmacogénétiques, le critére de jugement principal
était le temps passé dans la zone d’INR thérapeutique.

A T'opposé, l'essai de clarification de l'anticoagulation optimale par la génétique (COAG)
publié le méme mois a également utilisé un algorithme tres similaire par rapport a un groupe
témoin qui a utilisé des données cliniques pour la prédiction de la dose, et n'a pas trouvée une

différence statistiquement significative [137].

L'essai COAG a été critiqué sur la stratification des patients selon I'age et l'indication du
traitement par la warfarine, avec des implications que les patients atteints de fibrillation
auriculaire et de thromboembolie veineuse peuvent répondre differemment a l'effet

anticoagulant de la warfarine [83].
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De plus de nombreux patients ont recu des informations pharmacogénétiques apres la
premiere dose et certains auteurs pensent que c'est la premiére posologie qui bénéficie de
I'apport de la pharmacogénétique [138].

Les algorithmes pharmacogénétiques prédictifs de la posologie des AVK s'averent tres
prometteurs pour optimiser la sélection des doses. Cependant, il faut garder a I'esprit que la
plupart des preuves sont fondées sur des essais cliniques prospectifs proviennent
principalement de populations caucasiennes.

La variation des fréquences d'alléles entre les ethnies entrave I’utilisation d’un algorithme
pharmacogénétique commun, car la prise en compte de tous les alléles peut étre trop
colteuse. Les pharmacologues peuvent adapter ces algorithmes pour différentes ethnies en
tenant compte des alleles les plus répandus au sein de chaque population ethnique.

Bien que, les algorithmes pharmacogénomique puisse fournir une estimation raisonnable de
la dose de warfarine, une expertise et une clinique dédiées pour le suivi sont toujours

nécessaires.

4. Etude de co(t-efficacité

Dans la littérature, les eétudes de coUlt-efficacité basées sur la comparaison des deux
stratégies : administration des AVK basée sur le génotypage versus sans géenotypage sont
limitées. En effet, les résultats publiés jusqu’a ce jour, sont insuffisants et ne s’appuient pas

sur des données reéelles recueillies a long terme.

Le premier modéle pharmacoéconomique qui visait a étudier les rapports colt / efficacité
du génotypage CYP2C9 en comparaison avec la pratique clinique standard en anticoagulation
a eté présenté par You et collaborateurs en 2004. Les résultats de cette étude ont démontré
que I’administration de la warfarine a I’aide de génotypage du CYP2C9 permettait d’éviter
un codt marginal de 5778 dollars américains [139]. Cing ans plus tard, les mémes chercheurs
ont effectué une étude de codt-efficacité qui a permis de calculer un ICER de 347 059 $ par
QALY. Les economistes de la FDA ont également démontré que I’introduction de tests
génétiques pour le CYP2C9 et le VKORC1 dans la pratique clinique éviterait 85 000
saignements et 17000 ACV par année aux Etats-Unis. Selon les auteurs I’intégration des tests
pharmacogénétique permettait une réduction des codts de santé de 1.1 milliard de dollars par
année [140].
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En général, la majorité des études publiées, utilisent un horizon temporel trop court ce qui
ne permet pas d’analyser convenablement I’incidence des évenements thromboemboliques,
des hémorragies et des déces a long terme. Cependant, 1’étude réalisée récemment en suéde et
au Royaume-Unis en 2016 avait clairement démontré que la stratégie du génotypage de la
warfarine est cost-effective avec des ICER de 253 848 SEK/QUALY et 6702£/QUALY
respectivement [141].

Notons qu’une seule étude de cout/ efficacité a été réalisée sur I’ Acénocoumarol en 2015 aux
Pays —BAS [142] .Cette derniere a abouti a un ICER de 24,427€ per QALY. Ces résultats
montrent que les rapports obtenus sont légerement au-dela des seuils considérés comme

acceptables a savoir 20,000€.

D’un pont de vue pharmacoeconomique, il est dextrement difficile de transposer ses
résultats pour effectuer des études de cout/efficacité en Algérie, sachant que le prix de
certains tests sur le marché américain varie de 100 dollars américains a 450 dollars
américains. Par contre, en Algérie nous n’avons pas encore commercialisé ces tests de

pharmacogénétiques[143].
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1. Le contexte définitions de la santé mobile
1.1.La santé connectée

L’utilisation des Technologies de I’Information et de la Communication (T1C) au domaine
de la santé a créé la santé connectée. Le terme « e-health », a été utilisé pour la premiére fois

en Novembre 1999, lors du 7eme Congres International de Télémédecine, & Londres [144] .

Plus tard, la Commission Européenne (CE) définit, la e-santé par « I’application des
Technologies de I'Information et de la Communication (TIC) a I’ensemble des activités en

rapport avec la santé » et/ou « la fourniture de soins a distance » [145].

La e-santé posséde de nombreuses applications figure 15. Elle inclut le suivi électronique des
patients, la télémédecine et le dossier médical électronique [146].

Outils d’aide a la
prise de décision
(modéles de soins,

lignes directrices) Technologies et
services internet

Figures 15 : Les applications de la de la e-santé [146].

39



Chapitre 111 Les applications numériques de santé : la m-santé

1.2.La santé mobile
1.2.1. Contexte
D’aprés ’OMS , m-santé (m-Heath en anglais) englobe « les pratiques médicales et de santé
publique reposant sur des dispositifs mobiles tels que les téléphones portables, systeme de
surveillance des patients, assistants numériques personnels et autres appareils sans fils »
[147].
- La m-santé s’organise autour des 3 axes (Figure 16):
v’ Les objets connectés de santé dédiés dans le domaine de la santé qui sont de plus en
plus disponibles au public comme les tensiometres connectés.
v’ Les terminaux : ce sont les Smartphones et tablettes qui diffusent les applications
destinées aux utilisateurs de la m-santé.

v’ Les applications mobiles de santé.

Objets

Patients

connectés

Cloud :
Stockage, analyse et

renvoi des données

Professionnels

Smartphones de santé

Applications Modules
mobiles de santé

externes

Figure 16 : Schéma organisationnel de la m-santé [148].

2. Les applications mobiles de santé
2.1. Définition

- Les applications mobiles sont des logicielles développées pour effectuer une tache

spécifique et destinées a un groupe particulier de dispositifs intelligents tels que les

Smartphones et tablettes [149].

- Les applications mobiles de santé sont disponibles sur trois plateformes :

v App Store pour les appareils iOS d’Apple.

v' Google Play pour les appareils Android de Google.

v" Windows Phone Store pour les appareils Windows Phone de Microsoft.
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2.2. Classification des applications mobiles de santé

Actuellement, il existe des centaines de milliers d’applications.ils sont classés (figure 17) :

Disease Clinical Drug Medical
reference reference reference literature
Reference
EHR and Health
electronic — 1 promotion
prescnbing
Prod Patient
roductivity — . . ™| communication
Clinical
R Clinician uses for a Patient
Ba ed & centered [
medical
¢ Health
ommunication  jdg app - tracking
Medical L Medication
calculator N reminder
Education
Formal
General Specialist continuing Patient
medical medical medical education
education education
education

Figure 17 : Classification des applications mobiles de sante [150].

> Les applications dédiées exclusivement au patient (a droite de la figure 17).

v' L’observance du traitement

v La publicité en santé

v' La communication vers le patient

v Le suivi dans la santé

> Les applications centrées sur le professionnel de santé (a gauche de la figure 17).
v Dossier patient informatisé
v Calculateur médical - Références

> littérature médicale (en haut de la figure 17)

» Réfeérence sur les pathologies et leur traitement

» Education (en bas du schéma)

v' Enseignement médical général et spécialisé
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2.3. Modeéle économique des applications mobiles de santé

Les applications mobiles de santé sont présentes dans les plateformes sous deux formes
gratuites ou payantes. Les applications payantes ont un colt moyen de 10,53€ et de 2,55€
respectivement pour les professionnels de santé et le grand public [151]. Dans la majorité des
cas, les laboratoires pharmaceutiques mettent a la disposition des mobinautes des

applications mobiles de santé sous forme gratuites [152].

En effet, sur 50 applications analysées toutes étaient gratuites (Figure 18).
Le choix d’un tel model économique par les laboratoires pharmaceutiques est justifié. En
effet, les laboratoires cherchent a rentabiliser leur investissement par le renforcement de leur

notoriété aupres des patients et des professionnels de santé.
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Laboratoires pharmaceutiques

Figure 18 : Modéle économique de 50 applications mobiles de santé éditées par les
laboratoires pharmaceutiques [152].

2.4. Impact des applications mobile de santé sur la relation médecin-patient

Avec I’émergence des applications mobiles de santé, on assiste a une perception totalement
différente de la médecine. En effet, le modele hippocratique avec le médecin dans son réle

paternaliste, est en voie de disparition, place désormais a ’empowerment.
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L’OMS définit I’empowerment comme étant un procédé a travers lequel les personnes

prennent le contrdle des décisions et actions affectant leur santé [153] .
2 composantes sont obligatoires dans cette évolution :

v La compréhension par le patient de son réle.

v' L’acquisition d’un savoir lui permettant de dialoguer avec le professionnel.

Il est clair que les applications mobiles de santé peuvent apporter ces composantes. Par
conséquent , le médecin devient un conseiller et accompagnant dans la démarche de soins
[154].

2.5. Cadre juridique
» En Algérie

Malheureusement, 1’Algérie connait un retard certain dans la mise en place de son cadre
juridique et organisationnel concernant les applications mobiles de santé. Contrairement aux
autres pays comme les Etats-Unis et la France qui ont déja défini leurs cadres juridiques, en

Algérie on constate un vide juridique total.
» Aux Etats Unis

La FDA émis un rapport concernant 1’évaluation des applications mobiles, elle donne son

approbation aux éditeurs d’applications qui remplissent les critéres médicaux (mention «FDA

approved ») [155].

Les applications de bienétre et loisirs, relatives a la santé, ne sont pas concernées par

I’accréditation de la FDA.

» EnFrance
Il existe la directive 95/46/CE relative a la protection des personnes physiques a I’égard du
traitement des données a caractere personnel et a la libre circulation de ces données.
La loi n® 2004-810 du 13 aofit 2004 relative a 1’ Assurance Maladie [156] a chargé la Haute

Autorité de Santé (HAS) la mission de certification des sites Internet santé.

En Novembre 2007, la HAS accrédite la fondation HON pour certifier les sites de santé en
France [157].
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2.6. Applications mobiles de santé pour la gestion des AVK

Ce bref état des lieux est réalisé dans le but de connaitre les applications mobiles de santé
disponibles dans le domaine de la gestion de I’anticoagulation lors de la prise des AVK, afin

de les comparer. Le tableau 8 représente les principales applications disponibles.
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Tableau 8 : Les principales applications mobiles de santé disponibles pour la gestion des AVK.

Nom de Date de Fonctions Cibles Gratuite ou  Plateforme de
I'application creation Payante téléchargement
Warfarin 2014 - Calcul de la posologie de la Warfarine. Patient Gratuite Android
Dosing
HTK
Mon carnet 2015 - Conserver au format numérique les resultats du test Patient Gratuite 10S
AVK sanguin INR.
- Doses de médicaments ingérées par le patient.
- Fonction agenda et une option de rappel automatique
pour les examens de laboratoire.
My INR 2015 - Surveillance et suivi des lectures INR. Patient Gratuite Android
- Ajout de nouvelles lectures INR.
- Ajout des dosages alternatifs pour chaque jour de la
semaine.
- Lecture rétrospective des INR et des entrées de dosage.
- Ajout d’un nouveau rendez-vous.
- Exporter I'historique INR sous forme de fichier.
Manege 2017 - Concue par American College of Cardiology, elle permet Clinicien Gratuite Android
Anticoag au clinicien de suivre les patients sous AVK.

45



Partie
experimentale




Objectifs du travail

Le but de notre travail est de mettre au point une stratégie de suivi thérapeutique
appropriée a I’ Acénocoumarol basé sur la coordination, la coopération et la communication au
sein de la triade formée par le laboratoire, les cliniciens et les patients. Nous nous sommes

alors fixés les objectifs suivant :

» Pour objectif principal
e Développer et valider un algorithme pharmacogénétique prédictif de la posologie

d’Acénocoumarol.

» Pour objectifs secondaires :

e Etudier les fréquences alléliques de huit polymorphismes VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4, VKORCL1 intronl, CYP2C9*2, CYP2C9 *3, CYP4F2*3, CALU, dans la
population de Sétif ;

e FEtudier I’impact des variations génétiques sur la dose d’équilibre d’Acénocoumarol

chez la population de Sétif.

Développer une application androide pour améliorer la gestion du traitement par

I’ Acénocoumarol (Acénocoumarol Doising).
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1. Patients
1.1. Type d’étude

Il s’agit d’une étude transversale a recueil prospectif.
Le recrutement des patients a été mené sur une période de 23 mois allant de Novembre 2017 &

la fin Septembre 2019. L’analyse moléculaire a durée 1 mois (Janvier 2020).

1.2. Lieu d’étude
L’étude s’est déroulée au niveau du service de Cardiologie du CHU Sétif.
Le dosage des INR a été réalisé au niveau de 1’'unité d’Hémobiologie du CHU Sétif.
L’extraction d’ADN s’est effectuée au niveau du laboratoire de recherche de Biologie et
Génétique Moléculaire du CHU Ibn Badis Constantine 3.
L’analyse moléculaire a été realisée dans le laboratoire de Biologie Moléculaire du Centre

Hospitalier Universitaire Sahloul Tunisie.

1.3. Population d’étude
Durant cette période 250 patients ont été sélectionné mais seulement 119 ont été inclus dans
I’étude. La période de suivi des patients est de 6 mois minimum pour chaque patient.
La selection des patients a éeté effectue en deux temps :
Premier temps : la sélection des patients de la cohorte du développement de I’algorithme.
Second temps : la sélection des patients de la cohorte de validation de 1’algorithme.
Le Diagramme de flux présentant la sélection des patients de 1’étude est illustré sur la figure
19.

1.3.1. Critéres d’inclusion
v’ Patients agés de plus de 18ans, des deux sexes
v’ Patients suivis au niveau du service de cardiologie du CHU Sétif.
v’ Patients présentant des pathologies cardio-vasculaires ou thromboemboliques recevant de
I’ Acénocoumarol a long terme (plus de 6mois) et équilibré, c'est-a-dire que la mesure

d’INR sur un intervalle de 3 mois reste plus ou moins constante en zone thérapeutique
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1.3.2. Criteres de non inclusion
v" Les patients n’ayant pas été suivis au niveau du service de cardiologie du CHU Sétif dans
les six derniers mois.
v" Les patients ayant une insuffisance hépatique
v" Les femmes enceintes,
v' Les patients avec troubles cognitifs.
v Les patients avec un TTR <65%
v' Les patients qui n’ont pas un carnet de suivi des AVK
v’ Les patients qui ont présenté des effets secondaires de type hémorragies ou thromboses.
v’ Patients présentant des difficultés d’adhésion médicamenteuses.
v’ Patients qui n’ont pas recu une éducation thérapeutique au niveau du service de

cardiologie.
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Figure 19 : Diagramme de flux des patients dans I’étude.
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1.4. Recueil de données
Un formulaire de collecte de données a été congu pour recueillir les informations
sociodémographiques, les comorbidités, les traitements associés, les parametres biologiques,
et les effets indésirables (Annexe 1).
Le recueil des données a été réalisé en interrogeant le patient, en examinant le dossier médical
d’hospitalisation, et en consultant le médecin traitant. Un interrogatoire a été effectué pendant
la phase d’inclusion et d’autres au cours du suivi ultérieur. Les données des interrogatoires ont

été inscrites sur la méme fiche.

1.5. Consentement
Un consentement éclairé écrit et signé a été obtenu auprés de chaque patient sélectionné
(Annexe 2), apres que ce dernier ait recu toutes les informations nécessaires, notamment
I’objectif de notre travail de recherche, sa méthodologie, sa durée, les bénéfices attendus et le
droit de se retirer a tout moment de la recherche.

La confidentialité des données a été respectée tout au long de notre étude.

1.6. Le suivi des patients
Les patients ont été suivis jusqu’a 1’équilibre. Une fois I’équilibre est atteint, ils ont €té suivi
jusqu’a la fin de I’étude. Toutes les dates de contrdle ainsi que les valeurs de I’INR ont été
inscrites sur la fiche de renseignement (Annexe 1).
L équilibre a été défini par un INR appartenant a la zone thérapeutique (en fonction de
I’indication) sur un intervalle d’au moins 3 mois.
A fin de faciliter le suivi, les patients ont été contactés la veille de 1’analyse pour confirmer la
date du rendez vous fixé par le médecin ou pour noter un éventuel changement. Le jour de
I’analyse, le résultat de I'INR a été collecté en personne, puis analysé en coopération avec le
médecin traitant, ainsi les éventuels changements de posologie sont notés sur la fiche du
patient avec la date du prochain contréle.
A chaque fois que le patient revient pour le contrble, un interrogatoire est refait pour la
recherche de signes d’apparition des effets indésirables de I’ Acénocoumarol (hémorragie en

cas de surdosage, ou de thrombose en cas de sous dosage).
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2. Méthodes
2.1. Partie suivi thérapeutique
2.1.1. Suivi biologique des patients sous Acénocoumarol (INR)
2.1.1.1. Principe de dosage

L’International Normalized Ratio (INR): est le seul test utilisé pour la surveillance de
I’ Acénocoumarol. L’INR est définie par la formule suivante :
« Temps de Quick du malade/temps de Quick du témoin », ce rapport étant elevé a la

puissance ISI (Indice de Sensibilité International).

Il s’agit d’une technique de coagulation ou le processus est déclenché suite a I'incubation du
plasma citraté a une temperature de 37°C avec une quantité optimale de thromboplastine
«Thromborel S ».

La mesure du temps nécessaire a la formation d’un caillot de fibrine est déterminée par un

dosage chronométrique spectrophotométrique correspondant au temps de Quick (TQ).

Ce parameétre explore I’activité globale de trois des quatre facteurs pro coagulants vitamine K

dépendants : les facteurs Il (prothrombine), VII et X.

2.1.1.2. Prelévement

Le prélevement est effectue le matin entre 9 et 12 heures. Le patient ne doit pas étre a jeun,
toute fois il doit éviter un repas trop riche en matiere grasse avant la prise de sang.
Le prélevement est effectué chez le patient en position assise, en utilisant une aiguille dont le
diametre est compris entre 0,7 a 1 mm, de préférence sans garrot.

Le transport des tubes au laboratoire se fait dans I'neure suivant le prelévement ; en position
verticale en évitant toute agitation.

Le test doit étre effectué dans un délai de 4 heures si le tube a été centrifugé immédiatement,

sinon dans les 2 heures suivant le prélévement.
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2.1.1.3. Phase analytique
Réactifs utilisés

v' Le réactif Thromborel S, est une thromboplastine lyophilisée dont I’ISI est de 1.02,
obtenue a partir de placenta humain (<60mg/l), additionné de chlorure de calcium
(environ 1.5g/l) et de stabilisateurs conservateurs : -Gentamicine (0.1g/l).

La reconstitution du réactif Thromborel S se fait par ajout d’une quantité d’eau distillée
(4ml).
La dissolution de ’ensemble est assurée manuellement par 8 a 10 retournements, suivie d’une

incubation pendant 45min a 37°C.

v" Plasmas de contrdle et de calibration

- Plasma de contréle normal : est un contréle titré destiné a 1’évaluation de la précision et du
biais analytique des substances a analyser dans le domaine normal.

- Plasma de contréle pathologique : est un contrédle titré destiné a 1’évaluation de la précision
et du biais analytiques des substances a analyser dans le domaine pathologique.

- Plasma de calibration « TP Multi Calibrateur » : il s’agit d’un lot de calibration, pour
I’étalonnage direct des temps de Quick (TQ) en taux de prothrombine (TP) puis en INR. Il
est composé de six plasmas calibrant (différentes dilutions) pour 1’étalonnage du TP. Ils
contiennent des pools de plasmas humains stabilisés avec un tampon et sont ensuite
Iyophilisés et calibrés et exempt de conservateurs.

La reconstitution du multi calibrateur se fait en ajoutant 1ml d’eau distillée dans chaque

flacon, puis laisser la solution se stabiliser pendant 30 min a température ambiante (15-

25°C). Quand le reactif est reconstitué, sa stabilité est de : * 8 heures entre 2 a 8°C.

v’ Solution tampon « Buffer ® », est utilis¢ comme tampon de dilution dans les tests
d’hémostase. Il s’agit d’une solution tamponnée présentant un PH de 7.35 contenant de
’azide de sodium comme conservateur.

v" Solution de rincage « CELLCLEAN® », est un détergent alcalin puissant concu pour

éliminer les traces d’agent de lyse sur I’automate SYSMEX.

Equipements
-Coagulometre automatique SYSMEX CA-600 séries system.

Le coagulométre automatique SYSMEX (figure 20), est un analyseur permettant la

réalisation des dosages d’hémostase de routine et spécialisés, parfaitement adapté aux

52



Patients et méthodes

activités de laboratoires. 1l permet la réalisation simultanée des tests chronométriques et

colorimétriques.

Figure 20: Coagulométre automatique SYSMEX CA-600.

Mode opératoire

Une calibration est effectuée pour chaque nouveau lot de réactif, I’objectif est I’obtention de
la courbe de calibration. Le « Multi Calibrateur » est préconisé pour la calibration du
coagulometre SYSMEX, dans le but de déterminer le temps de Quick, et permet ainsi, sa
conversion en taux de prothrombine exprimé en pourcentage. Ce réactif est composé de six
plasmas lyophilisés présentés purs et dilués avec un tampon de dilution : Le Multi Calibrateur

pur (non dilué) correspond a un taux de prothrombine égale a 100%.

Pour établir la courbe de calibration : Prélever 50ul de chaque plasma calibrant (pur et
dilué), puis les incuber pendant 2min a 37°C, ensuite on procéde au dosage ; aprés ajout de
100pl du réactif Thromborel ®S pré incubé, en notant a chaque fois le temps de coagulation
(TQ en secondes). Au niveau du laboratoire, la courbe est établie avec cing calibrant (100%,
75%, 50%, 25%, 12,5%). La courbe de calibration (Figure 21), est obtenue d’une maniére
automatique en portant sur I’axe des abscisses le logarithme de I’inverse de la dilution (1,4/3,
2,4 ,8) de chaque point d’étalonnage et en ordonnée le logarithme des temps de coagulation

correspondant (TQ).
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Grace au TP Multi calibrateur ; L’INR est obtenu directement grice a une formule

logarithmique (Log INR=a Log T+b) ; converti en droite (figure 21), permettant d’avoir les

valeurs de I’INR sans utiliser sa formule de calcul.

i | l

. 21: Courbe de calibration.

L’équation de la droite est : Log INR =a Log T +b ; avec r= 1.00 a=1 .0021 e b=1.091e

Log INR

LogT

Courbe log INR

Pour effectuer le dosage, 1’automate préléve 50ul de plasma du patient puis ’incube pendant
180 sec a 37°C, ensuite 100ul du réactif Thromborel ®S pré incubé sont introduite au plasma,
la lecture est faite par spectrophotométrie. Aprées chaque dosage, et avant d’entamer I’analyse
d’autres plasmas, 1’automate fait un ringage par le CELLCLEAN.

Notons que nous avons suivi les indications du fabricant.
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2.1.2. Calcul du temps passé dans la zone thérapeutique (TTR)

Le TTR est le « gold standard » pour I’évaluation de I’efficacité d’un traitement par AVK.
Il est utilisé dans tous les essais thérapeutiques utilisant un AVK comme comparateur. 1l est
devenu, a I’instar de I’hémoglobine glyquée des diabétiques, un marqueur pronostique de
1’équilibre des patients sous AVK.

Il doit-étre idéalement compris entre 65 et 70%; en deca de cette valeur, les risques
hémorragiques et de complications thromboemboliques augmentent significativement [158].

Afin de sélectionner les patients inclus dans notre étude nous avons calculé le TTR pour
chaque patient. Nous avons retenu pour 1’étude seulement les patients avec un TTR supérieur
ou égale a 65%.

La méthode de Rosendaal a été utilisée pour calculer le TTR. Cette méthode prend pour
hypothése qu’entre deux INR, la variation est linéaire. C’est la méthode de calcul la plus la
fiable et la plus utilisée dans les études et les cliniques d’anticoagulations malgré sa
complexité.

A titre d’exemple, si un patient se présente a J1 avec un INR a 2.5 puis a J30 a 3.5 pour un
INR cible entre 2 et 3 ; on peut conclure qu’a J15, 'INR du patient était autour de 3, puis est
passé au-dessus de I’intervalle. On peut alors estimer que le patient a passé 15 jours dans
I’intervalle thérapeutique et 15 jours hors intervalle au cours de cette période de 30 jours. Ce
qui veut dire que le patient est dans la zone thérapeutique 50% du temps.

Ci-dessous (tableau 9) un exemple du calcul du TTR pour un patient de 1’étude par cette
méthode, les étapes du calcul sont illustré dans un fichier Excel (annexe 4).

Le TTR pour ce patient est de 78.5%.

Tableau 9 : Calcul du TTR par la méthode Rosendaal.

A B C D £ F G H | I K L
Days Since Previous INR | CumentINR INR iff Abgve | INR Diff Within | INR Diff Below | Days within Range |% Days within Range

1 Test Date INR LastTest | INRDiff | Within Range? | Within Range? | Scenario Range Range Range since Last Test since Last Test
2 300052019 23 InRange
3 0B/062019 33 7 1 InRange Above Calculate 03 07 0 49 70%
4 1300612019 25 7 18 Above InRange | Calculate 03 05 0 44 63%
52000612019 19 7 16 InRange Below Calculate 0 05 01 58 B3%
6 27/062019 21 7 02 Below InRange | Calculate 0 01 01 35 50%
7 0410712019 27 7 06 InRange InRange InRange 0 06 0 70 100%
9 1072019 28 7 01 InRange InRange InRange 0 01 0 70 100%
g 18/0712019 31 7 03 InRange Above Calculate 01 02 0 47 7%
e
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Low Range
High Range

Rosendaal Method

Days Within Range 80,5
Total Days 77,0
% Days Within Range 78,5%

2.2. Partie pharmacogénétique
2.2.1. Prelevements sanguins

Le prélevement sanguin a été realisé pour chaque patient a partir du sang veineux au pli du
coude, sous des conditions stériles. Le sang est recueilli dans des tubes vacutainer (5 a 10 ml)
contenant I’anticoagulant EDTA qui est un inhibiteur de I’action des enzymes ADNase ou
nucléases, préservant ainsi I’ intégrité moléculaire.

Notons que ces prelevements ont été réalisés par des infirmiers qualifiés du service de
cardiologie.
2.2.2. Conservation des prélevements

L’extraction d’ADN doit se faire sur du sang frais, mais dans certains cas d’impossibilité
technique, I’extraction est différée puis réalisée sur du sang stocké 1 a 2 jour a 25°C ou
pendant 7 jours a + 4°C.

2.2.3. Extraction de PADN

L'extraction de I'ADN est une technique permettant d'isoler I’ADN de cellules ou de tissus.
Elle consiste a obtenir des acides nucléiques plus ou moins purs et plus ou moins concentrés,
adaptés aux différents tests génétiques pratiqués.

Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN et la plus exploitable. Les
autres sources cellulaires peuvent étre des biopsies musculaires ou des biopsies de villosités
choriales ou des cultures de cellules amniotiques (amniocytes, fibroblastes...).

Il existe plusieurs procédés d'extraction et de purification d’ADN, dans notre étude nous

avons utilisé la technique au NaCl (solvant inorganique).
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Méthode d’extraction au NaCl : Elle se résume en 3 grandes étapes :
La Lyse cellulaire : elle est réalisée en présence de solution de lyse, de protéinase K et de
détergent SDS (Sodium Dodécyle Sulfate). Les éléments figurés du sang, dont les leucocytes
sont lysées.
- Extraction de ’ADN proprement dite : I’ADN nucléaire est libérées dans le lysat et les
protéines qui lui sont associés sont digérés et éliminés par précipitation au NacCl.
- Lavages et solubilisation: la pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation
avec I’éthanol pur. L’ADN est ensuite solubilis¢ en phase aqueuse (eau stérile bidistillée).

Le protocole détaillé est fourni en annexe 3.

2.2.4. Détermination de la concentration, la pureté et de la qualité de PADN
extrait :

La pureté ainsi que la concentration de I’ADN sont déterminées par spectrophotométrie a
UV avec un Nanodrop® (Thermo Scientific Nanodrop® ND-1000) (figure 22). 11 s’agit d’un
spectrophotomeétre qui ne nécessite pas 1’utilisation de cuvette. Un volume de 2 ul de
I’échantillon est déposé directement a I’extrémité d’un cable de fibre optique. Lorsque celui-Ci
est mis en contact avec un second cable par fermeture de 1’appareil, 1’échantillon est maintenu
par une tension de surface et traversé par un signal lumineux. Il est possible ainsi de mesurer
et de quantifier les ADN double comme simple brins. L’analyse de 1’absorbance se fait par un

logiciel (Nanodrop® 1000 v3.7) installé sur un ordinateur relié¢ a I’appareil.

Figure 22: Nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop® ND-1000).

L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines qui représentent les temoins de
contamination absorbent a 280 nm. L’absorption (absorbance ou Densité Optique (DO)) est
mesurée a 3 longueurs d’ondes différentes (230, 260 et 280) et deux rapport sont établis

(260/280 et 260/230). Tous ces paramétres sont calculés automatiquement par le logiciel. En
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effectuant le rapport de DO 260/280, la pureté de ’ADN est déterminée en vérifiant une
éventuelle contamination par les protéines ou par les ARN.

On considére que : PADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO 260/280 est
compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R <2), PADN est contaminé par les protéines si R < 1,6 et que
I’ADN est contaming par les ARN si R > 2.

La pureté de ’ADN est essenticlle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou ’ADN est contaminé, on n’aboutira pas a des résultats
fiables dans les étapes suivantes de son analyse par PCR-RFLP. Il est donc indispensable de
procéder a la réextraction de la pelote afin d’obtenir la pureté souhaitée.

N.B : les ADN purs sont conservés a + 4°C jusqu'a leur utilisation.

Le tableau suivant résume les différentes conditions de conservation de I’ADN.

Tableau 10 : Conditions de conservation de I’ADN.

Température Durée de la stabilité de la solution d’ADN
Ambiante Quelques jours
+4°C 6 mois
-20°C 1 an au minimum
-80°C 7 ans au minimum

Apres dosage, une deuxieéme vérification de la qualit¢ de ’ADN extrait est réalisée par
migration sur gel d’agarose a 1 % (1 g dans 100 ml) pendant une heure et a 100 Volts.
L’apparition de « trainées » est témoin d’une dégradation partielle ou totale de 1’ADN
génomique extrait.

Nous avons ajustés nos ADN a la concentration de 100 ng/ul pour la réalisation de la PCR.

2.2.5. Le génotypage

Le génotypage repose sur lI'amplification PCR (Polymerase Chain Reaction) utilisant des
amorces spécifiqgues qui permettent d'amplifier la section d'ADN qui contient le
polymorphisme d'intérét. Ce fragment d'/ADN amplifié et purifié permet ensuite la détection
du polymorphisme au moyen de la techniqgue RFLP (Restriction Fragments Lenght
Polymorphisms).
Cette technique repose sur l'utilisation d'une enzyme de restriction spécifique a chaque
polymorphisme étudié, dont la fonction est de parcourir chacun des brins d’ADN amplifiés et

de «couper» si le motif de reconnaissance (SNP) est présent dans le fragment.
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L'action de cette enzyme permet de scinder I'ADN en plusieurs fragments de restriction de
longueurs différentes (c'est-a-dire le nombre de paires de bases), ce qui permet leur
reconnaissance sur un gel d'agarose aprés une migration électrophorétique.

Selon que I'ADN ait été fragmenté ou non, il est possible d'établir le génotype des porteurs de
la mutation (hétérozygotes), non porteurs de la mutation (homozygotes sauvages ou hormaux)

et des porteurs des deux alléles mutés (homozygotes mutés).

2.2.5.1. PCR (Réaction en chaine polymérase)
La PCR est un outil fondamental de la biologie moléculaire. Elle permet a partir d'un
fragment d'ADN particulier (ADN d’intérét), d'obtenir un grand nombre (plusieurs millions
voir des milliards) de copies identiques de ce méme fragment. Cette réaction est réalisée in
vitro et est automatisee.
La PCR a été décrite pour la premiére fois par Karry Mullis en 1983 et publiée en 1985, ce
qui a valu a Karry Mullis le prix Nobel de chimie en 1993.

Principe de la PCR
La PCR est basée sur la capacité de I’ADN polymérase a synthétiser le brin complémentaire,
d’un ADN servant de matrice, elle nécessite de connaitre la séquence des régions qui
délimitent I’ADN a amplifier. Cette séquence servira a synthétiser une amorce
d’oligonucléotides complémentaires, afin d’initier le processus.
Cette amorce ou primer a une longueur de 17 a 30 bases, et dont la séquence est
complémentaire a celle du brin a amplifier. L’association a ’ADN cible est suivie de
I’¢longation du brin complémentaire par une polymérase, aboutissant ainsi a la synthése d’un
ADN double brin.
La PCR consiste en une succession cyclique de 3 étapes (figure 23), sachant que I’ADN
extrait du milieu biologique a étudier baigne dans un milieu réactionnel tamponné qui
comprend tous les éléments indispensables : les précurseurs nucléotidiques (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP), le cation Mg++ indispensable au bon fonctionnement de ’enzyme et a
I’incorporation correcte des précurseurs, de I’ADN polymeérase et des amorces.
- Premiére étape : dénaturation thermique de I’ADN double brin
Cette étape consiste a séparer par la chaleur les deux brins en rompant les liaisons

hydrogenes.
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L’ADN double brin est chauffé a 94°C. Cette température est supéricure a la température de
dénaturation (Température melting ou TM) de ’ADN qui devient sous forme simple brin.

Ces brins servent de matrice au cours des cycles d’amplification.

- Deuxiéme étape : hybridation des deux amorces ou annealing (sens et anti-sens)

Le milieu réactionnel est amené a une température inférieure au Tm des amorces. Ce Tm est
en fonction de la séquence et est en général de I’ordre de 50 a 70 °C. Les amorces en large
exces, s’hybrident a tout I’ADN simple brin comportant la séquence complémentaire.

- Troisiéme étape : élongation et extension des amorces par une ADN polymérase

Une ADN polymérase (la taq polymérase) allonge les amorces en y incorporant les
désoxyribonucléotides complémentaires de la séquence de la matrice a laquelle est hybridée et
la synthese s’effectue dans le sens 5°—3” a 72°C (température optimale).

A la fin de chaque cycle, on aura deux copies de la séquence d’ADN cible. Un nouveau cycle
commencera par I’étape de dénaturation, suivie successivement des étapes d’hybridation et
d’extension.

L’amplification est exponentielle selon la formule 2" et n représente le nombre de cycles, par
exemple une PCR de 30 cycles génere théoriqguement 2 a la puissance 30 copies de cibles

initialement présentes.

e T TR
Al LT T T T dalclsis

Heat to 95°C
v DNA strands will separate

1. Denaturing

55°C

Primers bind to template DNA strands 2. Anneahng

A C TG
B—A Y A ~— A Y -1
T Glalc | | I lcix A
72 C
Taq polymerase synthesizes 3. Extension

new DNA strands

1 !
/ \ Two new
DNA molecules / \

+3 . =11 <~ g eEssade a:
I 4 “a o “a o “a o “a

Figure 23: Etapes de la réaction en chaine polymérase (PCR).
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2.2.5.2. Préparation du milieu réactionnel (mix) pour la PCR
La méthode suivante a été suivie pour la préparation du milieu réactionnel pour I’étude de
tous les SNP.
Les réactifs utilisés dans cette étape de PCR doivent d’abord étre dilués selon la formule
suivante : C1xV1 =C2x V2
Sachant que :
C1 : concentration initiale de chaque réactif (mentionnée sur le tube).
V1 : volume initial nécessaire a la dilution (inconnu).
C2 : concentration finale (mentionnée dans le protocole utilisé).
V2 : volume final (selon le nombre de tubes).
Donc :
V1= C2x V2/C1
Une fois que le volume initial (V1) est connu, le volume de I’eau distillée nécessaire pour la
dilution de chaque réactif est calculé comme suit :
V2 - V1 = Veau distillée
Le volume de chaque réactif est ensuite multiplié par le nombre de tubes (nombre

d’individus), plus deux tubes (témoin négatif et positif).

2.2.5.3. Déroulement des cycles de la PCR
Aprés préparation du milieu réactionnel, ce dernier est dispatché dans des microtubes a PCR.
Les tubes de PCR préparés sont posés ensuite dans le thermocycleur programmeé au préalable.
Les conditions pour le déroulement des cycles d’amplification par PCR différent d’un gene a
autre.

La réaction s’est effectuée a I’aide d’un thermocycleur ProFlex PCR System (figure 24).

o VKORC1_4

Edit your time & temperatures [1050°c) [ s0pL

Manage Steps

Figure 24: Thermocycleur « ProFlex PCR System » utilisé dans le génotypage.
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2.2.5.4. Controle de la PCR

Une électrophorese est nécessaire pour le contréle de la taille des fragments amplifies par

PCR et la détection d’une éventuelle contamination de I’ADN (grace au témoin négatif). La
migration d’une molécule d’ADN dépend de sa taille et de la concentration du gel d’agarose,
mais le voltage et la force ionique du tampon interviennent également.
Dans notre étude, nous avons assure ce contréle dans une cuve horizontale (figure 25) sur un
gel d’agarose a 2% (2g d’agarose+ 100 ml de TBE 1X (Tris Borate EDTA) dans lequel ont
été incorporé 10ul de BET (un agent intercalant se fixant entre les bases nucléiques, rendant
I’ADN fluorescent sous UV pour visualiser les bandes résultantes).

Dans chaque puits du gel et du coté cathode (-), un mélange du produit d’amplification et
3ul du marqueur de mobilité BBP qui permet de suivre le front de migration sont déposés, en
réservant 2 puits, un pour le dépdt du marqueur de taille (100pb) et le deuxieme pour le dépot
du blanc (témoin négatif). Ensuite, le systéme est soumis a une migration sous un courant de

100 volts pendant 30 a 40 min. Aprés migration, la visualisation des produits amplifiés est

//‘yj
A

réalisée sous UV.

4

el

Figure 25: Cuve utilisé pour le contréle de PCR.

2.2.5.5. Digestion des produits de PCR par les enzymes de restriction

Apres le control de PCR, 'ADN est soumis a une digestion enzymatique clivant la
molécule a des endroits précis appelés sites de restriction.
Dans notre étude, une quantité de I’ADN est mélangée a une quantité d’enzyme de restriction

appropriée a chaque géne. L’ensemble, est ensuite incubé a 37°C une nuit.
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La mutation crée un site de reconnaissance pour I'enzyme de restriction. L’action de clivage
de I’enzyme est détectée par une variation du nombre et de la longueur des fragments de

restriction obtenus apres une digestion enzymatique.

2.2.5.6. Controle de la digestion

La migration et la visualisation des fragments de restriction obtenus ont été effectuées dans
les mémes conditions que celles des produits PCR. Dans chaque puits du gel, une quantité du
produit digéré et 3ul de BBP sont déposés. La migration s’effectue sous un courant de 100
volts pendant 45min. Les fragments résultants sont ensuite visualisés sous UV Le gel est
ensuite photographié par Syngene Tm Transilluminateur LED Imager (figure 26).

Figure 26: Syngene Tm Transilluminateur LED Imager.
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2.2.6. Méthodes d’études des polymorphismes des génes CY2C9, VKORC1, CYP4F2
et CALU par PCR-RFLP

Protocole suivis
Pour I’étude des polymorphismes des genes CY2C9, VKORC1, CYP4F2 et CALU, nous nous
sommes basés sur les protocoles publiés par Cadamuro et collaborateurs, 2010, Moridani et
collaborateurs, 2006, Scone et collaborateurs, 2005, Scott et collaborateurs, 2008, Anton A. |
et collaborateurs, 2013, Bejarano-Achache et collaborateurs, 2012 et Gonzalez-Conejero et
collaborateurs, 2007 (Tableau 11).

Tableau 11: Liste des amorces utilisées pour la détection des polymorphismes des genes
CY2C9, VKORC1, CYP4F2 et CALU.

Polymorphismes Couple d’amorces Références
CYP2C9
CYP2C9*2 [159]

Sens: 5 CACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAG ¥’

rs1799853 Antisens: 5’GTGATATGGAGTAGGGTCACCCAC 37
(c.430C>T)
CYP2C9*3 Sens:5' AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAGATGC3’ | [160]
rs1057910 Antisens : 5’GATACTATGAATTTGGGGACTTC3’
(c.1075A>C)
VKORCL
VKORC1*2 Sens : 5" GCCAGCAGGAGAGGGAAATA 3’ [161]
rs0923231

(g.-1639 G>A) Antisens :5° AGTTTGGACTACAGGTGCCT 3

*
?,/;;%IZC:L 3 Sens : 5> TTTGCTTTGGCATGTGAGCCTTGC 3° [162]

(C.9041G>A) Antisens : 5 ACAGTCCATGGCAGACACATGGTT 3

VORC1*4 Sens :5° GCATAATGACGGAATACAGAGGAGGC 3° [162]
rsl7708472

(c.6009 C>T) Antisens :5° GGTAGAGACAGGCTTTCACCATGT 3

—
VKORCL¥intronl | ¢ 0. 5> AGGGGAGGATAGGGTCAGTGACATG 3’ [163]

(gsffsgéi% Antisens :5° TGGATTGATTGAGGATGCTGTCCTG 3’

R R e !
(9.1347G>A) '

mwm | ey |
(c.29809A>G) :
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2.2.6.1. Amplification des polymorphismes VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4, et VKORC1*intronl du gene VKORC1
Les protocoles que nous avons utilisé sont ceux décrits par Cadamuro et collaborateurs, 2010,
Scone et collaborateurs, 2005, Scott et collaborateurs, 2008 et Anton A. | et collaborateurs,
2013 [166] [167] [168] [169]. Ces protocoles ont été optimisés pour chaque polymorphisme
et sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Milieu réactionnel de la PCR pour les polymorphismes VKORC1*2,
VKORC1*3, VKORC1*4, et VKORC1*intron1 du géne VKORCI.

Réactifs Concentrations
VKORC1*2 VKORC1*3 VKORC1*4 | VKORC1*intro
rs9923231 (g.- rs7294 rs17708472 nl rs9934438
1639 G>A) (c.9041G>A) | (c.6009C>T) (c.1173C>T)
ADN 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
MgCI2 1.5 mM 1.5 mM 1.7 mM 1.7 mM
Tampon 1X 1X 1X 1X
dNTP 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM
Amorce sens 0.2 uM 0.2 uM 0.4 uM 0.4 uM
Amorce anti- 0.2 uM 0.2 uM 0.4 uM 0.4 uM
sens
Taq 1U 1U 1U 1U
polymerase
Eau gsp 25 pL gsp 25 pL gsp 25 pL gsp 25 pL
bidistillée

Les programmes optimises du thermocycleur pour les polymorphismes du géne VKORCL1 sont
présentés dans le tableau 13.

Tableau 13: Programmes des PCR pour les polymorphismes VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4, et VKORC1*intronl du gene VKORCL1.

Etape VKORC1*2 VKORC1*3 VKORC1*4 VKORC1*intronl
rs9923231 rs7294 rs17708472 rs9934438
(9.-1639 G>A) (c.9041G>A) (c.6009 C>T) (c.1173C>T)
Dénaturation 94 — Smn 95 — Smn 95 — Ilmn 95 —» 5mn
initiale
Dénaturation 94 — Imn 95 — Imn 95 — Imn 94 — 30se
Hybridation 61l > 1mn x35 | 62 —30sec ¥ x35 | 64 — 30secyx 35 62 — 30secy x 35
Elongation 72 — Imn 72 — 2mn 72 — 2mn 72 — 30 se
Elongation finale 72 — Smn 72 — Smn 72 — 10mn 72 — 5mn
Produit de PCR 290 281 271 189
attendu (pb)
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" Digestion enzymatiques des produits de PCR
Les produits de PCR pour chaque polymorphisme ont été digérés par une enzyme de
restriction spécifique pour chaque mutation. La composition du milieu réactionnel de la

digestion est décrite dans le tableau 14.

Tableau 14: Composition du milieu réactionnel des digestions enzymatiques des
polymorphismes du gene VKORCL.

VKORC1*2 VKORC1*3 VKORC1*4 VKORC1*intro
Produit rs9923231 rs7294 rs17708472 nl rs9934438

(9--1639 G>A) | (c.9041G>A) | (c.6009 C>T) | (c.1173C>T)
Enzyme de Mspl Acil Bfal Styl
restriction 2U 2U 4U 2U
Tampon 1X 1X 1X 1X
Produit PCR Sul Sul Sul Sul
Eau Bidistillée gsp 10ul gsp 10ul gsp 10ul qsp 10ul
- srat . 37 37 37 37
ete[:r%ega U ) Toute une Toute une Toute une

. P . . . . Toute une

d’incubation (h) nuit nuit nuit nuit

L’ADN amplifié¢ et digéré a ¢ét¢ mis en évidence par migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 2% et une révélation sous UV par BET en présence de marqueurs de poids
moléculaire de 25 paires de base (pb) ou de 100 pb selon la longueur des fragments amplifiés.

Les profils éléctrophorétiques attendues sont décrits dans les figures 27 et 28.

VEORCT*2

VEORCT*3

VEORCI*4

2% ph
241 ph
271 ph

151 ph

168 ph
146 ph
125 ph
122 ph
9 ph

Figure 27 : Profils éléctrophorétique attendus des mutations VKORC1*2, VKORC1*3 et

VKORC1*4.
Polymorphisme VKORC1*2 : génotype homozygote normal GG (168+ 122 pb), génotype hétérozygote GA
(290+ 168+ 122 pb) et génotype homozygote muté AA (290 pb). Polymorphisme VKORC1*3 : génotype
homozygote normal GG (181+99 pb), génotype hétérozygote GA (281+ 181+ 99 pb) et génotype homozygote
muté AA (281 pb). Polymorphisme VKORC1*4 : génotype homozygote normal CC (271 pb), génotype
hétérozygote CT (271+ 146+ 125 pb) et génotype homozygote muté TT (146+ 125 pb).
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FRORCT *inran 1

189 ph

119 pb

70 pb

Figure 28: Profil éléctrophorétique attendus des polymorphismes VKORC1*intronl.
Polymorphisme VKORC1*intronl : génotype homozygote normal CC (119+ 70 pb), génotype hétérozygote CT
(189+ 119+ 70 pb) et génotype homozygote muté TT (189 pb).

2.2.6.2. Amplification des polymorphismes CYP2C9*2 et CYP2C9*3 du gene
CYP2C9

Le protocole que nous avons utilisé est celui décrit par Moridani et collaborateurs,2006 [429].

Ce protocole a été optimisé pour chaque polymorphisme et est présenté dans le tableau 15.

Tableau 15 : Milieu réactionnel de la PCR pour les polymorphismes CYP2C9*2 et
CYP2C9*3 du gene CYP2CO.

Réactifs Concentrations
CYP2C9*2 CYP2C9*3
rs1799853 rs1057910
(c.430C>T) (c.1075A>C)

ADN 100ng 100ng
MgCI2 1.5mM 1.5mM
Tampon 1X 1X
dNTP 0.2 mM 0.2 mM
Amorce sens 0,2 uM 0.2 uM
Amorce anti-Sens 0,2 uM 0.2uM
Taq polymérase 1U 1U
Eau bidistillée gsp 25 pL gsp 25uL
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Les programmes optimisés du thermocycleur pour les polymorphismes CYP2C9*2 et
CYP2C9*3 du gene CYP2C9sont présentés dans le tableau 16.

Tableau 16 : Programmes des PCR pour les polymorphismes CYP2C9*2 et CYP2C9*3
du gene CYP2C9.

Etape CYP2C9*2 CYP2C9*3

rs1799853 rs1057910

(c.430C>T) (c.1075A>C)
Dénaturation initiale 94 — 5 mn 94— 5 mn
Dénaturation 94 — 45 sec 94 — 1mn
Hybridation Elongation | 61 — 45sec f X35 |61 — Imn X35
Elongation finale 72 — 1 mn 72 — 1mn

72 — 7 mn 72 — 7 mn
Produit de PCR 375 166
attendu (pb)

" Digestion enzymatiques des produits de PCR

Les produits de PCR pour chaque polymorphisme ont été digérés par une enzyme de
restriction spécifique pour chaque mutation. La composition de milieu réactionnel de la

digestion est décrite dans le tableau 17.

Tableau 17 : Composition du milieu réactionnel des digestions enzymatiques des
polymorphismes CYP2C9*2 et CYP2C9*3 du gene CYP2C9.

CYP2C9*2 rs1799853 CYP2C9*3 rs1057910
Produit (c.430C>T) (c.1075A>C)
. Avall Avalll

Enzyme de restriction U 2U
Tampon 1X 1X
Produit PCR Sul 5l
Eau Bi distillée gsp 10ul qsp 10pl
Température (°C) 37 37
et temps d’incubation (h) Toute une nuit Toute une nuit

L’ADN amplifié et digéré a été mis en évidence par migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 2% et une révélation sous UV par BET en présence de marqueurs de poids

moléculaire de 25 paires de base (pb) ou de 100 pb selon la longueur des fragments amplifiés.
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Les profils éléctrophorétiques attendues sont décrits dans la figure 29.

CYP2CO*2 CYP2CO*3

375 ph
196 ph

166 ph
144 pb

7% ph

22 ph

Figure 29: Profils éléctrophorétique attendus des mutations CYP2C9*2 et CYP2C9*3.

Polymorphisme CYP2C9*2 : génotype homozygote normal CC (296+ 79 pb).génotype hétérozygote CT (375+
296+ 79 pb) et génotype homozygote muté TT (375 pb). Polymorphisme CYP2C9*3 : génotype homozygote
normal AA (144+ 22 pb), génotype hétérozygote AC (166+ 144+ 22 ph) et génotype homozygote muté CC (166
pb).

2.2.6.3. Amplification des polymorphismes des génes CYP4F2 et CALU

Les protocoles que nous avons utilisés sont ceux décrits par Bejarano-Achache et
collaborateurs, 2012 et Gonzalez-Conejero et collaborateurs, 2007 [430, 431]. Ces protocoles

ont été optimisés pour chaque polymorphisme et sont présentés dans le tableau 18.

Tableau 18: Milieu réactionnel de la PCR pour les polymorphismes des génes

CYP4F2 et CALU.

Réactifs Concentrations

CYP4F2 CALU

rs2108622 (g.1347G>A) rs1043550 (c.29809A>G)

ADN 100ng 100ng
MgCI2 1.5mM 1.7 mM
Tampon 1X 1X
dNTP 0.2 mM 0.2 mM
Amorce sens 0,2 uM 0.4 uM
Amorce anti-Sens 0,2 uM 0.4uM
Tag polymérase 1U 1U
Eau bidistillée gsp 25 pL qsp 25uL
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Les programmes optimisés du thermocycleur pour les polymorphismes des genes CYP4F2 et
CALU sont présentés dans le tableau 19.

Tableau 19 : Programme des PCR pour les polymorphismes du géne CYP4F2 et CALU.

Etape CYP4F2 CALU rs1043550
rs2108622 (c.29809A>G)
(0.1347G>A)
Dénaturation initiale | 94 — 5 mn 95 — 5mn
Dénaturation 94 — 30 sec 95 — 30 sec
Hybridation 60 — 30sec - x40 | 60 —30sec x35
Elongation 72 — 1mn 72 — 3 mn
Elongation finale 72 — 10 mn 72 — 5 mn
Produit de PCR 243 203
attendu (pb)

" Digestion enzymatiques des produits de PCR

Les produits de PCR pour chaque polymorphisme ont été digérés par une enzyme de
restriction spécifique pour chaque mutation. La composition du milieu réactionnel de la
digestion est décrite dans le tableau 20.

Tableau 20: Composition du milieu réactionnel des digestions enzymatiques des
polymorphismes des genes CYP4F2 et CALU.

CYP4F2 CALU
Produit rs2108622 rs1043550
(9.1347G>A) (c.29809A>G)
.. Pvull Satl
Enzyme de restriction U U
Tampon X 1X
Produit PCR Sul Sul
Eau Bidistillée qsp 10ul gsp 10ul
Température (°C) et 37 37
temps d’incubation (h) Toute une nuit Toute une nuit
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L’ADN amplifi¢ et digéré a été mis en évidence par migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 2% et une révélation sous UV par BET en présence de marqueurs de poids
moléculaire de 25 paires de base (pb) ou de 100 pb selon la longueur des fragments amplifiés.
Les profils éléctrophorétique attendues sont décrits dans la figure 30.

CYP4F2 CALU

243 pb

148 pb
127 pb
116 pb

95 ph
55 ph
53 ph

Figure 30 : Profils eléctrophorétique attendus des mutations des genes CYP4F2 et
CALU.

Polymorphisme CYP4F2 : génotype homozygote normal GG (127+ 116 pb), génotype hétérozygote GA (243+
127+ 116 pb) et génotype homozygote muté AA (243 pb). Polymorphisme CALU : génotype homozygote
normal AA (148+ 55et 53 pb), génotype hétérozygote AG (148+ 95+ 55+ 53 pb) et génotype homozygote muté
GG (95+ 55+ 53 ph).
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2.3. Développement de I’application

L’objectif a été de proposer une application simple permettant d’intégrer le patient dans son

processus de soins et de renforcer la communication entre le patient et son médecin.

Choix de techniques

» La premiere étape pour définir les modalités techniques, a consisté de décider si
I’application proposée doit étre sous la forme d’une application a télécharger sur le
Smartphone ou alors un site web capable de s’adapter a différents médias.

Nous avons choisi une application androide pour deux raisons principales :

La majorité des patients ont des Smartphones.

> La deuxieme raison était purement financiére. En effet, une application androide coute 4
fois moins chére qu’une application IOS.

Par la suite, le choix du langage de développement de I’application a éte réalisé en

concertation avec un expert en informatique.

Pour ce travail, nous avons donc choisi un langage moderne. Il s’agit dela nouvelle

technologie Flutter (figure 31).

Flutter est un projet open source développé par Google. Il s’appuie sur le langage de

programmation DART, lancé en 2011. Flutter est un Framework capable de faire du

développement multiplateforme. Il présente plusieurs avantages :

v' Une maintenance accélérée et optimisée : Les corrections de bugs sont rapides et
régulieres.

v Simplicité des mises a jour

<\

Sécurité des données

v' Le temps de développement est limité par rapport a d’autres programmes.
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= maindart @

_incrementCounter
setState(() {
_COUntTeEr++;
H;

build

appBar: {
title: , widget.title},
),
body:
child:
Button tapped $_counter times',

of{context).textTheme.displayl,

floatingActionButton:

onPressed: _incrementCounter,

tooltip: ‘Increment’,

child: .favoritd]),
}l

Figure 31 : Capture d’écran programme flutter.

73



Patients et méthodes

2.4. Analyse statistique

L’analyse statistique été réalise par le logiciel SPSS version 23, et pour la partie génétique par
SNP Analyzer 2.0.version.

Les variables quantitatives ont été représentées sous forme de moyennes et d’écart type.
Les variables qualitatives ont été exprimées en pourcentage.

La distribution gaussienne des résultats quantitatifs a été vérifié par les testes SHAPIRO-
WILK et Kolmogorov-Smirnov.

Si la distribution des résultats quantitatifs est gaussienne, nous avons utilisé les tests

parameétriques, dans le cas contraire les tests non parametriques ont éte utilisés.

Les tests non parametriques qui ont été utilisés sont le test de Mann et Whitney et Wilcoxon
pour les variables binaires et le test de Kruskall-Wallis pour les variables qualitatives a plus de

deux modalités.

Concernant la partie genétique, avant toute analyse statistique, il est important d’évaluer
1’équilibre de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)) pour éviter des erreurs
importantes dues a un biais de genotypage ou de sélection. Pour veérifier que notre population
est en équilibre d’Hardy-Weinberg, nous avons utilisé le test du y2 standard. Cette évaluation
classique du x2 est possible lorsque les effectifs sont supérieurs a 5. Dans le cas contraire, il
est nécessaire d’utiliser le ¥2 corrigé, soit avec la correction de Yates (effectif inférieur a 5)

soit avec la correction de Fisher (effectif inférieur a 3).

Si le degré de significativité (p-value) indiquée est < 0,05, cela permet de conclure que notre
population d’étude n’est pas en équilibre d’Hardy-Weinberg. Cette valeur a été déterminée

pour les cohortes de construction et de validation de 1’algorithme pharmacogénétique.

L’analyse de régression linéaire univariée a été utilisée pour déterminer I'influence de chaque
variable indépendante (génétique et non génétique) sur la variable dépendante (dose

quotidienne transférée en forme logarithmique).

Pour la construction de I’algorithme, nous avons appliqué une régression linaire multiple
selon les modeles pas a pas « STEPWISE » sur la cohorte dérivée en considérant le log de la

dose moyenne d’équilibre comme variable dépendante et toutes les variables ayant montrées
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une association significative lors des analyses univariée qui ont précédé comme variable
indépendantes.

Log Dose predite =intercept + somme Beta (variable a* valeur (variable).

Nous avons également calculé R-deux (R? et les betas (B) pour évaluer I’effet des différents
variables sur la dose d’équilibre.

Pour tous les tests, une valeur p inferieure a 0,05 est considérée statistiquement significative.
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Résultats

1. Développement de IPalgorithme prédictif de la posologie d’équilibre

d’Acénocoumarol
1.1. Analyse descriptive de la population d’étude

Cent patients recrutés a partir du service de cardiologie du CHU de Sétif recevant une dose

d’équilibre en Acénocoumarol, ont été inclus dans notre étude.
1.1.1. L'age

L’age moyen était de 54 ,5+16 ans avec des extrémes allant de 18 & 84 ans. 66% de nos

patients avait moins de 65ans (Figure 32).

66%0
34%
Age < 65ans Age >65ans

Figure 32 : Répartition des patients selon deux tranches d'age.

1.1.2. Le sexe

La répartition selon le sexe est illustrée dans la figure 32. Nous soulignons une prédominance

féminine avec un sex-ratio (M/F) de 0.75.

Figure 33 : Répartition des patients selon le sexe.
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1.1.3. Indications de I’Acénocoumarol
Cet anticoagulant était indiqué pour (Figure 34) :

» La fibrillation auriculaire chez 23% des patients ;
» La maladie thromboembolique veineuse chez 58% des patients;

» Les remplacements valvulaires chez 19% des patients.

Fibrilation atrial La maladie Remplacement
thromboembolique valvulaire
veineuse

Figure 34 : Répartition des patients selon les indications de I’Acénocoumarol.

1.1.4. Les comorbidités

Parmi les facteurs de risques cardiovasculaires associés nous avons trouvé principalement

I’hypertension artérielle chez 37% des patients (Figure 35).

HTA

Diabete type 2

autres pathologies

40

Figure 35: Répartition des patients selon les comorbidités.
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1.1.5. La comédication

Entre les 100 patients de la série, 22 patients étaient sous Amiodarone et 16 sous statine
(Figure 36).

Corticoides

Allopurinol

Antinflammatoires non stéroidiens

Antiagregants plaquettaires

Statines

Amiodarone

Figure 36 : Répartition des patients selon les médicaments interagissant avec I’Acénocoumarol.

1.1.6. La dose d’équilibre d’Acénocoumarol
La dose d’équilibre d’Acénocoumarol correspond a la posologie d’Acénocoumarol pendant
la période de stabilisation. Cette derniere se définie comme étant les trois mesures
consécutives d’INR dans I’intervalle thérapeutique. Ces trois dosages d’INR devaient
s’étendre sur une période d’au moins 14 jours.
Durant notre étude nous avons retrouvé une moyenne des doses observées égale a
2,96x1,94mg/jour avec une valeur minimale de 1mg et une valeur maximale de 16mg

(Figure 37).

Dose d'équiilibre

40— Moyenne = 2,96
Ecart type = 1,943
— M= 100

Effectif

20— {/’\

10—

o T | T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 =0,00

Dose d'equilibre

Figure 37 : Distribution des doses d’équilibre.
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1.2. Analyse des facteurs influencant la dose d*équilibre d’Acénocoumarol
1.2.1. Les facteurs non génétiques

Les résultats de I’influence des facteurs non génétique sur la dose d’équilibre en

Acénocoumarol sont représentés dans le tableau 21.

Tableau 21 : Résultats de l’analyse unie variée des facteurs non génétiques évalués dans
notre étude.

Variables Moyenne+ ET [Min-Max] /n (%) P value
Age 54,5+16,42 [18-84] 0.004
Taille 1,65+0,08 [1,50-1,85] 0.267
Poids 74,97+15,85 [45-130] 0.017
Indice de masse corporel 27,58+6,49 [17,85-57,77] 0,070
Sexe
*Homme 43 (43) 0.927
*Femme 57 (57)
Les indications
*Fibrillation atrial 23 (23) 0.407
*La maladie thromboembolique 58 (58)
* Remplacement valvulaire 19 (19)
INR Cible (Zone thérapeutique)
*INR [2-3] 81 (81) 0.331
*INR [2,5-3,5] 19 (19)
* INR [3-4] 0
Consommation de Tabac 11 (11) 0.495
Consommation alcool 0(0)
Activité sportive 05 (5) 0,414
Co morbidité
*HTA 37 (37) 0,024
*DIABETE 22 (22) 0,80
*Autres pathologies 5(5) NS
Co médication
*Amiodarone 22 (22) 0,109
*Statines 16 (16) 0,27
*Antiagrégants plaquettaires 2 (2) 0,55
*antiinflammatoiresnonstéroidien 2 (2) 0,55
*allopurinol 1(1) 0,58
*Corticoides 1(2) 0,58
*Autres traitement
Furosémide 37 (37) NS
Insuline 22 (22)
Captopril 3(3)

p value de <0.05 est considérée significative.
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1.2.2. Influence des facteurs cliniques statistiquement significatifs

1.2.2.1.1.’Age

L &ge est négativement corrélé avec la dose d’équilibre : r= -0.26 ; p= 0,004 ; c’est a dire
plus I’age augmente plus la dose diminue. En effet, pour la tranche d’age supérieur ou égale a
65ans la moyenne de la dose d’équilibre était de 2,49+ 1,13 mg/jours, alors que pour la
tranche d’age inferieur a 65ans la moyenne de dose d’équilibre était 3,23 +2,23mg /jour

(Figure 38).

20,00
100
¥
15,004
Q
e
2
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=2 g9
@ 10,00 *
=
Q
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96 ar
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5,00 —_ D
00—
] T
1 2

Age <65ans L'Age Age > 65ans

Figure 38 : Diagramme en boite de la dose d’équilibre selon les deux tranches d’age.
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1.2.2.2. Le poids

Le poids était corrélé positivement avec la dose d’équilibre : r=0,23 ; p=0,017 (Figure 39).
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Le Poids

Figure 39: Corrélation poids-dose a I’équilibre d’ Acénocoumarol.
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1.2.2.3. Hypertension artérielle

Les patients qui ont une HTA ont nécessité des doses plus faibles (2,41+0,77mg/j) par rapport
aux patients qui n’ont pas d’HTA (3,26+2,29mg/j) (Figure 40).

20,00
119
+
15,00
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|
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=
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00

I T
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Absence d’ HTA HTA Présence d’HTA

Figure 40 : Diagrammes en boite de la dose d’équilibre selon présence ou I’absence de
PHTA.
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1.2.3. Influence des facteurs génétiques

1.2.3.1. Quantification de ’ADN génomique
Les résultats de quantification de I’ADN génomique extrait a partir des échantillons de sang,

et dosé par spectrophotométrie sont représentés dans I’annexe 5.

1.2.3.2. Résultats de la PCR-RFLP
Les 100ADN extraits ont été génotypés par PCR-RFLP pour huit SNPs :
v" VKORC1*2 (rs9923231)
VKORCZ1*intronl (rs9934438)
VKORC1*3 (rs7294)
VKORC1*4 (rs17708472)
CYP2C9*2 (rs1799853)
CYP2C9*3 (rs1057910)
CYP4F2 (rs1558139)
CALU (rs1043550)

N X X X X X

Les résultats de la PCR montrent les genes amplifiés sous forme de bandes fluorescentes sur
gel d’agarose apres 1’¢lectrophorese. Ils sont présentés sous forme d’images de gel prises a

partir du Syngene "™ Transilluminateur LED Imager.
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> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
VKORC1*2 (rs9923231) est présenté dans la figure 41.

400 ph

300 pb «— 290 pb

200 pb

150 pb ¢ 168pb

100 pb «— 122pb
75 pb

50 pb
25pb

Figure 41 : Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme VKORC1*2 du
géne VKORC1.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 25 pb;
Puits let 5 : génotype homozygote muté AA (290 pb);
Puits : 2, 3 et 4 : génotype homozygote normal GG (168+ 122 pb); Puits 6
et 7:génotype hétérozygote GA (290+ 168+ 122 pb).

> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
VKORC1*intronl (rs9934438) est présenté dans la figure 42.

P o
125 pb <+—— 119 pb
100 pb

75 pb

50 pb
25 pb

<+—— 70 pb

Figure 42: Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme VKORC1*intronl du géne
VKORCI1.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 25 pb;
Puits 2et 4 : génotype homozygote normal CC (119+ 70 pb);
Puits : 3, 5 et 6 : génotype hétérozygote CT (189+ 119+ 70 pb);
Puits 1: génotype homozygote muté TT (189 pb).
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> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
VKORC1*3 (rs7294) est présenté dans la figure 43.

281 pb —p

181 pb —p

99 pb —p

Figure 43 : Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme VKORC1*3 du géne
VKORC1.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 100 et 25 pb;
Puits let 3 : génotype homozygote normal GG (181+99 pb);
Puits 2 : génotype hétérozygote GA (281+ 181+ 99 pb);
Puits 4: génotype homozygote muté AA (281 pb).

> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
VKORC1*4 (rs17708472) est présenté dans la figure 44.

e 271 i

146 pb
<— 125 pb

Figure 44: Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme VKORC1*4 du géne
VKORCI1.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 25 pb;
Puits 1et 4 : génotype homozygote normal CC (271 pb);
Puits 3 : génotype hétérozygote CT (271+ 146+ 125 pb); Puits 2:
génotype homozygote muté TT (146+ 125 pb).
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> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
CYP2C9*2 (rs1799853) est présenté dans la figure 45.

400 pb <« 375pb
300 pb - - ] «—— 2%pb
200pb
100 pb

<«— 19 pb

Figure 45 : Révelation de la PCR-RFLP du polymorphisme CYP2C9*2 du
gene CYP2C9.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 100 pb;
Puits 1: génotype hétérozygote CT (375+ 296+ 79 pb);
Puits 2 : génotype homozygote muté TT (375 pb);
Puits 3 et 4: génotype homozygote normal CC (296+ 79 pb).

> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
CYP2C9*3 (rs1057910) est présenté dans la figure 46.

400ph — B
300 pb —

200 ph —»

100 pb —p

Figure 46 : Révelation de la PCR-RFLP du polymorphisme
CYP2C9*3 du gene CYP2C9.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 100 pb;
Puits 2, 3, 5 et 8 : génotype homozygote normal AA (144+ 22pb);
Puits : 1, 4 et 6 : génotype hétérozygote AC (166+ 144+ 22 pb);
Puits 7: génotype homozygote muté CC (166 pb).
La bande 22 pb n’est pas toujours visible sur le gel.
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> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
€.1347G>A du géne CYP4F2 est présenté dans la figure 47.

127 pb
116 pb

Figure 47 : Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme 1347G>A du géne CYP4F2.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 25 pb;
Puits let 5 : génotype homozygote normal GG (127+ 116 pb);
Puits : 2, 3 et 4 : génotype hétérozygote GA (243+ 127+ 116 pb);
Puits 6: génotype homozygote muté AA (243 pb).

> Le profil éléctrophorétique des produits de la digestion enzymatique du polymorphisme
€.29809A>G du géne CALU est présenté dans la figure 48.

e 148 ph
P S— 93 pb
@ 55 et33 pb

Figure 48: Révélation de la PCR-RFLP du polymorphisme 29809A>G du géne CALU.
(MP) : marqueur de poids moléculaire de 25 pb;
Puits 1et 4 : génotype homozygote normal AA (148+ 55et 53 pb);
Puits : 2, 3 et 8 : génotype homozygote muté GG (95+ 55+53 pb);
Puits 7: génotype hétérozygote AG (148+ 95+ 55+ 53 pb).
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1.2.3.3.
alléliques de la cohorte

Evaluation de I'équilibre de Hardy-Weinberg des fréquences

La premiére étape du traitement des données génotypiques de notre étude a été 1’évaluation de

I’équilibre de Hardy-Weinberg. Pour vérifier ce dernier, nous avons utilis¢ le test du 2 qui

mesure I’écart entre les fréquences observées et les fréquences théoriques des fréquences

alléliques et génotypiques.

Les résultats du test de 2 (Tableau 22) ont montré que toutes les probabilités étaient

supérieures a 5 % (entre 5,5 et 50 %) de méme pour les p value avaient des valeurs > 0.05.

Ceci permet d'accepter I'nypothése Ho, soit que les fréquences alléliques sont a I'équilibre de

Hardy-Weinberg.

Tableau 22 : Evaluation de I'équilibre de Hardy- Weinberg des fréquences alléliques de
la cohorte au moyen du test du chi-deux (x2).

Polymorphisme Mutation Alleles Fréquences Fréquences *EHW
génétique (substitution génotypique  génotypiques Test de %2
) s observées  attendu n(%o) -
Nb Fréq n(%) Probabilité
value  ddI=1(%)
VKORC1*2 G>A G=75 G=0.38 GG=14(14) GG=15(15) 1 50
(G-1639A) A=125 A=0.62 GA=47 (47) GA=47 (47)
AA=39 (39) AA=38 (38)
VKORC1*intro C>T C=118 C=0,59 CC=28(28) (CC=34(34) 0.153 7.6
nl T=82 T=041 CT=62(62) CT=50 (50)
(c.1173C>T) TT=10(10)  TT=16 (16)
VKORC1*3 G>A G=167 G=0.8 GG=72(72) GG=71(71) 0.139 6.5
(G9041A) A=33 A=0.16 GA=23(23) GA=26 (26)
AA=05 (05) AA=03 (03)
VKORC1*4 C>T C=170 C=0.85 CC=74(74) CC=72(72) 0.225 11
(C6009T) T=30 T=0.15 CT=22(22) CT=25(25)
TT=04 (04)  TT=03 (03)
CYP2C9*2 C>T C=146 C=0.73 CC=51(51) CC=53(53) 0.320 16
(C430T) T=54 T=0.27 CT=44(44) CT=40 (40)
TT=05(05) TT=07 (07)
CYP2C9 *3 A=155 A=0.78 AA=66(66) AA=60 (60) 0.110 5.5
(A1075C) A>C C=45 C=0.22 AC=23(23) AC=35(35)
CC=11(11) CC=05 (05)
CYP4F2*3 G>A G=121 G=0.60 GG=30(30) GG=36(36) 0.115 6.5
(9.1347G>A) A=79 A=04 GA=61(61) GA=50 (50)
AA=09 (09) AA=14 (14)
CALU A>G A=107 A=0.79 AA=43(63) AA=42(62) 0.48 24
(c.29809A>G) G=29 G=021 AG=21(31) AG=22(32)
GG=04 (06) GG=04 (06)
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1.2.3.4. Distribution génotypique et alléliques des polymorphismes des
génes : CYP2C9, VKORC1, CYP4F2, CALU et leur impact sur la dose

d’équilibre journaliére d’Acénocoumarol

Cette étude a abouti a la caractérisation des trois génotypes pour les polymorphismes :
VKORC1*2 (g.-1639 G>A), VKORC1*3 (c.9041G>A), VKORCI1*4 (c.6009 C>T),
VKORC1*intronl (c.1173C>T), CYP2C9*2 (c.430C>T), CYP2C9*3 (c.1075A>C), CYP4F2
(9.1347G>A), CALU (c.29809A>G).

Les génotypes des huit variantes et leurs profils alléliques correspondants sont présentés dans
le tableau 23.

En ce qui concerne, les frequences alléliques des variantes mutés (VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4 , VKORC1*intronl, CYP2C9*2 , CYP2C9*3 ,CYP4F2 G>A et CALU A>G)
dans le groupe éetudié, il semble que la majorité des patients inclus dans cette étude sont
porteurs de lallele sauvage pour les trois variantes VKORC1*3, VKORC1*4,
VKORC1*intronl, CYP2C9*2 , CYP2C9*3 , CYP4F2 G>A et CALU A>G avec les
fréquences de 80%, 85%, 59%, 73% , 78% , 60% , et 79% respectivement. Cependant, I’all¢le

muté est plus représentatif pour les variantes VKORC1*2 avec une fréquence de 62%.

L’étude de I'impact de ces polymorphismes génétiques sur la dose journaliere d’équilibre
d’Acénocoumarol a montré que seuls les polymorphismes VKORC1*2 (g.-1639 G=>A),
VKORC1*3 (c.9041G>A), VKORC1*4 et CYP2C9*3 avaient une association statistiqguement
significative et ils ont été retenus dans ’analyse multi variée.

Par contre, les polymorphismes VKORC1*intronl, CYP2C9*2, CYP4F2 G>A et CALU A>G
n’avaient aucun effet statistiquement significatif sur la dose journaliere d’équilibre

d’Acénocoumarol.
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Tableau 23: Distribution génotypique et allélique des SNP des CYP2C9, VKORC1, CYP4F2,
et CALU et leur relation avec la dose journaliere (mg) d'Acénocoumarol.

Polymorphismes  Génotypes Nombre Fréquences  Dose moyenne P-
génétiques de alléliques d’equilibre value*
patients (mg/jour)
(%) + DS (95% CI)

VKORC1*2 GG 14 (14) G 0.38 458 +1 0.0001
rs9923231 GA 47 (47) A 0.62 3.27£0.21
(9.-1639 G>A) AA 39 (39) 2.01+0.11

VKORC1*3 GG 72 (72) G 084 2.69 +0.21 0.001

rs7294 GA 23 (23) A 0.16 3.17 £0.42
(c.9041G>A) AA 5 (5) 5.91 +0.67
VKORC1*4 CcC 74 (74) C 0.85 2.8+0.22 0.044
rs17708472 CT 22 (22) T 015 3.1+0.34
(c.6009 C>T) TT 04 (4) 5.25+ 1.65
VKORC1*intronl CC 28 (28) C 059 3.52+0.52 0.18
rs9934438 CT 62 (62) T 041 2.79 £0.2
(c.1173C>T) TT 10 (10) 2.48 +0.17
CYP2C9*2 CC 51 (55) C 0,73 3.22+0.33 0.38
rs1799853 CT 44 (44) T 0,27 2.67+0.21

(c.430C>T) TT 5 (5) 2.86 £ 0.52
CYP2C9*3 AA 66 (66) A 0.78 2.86 +0.16 0.04
rs1057910 AC 23 (23) C 0.22 3.71+ 0.68
(c.1075A>C) CC 11 (12) 1.99+0.18
CYP4F2 GG 30 (30) G 0.6 3.08+0.51 0.77
rs1558139 GA 61 (61) A 04 2.86+0.18
(9.1347G>A) AA 9 (9) 3.29+ 0.6
CALU AA 43 (63) A 0.79 3.08 £0.36 0.62
rs1043550 AG 21(0.31) G 0.21 3.44+ 0.5
(c.29809A>G) GG 4 (0.06) 2.27+0.33
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1.3. Etude de l’impact des polymorphismes génétiques sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

1.3.1. Effet du polymorphisme VKORC1*2 —-1639G>A sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

L’¢tude de leffet du polymorphisme VKORC1- 1639G>A sur la dose d’équilibre
d’Acénocoumarol a montré qu’il I’impact de facon significative (p=0,0001) (Tableau 23).

Effectivement, les porteurs du génotype homozygote sauvage GG du polymorphisme

VKORC1-1639 recevaient une dose journaliere moyenne d’Acénocoumarol significativement

plus élevée
0,21) et aux

Figure 49 :

(4,58mg + 1) comparés aux porteurs de génotype hétérozygote GA (3,27mg *
porteurs du génotype double muté AA (2,01mg + 0,11) (Figure 49).

p=0,0001
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Variabilité de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol en fonction des génotypes du
VKORC1 1639G>A.
GG : géenotype homozygote sauvage
GA : génotype hétérozygote
AA : génotype homozygote muté
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1.3.2. Effet du polymorphisme VKORC1*intronl (c.1173C>T) sur la dose

d’équilibre d’Acénocoumarol

Pour ce polymorphisme, il n’a pas été observé de différence statistiquement significative entre

la dose d’équilibre d’Acénocoumarol et les différents génotypes observés (Figure 50).
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Figure 50: Variabilité de la dose d’équilibre d’Acénocoumarol en fonction des génotypes

du VKORC1*intronl.
CC: génotype homozygote sauvage
CT : génotype hétérozygote
TT : génotype homozygote muté
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1.3.3. Effet du polymorphisme VKORC1*3 (c.9041G>A) sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

A I'opposé du SNP VKORC1 -1639G>A, les porteur du génotype double muté AA du
polymorphisme VKORC1*3 (c.9041G>A) recevaient une dose journaliere moyenne
d’Acénocoumarol significativement plus élevée AA (5,91mg+0,67) comparés aux porteurs de
génotype hétérozygote GA (3,17mg + 0,42) et ceux du génotype sauvage GG (2,69mg +0 ,21)
(Figure 51).
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Figure 51 : Variabilité de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol en fonction des génotypes du
VKORC1*3 (c.9041G>A).
GG : géenotype homozygote sauvage
GA : génotype hétérozygote
AA : génotype homozygote muté
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1.3.4. Effet du polymorphisme VKORC1*4 (c.6009 C>T) sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

Les résultats obtenus de ’analyse génétique de ce polymorphisme révelent qu’il y avait une
influence significative (p=0,044) sur la dose journaliére d’équilibre d’Acénocoumarol
(Tableau 3). Cette derniére était nettement plus élavée chez les sujets avec un génotype
homozygote muté TT (5,25mg + 1,56) que chez les porteurs du génotype hétérozygote CT
(3,1mg + 0, 34 mg) et homozygote sauvage CC (2,8 + 0,22 mg) (Figure 52).
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Figure 52 : Variabilité de la dose d’équilibre d’Acénocumarol en fonction des génotypes du
VKORC1*4.
CC: génotype homozygote sauvage
CT : génotype hétérozygote
TT : génotype homozygote muté
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1.3.5. Effet du polymorphisme CYP2C9*2 (c.430C>T) sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

Les porteurs du génotype homozygote muté TT avaient besoin d’une dose plus faible que les
porteur du génotype homozygote sauvage CC (Tableau ?). Toutefois, cette différence n’était
pas statistiquement significative, probablement attribuable a la faible taille de 1’échantillon
(Figure 53).
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Figure 53 : Variabilité de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol en fonction des génotypes du
CYP2C9*2.
CC: génotype homozygote sauvage
CT : génotype hétérozygote
TT : génotype homozygote muté
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1.3.6. Effet du polymorphisme CYP2C9*3 ¢.1075A>C sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

Nous avons trouvé une association statistiquement significative entre la dose d'équilibre
journaliere en Acénocoumarol et les génotypes du polymorphisme CYP2C9*3 (Tableau 23) :
les patients porteurs du génotype homozygote sauvage AA avaient besoin d’une dose plus
élevée (2,86 mg +0,16) pour atteindre 1’équilibre comparés aux patients ayant un génotype
homozygotes muté CC qui avaient besoin des doses nettement plus faible (1,99mg +0,18),
(Figure 54).
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Figure 54 : Variabilité de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol en fonction des génotypes du
CYP2C9*3 ¢.1075A>C.
AA: génotype homozygote sauvage
AC : génotype hétérozygote
CC : génotype homozygote muté
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1.3.7. Effet du polymorphisme CYP4F2*3 (g.1347G>A) sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

Les résultats obtenus de I’analyse génétique de ce polymorphisme révelent qu’il n'y avait pas
d’influence statistiquement significative sur la dose journaliere d’équilibre d’Acénocoumarol
(Tableau 23). La dose d’équilibre pour le génotype homozygote sauvage GG était de 3.08+
0.51mg/j (Figure 55).
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Figure 55 : Variabilité de la dose d’équilibre d’Acénocoumarol en fonction des
génotypes du CYP4F2*3 (g.1347G>A).

GG: génotype homozygote sauvage
GA : génotype hétérozygote
AA : génotype homozygote muté
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1.3.8. Effet du polymorphisme du CALU (c.29809A>G) sur la dose d’équilibre

d’Acénocoumarol

Pour ce polymorphisme, nous n’avons pas observé une différence statistiquement significative

de la dose journaliére d’équilibre d’Acénocoumarol entre le génotype homozygote sauvage

AA et le génotype homozygote muté GG (Figure 56).
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Figure 56 : Variabilité de la dose d’équilibre d’Acénocoumarol en fonction des génotypes du

gene CALU.

AA: génotype homozygote sauvage

AG : génotype hétérozygote

GG: génotype homozygote muté
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1.4. L’analyse multi variée (construction de I’algorithme)

Pour augmenter la qualité prédictive du modele en analyse de régression linéaire univariée et
multi-variée, une transformation de la dose journaliére d’équilibre en Acénocumarol selon le
logarithme décimale a été effectuée.

Cette dose logarithmique journaliére moyenne est utilisée comme variable dépendante en
analyse univariée et multi-variée avec les variables indépendantes génétiques et non
génétiques inclues dans I’étude. Toutes les variables indépendantes testées avec la régression
linéaire en modéle uni-varié et qui étaient a un seuil inférieur a 0,05 ont été incluses dans le
modeéle final (Tableau 24).
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Tableau 24: Résultats de la régression linéaire multiparamétrique par étapes montrant le pouvoir prédictif de chaque variable,
définissant le modele final de prédiction de dose d’équilibre en Acénocoumarol.

Modeéle Composition Coefficients non

Coefficients P-value

Intervalle de confiance a 95%

Résumé du modéle

normalisés normalisés pour
B
B SE Beta Borne Limite R R? R? ajusté
inférieure Supérieure
Constant 0,788 0,060 0,669 0,906 0,549 0,302 0,294
1 VKORC1- -0,165 0,25 -0,549 0,000 -0,215 -0,115
1639G>A
Constant 0,634 0,074 0,000 0,488 0,780
VKORC1 - -0,154 0,024 -0,513 0,000 -0,203 -0,106
2 1639G>A 0,610 0,372 0,359
VKORC1*3 0,097 0,029 0,267 0,001 0,038 0,155
(c.9041G>A
Constant 0,754 0,086 0,000 0,583 0,925
VKORC1 - -0,142 0,024 -0,473 0,000 -0,190 -0,094
3 1639G>A 0,641 0,411 0,392
VKORC1*3 0,091 0,029 0,251 0,002 0,34 0,148
(c.9041G>A
Age -0,003 0,001 -0,203 0,013 -0,05 -0,001
Modele Constant 0,599 0,102 0,000 0,397 0,801
final VKORC1 - -0,147 0,024 -0,489 0,000 -0,194 -0,100
1639G>A
VKORC1*3 0,074 0,029 0,204 0,011 0,017 0,131 0,672 0,451 0,428
(c.9041G>A
Age -0,003 0,001 0,224 0,005 -0,005 -0,001
Poids 0,003 0,001 0,208 0,009 0,001 -0,005
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Les facteurs sélectionnés par I’analyse de régression multi variée <<stepwise>> pour faire

apparaitre le modele finale étaient :

» VKORC1*2 -1639G>A
> VKORC1*3 (c.9041G>A)
> L’age

» Le poids

Modgle 1: Log (D) = 0,788 - 0.165 x (VKORC1 -1639 G> A)

Modgle 2: Log (D) = 0,634 - 0.154 x (VKORC1 -1639 G> A) + 0,097 VKORC1*3
(C.9041G>A

Modéle 3: Log (D) = 0,754 - 0,142 x (VKORC1 -1639 G> A) + 0,091 VKORC1*3
(c.9041G> A) - 0,003 (Age)

I en résulte que I’équation de I’algorithme final pour prédire la dose journaliere

d'Acénocoumarol est la suivante :

Log (Dose d'Acénocoumarol (mg/j)= 0.599-0.147 x (Genotype VKORC1*2)
+ 0.074 x (Génotype VKORC1*3) -0.003 x (Age) + 0.003 x (Poids)

Genotype homozygote sauvage GG on multiplie par 1
Genotype Hetérozygote GA on multiplie par 2
Genotype Homozygote muté AA on multiplie par 3

Age en années

AN N NN

Poids en Kg

Selon les résultats de I’analyse de la régression multi-variée pas a pas représenté dans le
tableau :
o L’&ge : permet d’expliquer 3,9% de la variabilité inter-sujet en ce qui concerne la
dose d’équilibre de 1’ Acénocumarol.
o Le poids : permet d’expliquer 4% de la variabilité inter-sujet en ce qui concerne la
dose d’équilibre de I’ Acénocumarol.
o VKORC1*3: permet d’expliquer 7% de la variabilité inter-sujet en ce qui
concerne la dose d’équilibre de 1’Acénocumarol.
o VKORC1*2: permet d’expliquer 30,2% de la variabilité inter-sujet en ce qui

concerne la dose d’équilibre de 1’Acénocumarol.
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Le critére le plus important pour un algorithme est le coefficient de détermination ou R?, qui
correspond & la part de variation expliquée par le modele de régression. C’est une grandeur
qui varie entre 0 et 1 (100%), plus le nombre de variables explicatives ayant un effet intense

est élevé, plus le R? va se rapprocher de 1. Le notre est de 45 ,1%.
2.  Validation de I’algorithme
2.1. Caractéristiques de la cohorte de validation

Cette population était composée de 19 patients recevant une dose d’équilibre en
Acénocoumarol pour une durée illimité.
Les caractéristiques cliniques et génétiques de la cohorte de validation sont représentées dans
les tableaux 25 et 26 respectivement.

Tableau 25 : Caractéristiques cliniques de la cohorte de validation.

Variables Moyenne+ ET [Min-Max] /n (%)
Age 47,26+11,85 [33-78]
Taille 1,66+0,79 [1,50-1,78]
Poids 83 ,15+15,4 [55-100]
Indice de masse corporel 27,02+4,53 [20,20-37,10]
Sexe

*Homme 9 (47,4)

*Femme 10 (52,6)

Les indications

*Fibrillation atrial 1(5,3)

*La maladie thromboembolique 17 (89,5)

* Remplacement valvulaire 1(5,3)

INR Cible (Zone thérapeutique)

*INR [2-3] 18 (94.7)

*INR [2,5-3,5] 1(5.3)
Consommation de Tabac 1(5,3)
Consommation alcool 0 (0)

Activité sportive 1(5,3)

Co morbidité

*HTA 2 (6,2%)
*DIABETE 1(10,5)

*Autres pathologies 3 (15,7)

Co médication

*Amiodarone 1(5.3)

*Statine 2 (10.58)
*Antiagrégants plaquettaires 0 (0)
*anti-inflammatoires no stéroidien 1(5,3)

*allopurinol 0(0)

*Corticoides 0
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Tableau 26 : Caractéristiques géenétiques de la cohorte de validation.

Résultats

Polymorphismes génétiques  Génotypes Nombre de
patients (%)
VKORC1*2 GG 1(5,3)
rs9923231 GA 11 (57,9)
(9.-1639 G>A) AA 7 (34,5)
VKORC1*3 GG 14 (73,7)
rs7294 GA 2 (10,5)
(c.9041G>A) AA 3(15,8)
VKORC1*4 CC 12 (63,2)
rsl17708472 CT 5 (26,3)
(c.6009 C>T) TT 2 (10,5)
VKORC1*intronl cC 9 (47,4)
rs9934438 CT 8 (42,1)
(c.1173C>T) TT 2 (10,5)
CYP2C9*2 CC 13 (68,4)
rs1799853 CT 3(15,8)
(c.430C>T) TT 3(15,8)
CYP2C9*3 AA 7 (36,8)
rs1057910 (c.1075A>C) AC 10 (52,6)
cc 2 (10,5)
CYP4F2 GG 10 (52,6)
rs2108622 GA 8 (42,1)
(9.1347G>A) AA 1(5,3)
CALU AA 11 (78,6)
rs1043550 AG 3(21,4)
(c.29809A>C) GG 0 (0)
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2.2. Etapes de la validation de I’algorithme

Les deux approches principales pour valider 1’algorithme correspondent au calcul du

coefficient de corrélation de Pearson et 1’erreur absolue moyenne.

2.2.1. Comparaison de la cohorte de validation et la cohorte du développement

de I’algorithme

indépendants.

La comparaison a été effectuée pour chaque covariable incluse dans 1’algorithme par des tests
statistiques (test du Chi2, test t de student).

Nous n’avons pas trouvé de différence statistiquement significative entre les variables des

deux échantillons (Tableau 27). Donc, on peut dire qu’il s’agit de deux échantillons

Tableau 27: Comparaison entre la cohorte de validation et la cohorte de dérivation

de I’algorithme.

Covariables Cohorte de dérivation Cohorte de validation p-value
Age 54,5+16,42 [18-84] 47,26+11,85 [33-78] 0,1
Poids 74,97+15,85 [45-130] 83 ,15+15,4 [55-100] 0,557
Vkorcl*2 GG GG 1(5,3 0,074
GA 47 (47) GA 11 (57,9)
AA 39 (39) AA 7 (34,5)
Vkorc1*3 GG 72 (72%) GG 14 (73,7%) 0,468
GA 23 (23%) GA 2 (10,5%)
AA 5 (5%) AA 3 (15,8%)
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2.2.2. Validation interne de I’algorithme

Nous avons constaté une forte corrélation entre la dose prédite par notre algorithme et la dose
clinique observée : r= 0,672, p= 0,000 (Figure 57).
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Figure 57 : Corrélation entre dose prédite par notre algorithme et la dose clinique
observée.
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2.2.3. Validation externe de ’algorithme

Nous avons trouvé une corrélation statistiquement significative entre les doses prédites par

I’algorithme et les doses obtenues dans un environnement clinique réel (cohorte de

validation) : r= 0,653 et p=0,002 (Figure 58).

Dose d’Acénocoumarol prédite mg/j

T L L ¥

Dose d’Acénocoumarol observée mg/j

Figure 58: Corrélation entre la dose prédite par notre algorithme et la dose clinique

observée dans la cohorte de validation.
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» Pour établir une validité clinique de notre algorithme, nous avons calculé la proportion
des patients pour lesquels la dose prédite se situait entre 95% et 105 % (+/-5%) de la

dose observée, ce qui correspond a une dose prédite idéale.

Le pourcentage des patients ayant une dose prédite idéale calculée par I’algorithme était
de 47%.

» Lorsqu’on prend comme seuil de différence +/-10 % qui est celui utilisé dans la majorité

des publications on retrouve un pourcentage de 89.5% (Figure 59).

v Ainsi, en ce qui concerne les patients avec des doses prédites sous-estimées le
pourcentage est nul.

v' Pour les patients avec des doses prédites surestimées le pourcentage est de
10,5%.

v Pour les patients avec des doses prédites idéale le pourcentage est de 89,5%.

0

Figure 59 : Proportion des sujets selon les doses prédites.

» L'erreur absolue moyenne est une moyenne des erreurs absolues entre les doses prédites

et les valeurs réelle. Elle est utilisée pour évaluer la précision prédictive de I’algorithme.

Pour notre algorithme ’erreur absolue moyenne (MAE) égale a : 1.057 [1.037-1.078].
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3. Description de ’application androide
3.1. Création d’un compte

Lors de leur premiere connexion, les utilisateurs (médecin et patient) sont invités a créer un

profil.

Pour le patient, il doit choisir un médecin traitant déja inscrit (figure 60).

#2:44 .l =

)

Patient W

Medecin traitant: -~

Retourner au connexion |

Figure 60 : Capture d’écran Création de compte.

108



Résultats

3.2. Le profil patient

Chaque patient doit saisir lui-méme ces données concernant : 1’age, le sexe, le poids, la taille
et s’il est fumeur ou non (Figure 61).

13:56 il =

(=)
Acenocoumarol (Sintrom) D

e boutelja hicham

e Donnee du patient ~

Age : 46

Sexe : homme

Poids (Kg): 77

Taille (cm): 180

Fumeur : Non

Profile

Figure 61: Capture d’écran du profil d’un patient.
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3.3. Page d’accueil du patient

Une fois le profil du patient complété, I'utilisateur arrive sur la page d’accueil. Celle-cCi
présente plusieurs contrbles : la posologie de I’Acénocoumarol proposé par son médecin,

autres medicaments prescrits par son médecin, ainsi que la derniére valeur d’INR (Figure 62).

Il est proposé aux patients d’ajouter un nouveau dosage d’INR, des rendez-vous, un

événement particulier (oubli de prise ou exceés alimentaire, automédication, maladie, etc.)

14:45 .l =

Acenocoumarol (Sintrom)

Médicaments prescrits par votre

15:03 il

Acenocoumarol (Sintrom)

Ajouter un nouveau :

médecin traitant & [+ ]

Visualiser ou
ajouter un
rendez-vous

Signaler un
oubli /
evenement
particulier

Modalités de prise: Schéma sur 3 jours

Ajouter ou
visualiser mes

Posologie : [2,2,1] resultats d'INR

Debute le : 2020-07-27

Les 7 régles d'Or
1- Respectez la dose prescrite et les
heures de prise
2- Faites pratiquer trés
régulierement vos examens de
laboratoire (INR)
3- Signalez que vous suivez un
traitement par AVK a tout
professionnel de santé que vous
consultez
4- Contactez rapidement votre
médecin si vous présentez un
saignement
5- Remplissez régulierement votre
carnet
6- Ayez une alimentation équilibrée
7- Demandez l'avis de votre médecin
AVANT toute pris de nouveau

fr

Aceuil

Autres médicaments prescrits par votre
médecin traitant

lomac 20mg 1cp

Derniére
valeur d'INR

Posologie du Rendez-vous
Sintrom en attente

Figure 62: Capture d’écran de la page d’accueil du patient.
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Gestion des résultats des dosages d’INR par le patient

Lorsque le patient clique sur : ajouter ou visualiser mes résultats d’INR, une fenétre s’ouvre
lui permettant de mentionner lui-méme le résultat du dosage de I’INR ainsi que la date du

dosage (Figure 63).

Le résultat du dosage de I'INR mentionné par le patient s’affiche automatiquement chez son

médecin.

L’idée est de rendre I’application la partie dynamique complétée par le patient plus

interactive.

@)

Acenocoumarol (Sintrom)

2.8 2020-07-28 B8
3.4 2020-06-27 [<]
2.3 2020-05-27 B8

Figure 63 : Capture d’écran de la fenétre de gestion de ’INR.

111



Résultats

3.4. Page d’accueil du médecin

La page d’accueil du médecin comporte le nombre de patients et leurs noms (Figure 64).

17:31 .l =

Cam}
Acenocoumarol (Sintrom) )

Bonjour docteur kadour aicha

Nombre de vos Nombre de rendez-
patients vous aujourd’'hui

Les patients
boutelja hicham

homme 46

haddadji Mohamed
homme 45

Rendez-vous d'aujourd'hui

=

Aceuil

Figure 64: Capture d’écran de la page d’accueil du médecin.
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Le médecin traitant peut accéder directement aux informations nécessaires concernant son

patient (age, IMC, derniére valeur d’INR, événements) (Figure 65).

—

Acenocoumarol (Sintrom)

haddadji Mohamed
homme 45

Derniére Valeur aleur la plus aleur la plus
INR elevée d'INR basse d'INR
2.8 3.4 2

IMC Patient : 25.5

Pharmacogénétique du sintrom >

@ Posologie du sintrom ~
‘ Autre médicament ~
‘ Pathologies du patient ~

Figure 65: Capture d’écran du profil du patient observeé par le médecin.
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3.5. Posologie de I’Acénocoumarol proposée par le médecin

Apres chaque dosage, si celui-ci est en dehors de la cible, le médecin peut étre amené a
modifier la posologie de 1I’Acénocoumarol pour son patient (pour limiter les déplacements
inutiles). Le plus souvent, le schéma proposé sera sur 1, 2 ou 3 jours. Nous avons, donc
proposé un systeme assez simple pour definir ce nouveau schéma ainsi que la date a partir de
laquelle il doit étre débuté (figure 66).

17:53 il =

Traitement

Dosage par Un seul dosage

posologie : Schéma sur 3 jours

Date du prel
nouvelle po:

Prise alterneée

Changer

Figure 66: Capture d’écran sur le schéma posologique d’Acénocoumarol.
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Le médecin peut également prescrire d’autres médicaments (Figure 67).

M17:53 el = [C .

<— Acenocoumarol (Sintrom)

IMC Patient : 25.5

Pharmacogénétique du sintrom —_>

@ Posologie du sintrom -~

Modalités de prise: Schéma sur 3 jours
Posologie : =2, =2, 11
Debute le: 2020-07-27

- Autre méeéedicament ~

- Pathologies du patient ~
e Evénements ~

Figure 67: Capture d’écran des médicaments prescrits par le medecin.
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3.6. Pharmacogénétique de I’ Acénocoumarol

Enfin, nous avons intégré la formule de I’algorithme élaboré par notre étude dans
I’application afin d’aider le médecin traitant a choisir la posologie d’Acénocoumarol

necessaire pour son patient (Figure 68).

= Acenocoumarol (Sintrom)

Posologie prédite par
@ l'algorithme ~

pharmacogénétique

2.58 mg

e Profil génétique du patient ~

VKORC1*3 GA 7

VKORC1*2 AA ya

Figure 68: Capture d’écran de la posologie prédite par I’algorithme pharmacogénétique.
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Discussion

L'optimisation de la posologie d’ Acénocoumarol reste un défi pour les cliniciens. Au cours de
ce travail, différents aspects (cliniques, biologiques et pharmacogénétiques) ont été étudiés
afin de développer un algorithme pharmacogénétique prédictif de la posologie d’équilibre

d’Acénocoumarol.

Pour développer I’algorithme, nous avons évalué I’influence des facteurs génétiques

et non genétiques sur la dose d équilibre de I’Acénocoumarol.

La dose d’équilibre

Contrairement a I’'INR, la dose d’équilibre est un marqueur a long terme de la réponse a
I’ Acénocoumarol. En raison d’une importante variabilité interindividuelle, la dose d’équilibre
est différente d’un patient a un autre.

Dans notre échantillon, la dose d’équilibre varie d’un facteur de 16 et la moyenne était de
2.96mg/jour+1.94. Cette valeur est comparable a celle retrouvée dans la population tunisienne
[19] et marocaine [170]. Néanmoins, elle est supérieur par rapport a la population Argentine
[171].

La dose d’équilibre dans différentes populations est représentee dans le tableau 28.

Tableau 28 : Dose journaliere d*équilibre d’Acénocoumarol dans de differentes

populations.

Pays Dose journaliére d’équilibre =~ Références

d’Acénocoumarol (mg)
Algérie 2,96+1,94 La préesente étude
Tunisie 3,1+1,46 [19]
Maroc 3,22+1,71 [170]
Liban 2,57+1,71 [172]
Espagne 2,16 £ 0,042 [173]
Bulgarie 2,93 +£222 [26]
Russie 2,93 +£1,07 [174]
Slovaquie 4+171 [175]
Argentine 1,57 £0,71 [171]
Inde 2,48 + 1,01 [176]
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Les facteurs non génétiques influencant la dose d’équilibre de I’Acénocoumarol et

statistiguement significatifs

9 A

L’age

Dans notre étude, I'age moyen des patients était de 54.5+16 ans. Plus de 60% de ces
patients avait moins de 65 ans.

Nos résultats concordent avec 1’étude menée par Smires et collaborateurs [20], réalisee sur
une cohorte de 114 patients marocains ou 1’age moyen était de 50 ans + 15, et ceux de Ajemi
et collaborateurs chez la population tunisienne avec un d4ge moyen de 58.24+ 17.65 [19].

Au regard des chiffres, il est clair que notre population d’étude est relativement jeune, par
rapport a la population européenne, dont 1’age moyen est de 67,6 ans. Cette différence est
expliquée par le vieillissement de la population occidentale [117].

Notre étude a mis en évidence I’importance du facteur « age », dans la détermination de la
dose d’équilibre d’Acénocoumarol. Effectivement, les résultats obtenus ont montré qu’il
existe une correlation négative (r=-0.26 ; p=0.004) entre la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol
et I’age des patients, ce qui affirme que la dose d’équilibre diminue avec I’avancement de
I’age.

La plupart des auteurs sont en accord sur I’implication de 1’dge dans la variabilité de la
réponse aux AVK [8] [19]. Ainsi, il a été démontré que la dose de la warfarine necessaire
pour obtenir une anticoagulation thérapeutique diminue de 8 a 17% par décennie [178] [13] .
L’effet de I’age sur la dose d’équilibre s’explique par la diminution du métabolisme
hépatique, la clairance rénale et le facteur vitamine k dépendant.

Le tableau 29 représente un résume des études montrant I’impact de 1’age sur la dose
d’équilibre d’ Acénocoumarol en fonction de différentes populations.

Tableau 29 : Effet de I’age sur la dose d’équilibre d’Acénocoumarol selon les différentes

populations.

Pays Dose journaliere  Age moyen P value Réferences

d’équilibre (an)

d’Acénocoumarol

(mg)
Algérie 2,96mg/jour+1,94 54 516 0.004 Présente étude
Tunisie 3,1 mg/jour£1,94  58.24 +17.65 <0.001 [19]
Maroc 3.27 mg/jour+l,71 57 +14 0,023 [170]
Liban 2,57 mg/jour+l,71 68 +13 <.0001 [172]
Sud de I'Inde 2,48 mg/jour+1,01 39.9+12.11 >0.05 [176]
Granada 2 mgx 0,57 7319 0.012 [179]
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Le poids

Une corrélation statistiquement significative entre le poids des patients et la dose
d’équilibre a été démontrée dans notre étude, expliquant en partie la variabilité de la réponse a
I’ Acénocoumarol (r=0,23; p=0,017). Par contre, nous n’avons pas decelé une corrélation
statistiquement significative entre I’IMC et la dose d’équilibre.

Dans notre étude, les patients qui ont un poids faible ont nécessité des doses d’équilibres
d’Acénocoumarol plus faible. Dans la littérature, I’influence du poids n’est pas aussi bien
établie que le facteur « Age ». Néanmoins, plusieurs études ont confirmé I’effet significatif du
poids sur la variabilité de la dose, notons que la majorité de ces études ont été effectué sur la

warfarine et non pas sur I’ Acénocoumarol [10].

Co morbidité

Plusieurs comorbidités ont été recensées lors de notre étude. L’HTA était la principale
pathologie associée avec un pourcentage de 37%.
Selon I’analyse univariée, il existe une association significative entre la présence de ’'HTA et
la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol. En effet, cette derniére diminue de 26% en présence de
I’HTA (p=0,024).

De nombreuses études ont présenté I’HTA comme un facteur de risque de saignement pour
les patients sous AVK, ce qui confirme nos résultats [180]. Cependant, il est difficile de
trouver des données precises sur I’impact de I'HTA sur la dose d’équilibre de

I’ Acénocoumarol.

Les facteurs non génétiques influencant la dose d’équilibre de I’Acénocoumarol et
statistiqguement non significatifs

Sexe

Dans notre étude, nous avons constaté une prédominance du sexe féminin avec un
pourcentage de 57%, ce qui concorde avec les études effectuées en Maroc et en Tunisie [19]
[170].

Quant a I’association du genre et la dose d’équilibre d’Acénocoumarol, nous n’avons pas

trouvé une différence statistiquement significative.
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Selon les données de la littérature, I’influence du genre sur la dose d’équilibre est
controversée. En effet, certaines études montrent que les femmes nécessitent des doses plus
faibles d’AVK [181] [182], tandis que d’autres ne montrent aucune différence homme-femme
[183].

Le mécanisme de cette sensibilité des femmes au traitement par les AVK n’est pas clairement
élucidé. Néanmoins, certains auteurs 1’expliquent par des différences dans le métabolisme
hépatique [184] .

L’indication de ’Acénocoumarol et PINR cible :

Dans notre série, 58% des indications ont été des maladies thromboemboliques veineuses
représentées par ses deux entités cliniques: thrombose veineuse profonde (TVP) et I’embolie
pulmonaire (EP). Nous avons regroupé les patients présentant a la fois une embolie
pulmonaire et une thrombose veineuse profonde dans le groupe « maladie thromboembolique
veineuse » pour réaliser 1’étude statistique.

Il a été observé que les doses d’entretien d’Acénocoumarol requises pour toutes les

indications étaient similaires. En effet, ’analyse univariée de la dose d’entretien journaliere et
la covariable pathologie ne retrouve pas de différence statistiquement significative (p=0,407).
Nos résultats concordent avec la littérature [19] [170]. Cependant, I’étude menée au Maroc, a
montré que la pathologie influence fortement la dose d’équilibre de 1’Acénocoumarol
(p<0,001). lls ont retrouvé une association inverse et contradictoire avec la littérature, en
constatant que les patients atteints de thrombose veineuse profonde nécessitent des doses plus
élevées d’ Acénocoumarol [20].
La fourchette thérapeutique de I’INR varie et dépend complétement de la pathologie. Ainsi,
81% des patients de notre étude avait un INR inclus dans I’intervalle (2-3), ce qui correspond
a la zone cible pour la maladie thromboembolique veineuse et la fibrillation auriculaire. Alors
que, 19% avait un INR entre (2,5 -3,5) ce qui correspond a I’indication « remplacement
valvulaire ». Par ailleurs, aucun INR cible entre (3-4) n’a été enregistré dans notre population
d’étude.

Consommation de Tabac :

11% des patients de notre cohorte étaient des fumeurs réguliers. Nous n’avons pas noté

une influence du facteur « Tabac » sur la dose d’équilibre. Ces résultats concordent avec la
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littérature [19] [4]. Néanmoins, dans certaines etudes effectuées sur la warfarine, le tabac
réduit ’effet anticoagulant [185].

En effet ,une revue de littérature réalisée sur la warfarine a démontrée que les fumeurs ont
necessité des doses plus élevées de la warfarine (12.13% ; p < 0.001) [186]. Cette interaction
pharmacocinétique est due aux nombreux composants présents dans la fumée de tabac
(benzopyréne, anthracene, phénantrene) qui sont des inducteurs des cytochromes hépatiques
1A2 [187].

Notons qu’un seule algorithme publié sur I’ Acénocoumarol a inclus ce critere [188].

Pratique de sport

Durant cette étude, seulement 5 patients pratiquaient du sport.
Nous n‘avons pas mis en évidence une corrélation entre la dose d’équilibre et la pratique du
sport. L’effectif pour ce critére était trop faible pour pouvoir conclure a une absence de
corrélation.

A notre connaissance, Aucune étude n’a évalué I’impact de la pratique réguliére d’activité
physique sur la dose d’équilibre d’Acénocoumarol. Cependant, une étude realisée sur la
warfarine a démontré que les patients actifs nécessitaient une dose hebdomadaire moyenne

plus élevée que les patients inactifs [189].

Comédication

Les AVK sont associés a un risque ¢levé d’interactions médicamenteuses, avec un grand
nombre de molécules, telles que 1’acide acétylsalicylique, les anti-inflammatoires non
stéroidiens, des inducteurs enzymatiques du cytochrome P450 (alcool chronique, tabac,
millepertuis) ou des inhibiteurs enzymatiques (miconazole) [190] [191].

Parmi les médicaments qui interagissent avec 1’Acénocoumarol, nous avons constaté que
I’ Amiodarone occupait la premiére position. Ce dernier est un antiarythmique qui diminue le
métabolisme de 1’ Acénocoumarol par inhibition du CYP2C9 [192].

L’usage concomitant de I’Amiodarone et I’Acénocoumarol est une pratique courante dans le
traitement de la fibrillation auriculaire.

Dans notre étude, les patients sous amiodarone avaient besoin de doses d’équilibre plus
faible par rapport aux autres patients, mais I’association n’était pas statistiquement

significative.
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Nos résultats concordent avec I’étude de Ajemi et al [19] . Toutefois, dans la majorité des
études, I’effet de I’ Amiodarone est li¢ a une diminution de la dose d’ Acénocoumarol [193] .
D’ailleurs certains algorithmes predictifs, 1’intégre directement pour le calcul de la dose

d’équilibre d’ Acénocoumarol [177] .

Les facteurs génétiques

Durant notre étude, les facteurs génétiques ont été identifiés comme les déterminants
majeurs de la variabilité de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol.
Nous avons génotypé quatre variant fonctionnels pour le géne VKORCL1, deux pour le gene
CYP2C9 et un seul variant pour les génes CYP4F2 et CALU, afin d’analyser leur distributions
génotypiques et alléliques dans la population de Sétif et d’étudier leur impact sur la variabilité

de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol.

Le géne VKORC1

Le géne vkorcl a été identifié en 2004. Les variations génetiques pour ce géne peuvent

conduire selon leur nature et leur localisation sur le gene, soit a des résistances relativement
peu fréquentes nécessitant des doses élevées, soit plus fréquemment a une hypersensibilité
pouvant aboutir a des surdosage potentiellement grave conduisant a une réduction de
posologie. Effectivement, le génotype VKORC1 peut étre utilisé pour stratifier les individus

en sous-groupes necessitant des doses plus ou moins élevées d’ Acénocoumarol.

> Les polymorphismes génétiques fréeqguemment associés a une hypersensibilité sont :
VKORC1*2 (g.-1639 G>A) et VKORC1*intronl (c.1173C>T)

> Les polymorphismes génétiques fréquemment associés a une résistance
sont : VKORC1*3 (¢c.9041G>A) et VKORC1*4 (c.6009 C>T)

Le polymorphisme du VKORC1*2 (g.-1639 G>A)

Les résultats de notre étude ont montré que les porteurs du génotype double muté AA pour
le polymorphisme VKORC1 -1639G>A sont des sujets hypersensibles. En effet, ils ont
necessité une diminution de 56% de la dose d’équilibre d’Acénocoumarol, comparés aux
sujets homozygotes sauvages GG. La diminution des doses a été également observée chez les

individus hétérozygotes GA dans une moindre mesure (28%).
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En 2005, Rieder et collaborateurs ont obtenu des résultats similaires aux notres, avec une
diminution de la dose d’équilibre de la warfarine d’environ 50% pour le génotype double
muté et 25% chez les hétérozygotes [28].

Le polymorphisme VKORC1*2-1639G>A correspond & un site de regulation de la
transcription du géne VKORCI, la présence de I’allele muté A (allele de sensibilité) étant
associée a une diminution de Dactivité transrationnelle [194]. Par conséquent, les
homozygotes pour l'allele A aurait des niveaux plus bas d'expression de VKORC1 et
raisonnablement, il faudrait une dose plus faible d’ Acénocoumarol.

La proportion de I’allele muté A et de I’alléle sauvage G dans notre population étaient
respectivement, 62% et 48%. Ces résultats sont proches de ceux retrouvés en Iran (56% et
44%) et en Egypte (54% et 46%) [195] [196].

Cependant, une distribution différente avec des taux plus importants de 1’allele muté A a été
observée en Asie de I’Est (94% en Japon, 96% en Chine) et un pourcentage tres faible en
Afrique (6,2% au Ghana) [197] [198] [199].

Les alleles de sensibilité ont une distribution trés hétérogene, elle varie d’une population a
une autre. Les différences des fréquences alléliques du polymorphisme VKORC1-1639G>A
ont permis de comprendre les variations inter-populationnelles observées dans les doses
d’AVK utilisées a I’équilibre. Ainsi, il a été démontré que les Asiatiques avaient une
hypersensibilité pour la warfarine avec une dose moyenne quotidienne requise de 3,5 mg
contre 6 mg/j pour les Caucasiens [200]. En conséquence, I’optimisation de la stratégie

thérapeutique ne peut se faire sans tenir compte de cette composante inter-populationnelle.

Le polymorphisme du VKORC1*intronl (c.1173C>T)

Nous avons constaté que les sujets porteurs du génotype homozygote double mutée TT ont
nécessité une diminution de 29,5% de la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol, par rapport aux
porteurs du génotype sauvage CC. Cette différence n’était pas statistiquement significative.
Cependant, les études publiées sur ce polymorphisme génétique ont retrouvé une différence
significative. En effet, plusieurs publications ont montré I’impact de ce polymorphisme
intronique sur la dose d’équilibre des AVK avec une diminution significative des doses
nécessaires chez les patients homozygotes mutés TT [201] [19] [202] [170] [203] [204].

La proportion de I’allele muté dans notre population était de 41 %. Nos résultats sont proches

de ceux retrouvés chez la population marocaine (42 %) [170].
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Le polymorphisme du VKORC1*3 (c.9041G>A)

D’aprés nos résultats, les porteurs du génotype homozygote double muté AA pour le
VKORC1*3 ont nécessité une augmentation de 10% de la dose d’équilibre par rapport aux
porteurs du génotype sauvage. Nous pouvons donc qualifier les porteurs du génotype AA de
sujets résistants. Ces résultats concordent avec ceux de la littérature [205] [19].

La fréquence de I’allele muté dans notre population était égale a 16%. Les fréquences
alléliques pour ce polymorphisme sont extrémement hétérogéne, a titre d’exemple il a était
retrouvé des fréquences particulierement élevées en Inde (72 %) et trés faible en chine 4%
[206]. Notons que les données de littérature sur la fréquence alléliques pour ce
polymorphisme sont peu nombreuses.

Le mécanisme moléculaire de cette résistance n’est pas encore élucidé dans la littérature.
Nous émettons I’hypothese que ces mutations, en plus de générer des changements structurels
dans la protéine VKORCL, peuvent induire des mécanismes compensatoires pour maintenir la

coagulation du sang.

Le polymorphisme du VKORC1*4 (c.6009 C>T)

Nous avons constaté des resultats similaire a ceux du VKORC1*3 (c.9041G>A). En effet,
les porteurs du génotype muté TT requiérent une augmentation significative de 46% de la
dose d’équilibre d’ Acénocoumarol, par rapport aux porteurs du génotype sauvage CC.

La fréquence allélique de I’allele muté est del5%. Cette derniere est relativement faible
comparée avec la fréquence en Europe qui est de 30,7% [207].

Il aurait été intéressant également de comparer les fréquences alléliques avec celle de la
région maghrébine, mais malheureusement les données ne sont pas disponibles.

Notons que le mécanisme de cette résistance n’est pas ¢lucidé dans la littérature.

Le géne CYP2C9
Le polymorphisme du CYP2C9 (c.430C>T)

CYP2C9 est la principale enzyme hépatique responsable du métabolisme de

I’ Acénocoumarol. Ces polymorphismes sont associés a une diminution de [activité
catalytique du CYP2C9 comparé au type sauvage.

Nous avons observé une différence entre la dose d’équilibre d’Acénocoumarol pour les
porteurs du génotype sauvage CC et le génotype homozygote muté TT. Les porteurs du
génotype muté ont nécessité des doses plus faible, cependant la différence n’était pas

statistiguement significative (p=0.38).
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De nombreuses études ont montre que les porteurs du génotype muté nécessitent des doses
plus faible [9] [93] [208].

La fréquence de l'alléle T dans notre étude était égale a 27%, ce pourcentage est
relativement plus élevé comparé a la population caucasienne (19,1%). Nous suggérons que

I’allele T en position 430 du CYP2C9 est trés conservé dans notre population d’étude.

Le polymorphisme CYP2C9*3

Les patients porteurs du génotype homozygote muté CC ont nécessité une diminution des
doses de I'ordre de 30%. Contrairement au polymorphisme CYP2C9*2, la différence de
doses était statistiquement significative (p=0.04).
Le polymorphisme du CYP2C9*3 semble avoir plus d’influence sur la dose
d’Acénocoumarol comparée au CYP2C9*2. Ces données sont a interpréter avec prudence car
selon certaines études I’allele CYP2C9*2 influence la dose d’Acénocoumarol tout autant que
I’allele CYP2C9*3 [209].

La fréquence de I’allele muté dans notre population était de 22%, ce qui repreésente une
valeur trés élevée par rapport a la fréquence allélique retrouvé chez les caucasiens (10%)
[210]. Par ailleurs, une étude plus vaste et représentative demeure nécessaire pour mieux

évaluer la frequence allélique dans la population maghrébine.

Le polymorphisme 1347G>A du géne CYP4F2
Le cytochrome P450 4F2 (CYP4F2) a récemment été identifié dans des études de génome

complet GWAS (Genome Wide Association Study) comme responsable d’une part de la
variabilité dans la réponse a I’ Acénocoumarol [211].

Durant notre étude, nous n’avons pas trouvé de différence de doses d’ Acénocoumarol entre
les porteurs des trois génotypes, ce qui confirme que la dose d’équilibre d’Acénocoumarol
n’est probablement pas influencée par le polymorphisme du géne CYP4F2 1347G>A.

Ces résultats sont en accord avec les données rapportées par Kaplana et collaborateurs, qui ont
démontré qu’i n’y avait pas d’association entre la variation de la dose d’Acénocoumarol et le
polymorphisme du CYP4F2 chez la population sud indienne [212].

Cependant, nos résultats sont contradictoires aux conclusions de plusieurs études précédentes
qui ont publiées sur ce polymorphisme, notamment I’étude effectuée en Hongrie sur 977
patients, qui indique que les patients avec un génotype muté nécessitent des doses plus élevé

de la warfarine [213].
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Malgreé une certaine association du polymorphisme du CYP4F2 avec la posologie d’entretien
a I’Acénocoumarol, sa contribution a la variabilit¢ de dose selon plusieurs auteurs reste
relativement faible, estimée entre 1.3% et 2.1% [214].

La fréquence allélique était de 9%, elle se rapproche des fréquences retrouvées en Afrique
(7%) et en Amérique (9%). Cette faible fréquence, peut expliquer en partie la non influence
sur la dose d’équilibre [212].

Le CYP4F2 est une enzyme dont 1’action sur le métabolisme de la vitamine K époxyde
intervient avant 1’étape réalisée par le VKORCI. La présence du génotype muté du CYP4F2 a
pour conséquence une activité enzymatique CYP4F2 diminuée, ce qui conduit a une
accumulation de la vitamine K époxyde, et donc a plus de substrat pour VKORC1 (résistance

a I’ Acénocoumarol).

Le polymorphisme (c.29809A>G) du géne CALU
Tout comme pour le variant CYP4F2, notre étude a révélé que le polymorphisme CALU

(c.29809A>G) semble n’avoir aucun effet significatif sur la variabilité de la dose journaliere
d’Acénocoumarol.
Bien que les études soient peu nombreuses, I’'impact du polymorphisme CALU (¢.29809A>QG)
sur les doses d’Acénocoumarol s’est avéré controversé [50]. Deux études menées
respectivement dans la population égyptienne [215] et dans la population espagnole [216]
rejoignent nos résultats, a savoir que ce polymorphisme génétique n’est pas associé avec la
variabilité de la dose d’AVK.
Il a été constaté¢ dans 1’étude faite par Cadamuro sur 206 patients en Europe, que ce
polymorphisme influence la dose d’Acénocoumarol, mais avec un impact généralement
mineur [166].

La fréquence de I’alléle muté dans notre étude était de 21%, ce pourcentage est proche de
celui retrouvé dans la population espagnole (27%) [45].
Le gene CALU code pour la protéine caluminine, cette derniere agit comme un inhibiteur
gamma carboxylase. La présence du géne muté de la CALU est associée a une résistance a

I’ Acénocoumarol [217].
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Elaboration de I’algorithme

Notre présent projet de recherche a pour but d’¢laborer un algorithme pharmacogénétique
prédictif de la posologie d’équilibre d’Acénocoumarol au profit des patients du service de
cardiologie du CHU de Sétif. Cette approche prédictive par 1’utilisation des données

génétiques et cliniques représente une premiére en Algérie.

Dans notre étude, les résultats de la régression linéaire multiparamétriques pas a pas ont montré
que les polymorphismes génétigues du VKORC1-1639G>A ainsi que celui du
VKORC1*3(c.9041G>A), étaient les seuls facteurs génétiques qui influencaient la dose
d’équilibre.
En effet, lors de I’analyse uni variée, le polymorphisme du CYP2C*3 avait une influence
significative (p=0,04), mais lorsqu’on a effectué une analyse de régression multiple ce
polymorphisme n’avait plus d’influence statistiquement significative.

Concernant les facteurs non cliniques, les résultats de 1’analyse uni variée ont révélés que
seuls les parametres « age et poids » influengaient la dose d’équilibre de I’ Acénocoumarol.
Par contre, I’hypertension artérielle n’avait plus d’influence statistiquement significative.
D’apres notre étude, les covariables qui ont permis d’expliquer une partie de la variabilité
étaient le polymorphisme génétiques du VKORC1-1639G>A, qui a contribué seule a un
pouvoir predictif égale a 30,2% ce qui rend son influence majeur sur la dose d’équilibre de
I’ Acénocoumarol.
Ces résultats concordent avec de nombreuses études réalisées sur 1’Acénocoumarol et la
warfarine [201] [218] [219] [220] [221].
La part de variabilit¢ expliquée par ce polymorphismes génétiques est différente d’une
population a une autre. Une étude réalisée sur la warfarine composée de 3 groupes racial a
démontré que le pourcentage de variabilité pour les asiatique, les noirs et les blancs était
respectivement de 26.7%, 26.3% , et 48.5% [22].
Dans la présente étude, la part de variabilité interindividuelle de la dose d’équilibre
d’Acénocoumarol expliqué par le polymorphisme du VKORC1*3 (c.9041G>A) était de 7%,
nettement moindre comparée avec celui du VKORC1*2 (30 ,2%).
Seulement deux algorithmes publiés sur 1’Acénocoumarol ont intégré ces deux
polymorphismes, celui de Ajemi et collaborateurset de Krishna Kuma. La part de variabilité
expliquée par ce covariable algorithme était respectivement 4,5% et 23,9% [19] [223].
Les résultats de nos analyses appuient notre hypothése concernant I'impact de la

pharmacogénétique sur la dose d’équilibre d’Acénocoumarol. En effet, la contribution de la
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pharmacogénétique dans notre modele final est de 37,2%, elle est plus puissante que les
facteurs non génétiques représentés par 1’age et le poids, dont la contribution est égale a
7,9%.

Ces résultats appuient également ceux rapportés dans d’ autres études [224] [188] [225].
Selon notre model final, la combinaison des variables génétiques (VKORC1-1639G>A,
VKORC1 1173 C>T) et non génétique, a pu expliquer jusqu’a 45,1% de la variabilité de
doses journaliere d’équilibre d’Acénocoumarol.

Le coefficient de détermination pour notre algorithme (R2)=45.1 %.

Le premiers algorithme publié dans la littérature était celui de Kamali et collaborateurs en
Angleterre, son coefficient de détermination est égale 20 ,4% [226]. Depuis, de nombreux
algorithmes ont été publiés avec des coefficients de détermination pouvant atteindre jusqu’a
61%. Les différents algorithmes avec leurs coefficients de détermination sont représentés
dans le tableau 30.

Cerezo-Manchado et collaborateurs ont développé chez la population espagnole un
algorithme avec un R2 d’environ 50%. Ce modéle est formé des variants CYP2C9, VKORC1,
CYP4F2, I’age et 'IMC [227] . Chez la méme population, un autre algorithme avec un
déterminant prédictif R2 le plus élevé (61%) a eté développé par Borobia et collaborateurs
[177]. Cet algorithme a comporté, en plus des parametres du premier, le polymorphisme
d’APOE (Apolipoprotéine E). Ceci démontre que, le fait d’intégrer plusieurs facteurs
prédictifs dans un algorithme de prédiction de dose, augmenterait sa performance prédictive.
Nous pouvons constater que, le déterminants R? des modéles de régression multivariée est
affectés par la nature et le nombre des variables indépendants qui les composent, ainsi que par

la taille des échantillons explorés.
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Tableau 30 : Récapitulatif des études ayant publiées différents algorithmes avec leurs coefficients de détermination

Auteurs et Pays Paramétres non Paramétres géenétiques R® Algorithme
références génétiques significativement
significativement associés
associés
Variance
La présente Algérie Age VKORC1 -1639 G>A 45,1% | Log Dose d'Acénocoumarol (mg/j)=0.599-
étude Poids VKORC1*3 0.147x(Génotype VKORC1*2)+0.074x(Génotype
VKORC1*3)-0.003x (Age)+0.003x (Poids)
Elkhazradji Maroc Age VKORC1 -1639 G>A 35.9% Log Dose (mg/semaine)= 1.925-0.108x (VKORC1 -
2018 [170] VKORC1 1173 C>T 1639 G>A) - 0.073x (VKORC1 1173 C>T)-0.093x
CYP2C9 Haplotype (CYP2C9 Haplotype) - 0.003x (Age)
Ajim Tunisie Age CYP2C9*3 48.1% Dose
2018 [19] Poids VKORC1*3 normalisée(mg/jour)=3.680—(0.036xage+0.014xpoids)
Antibiotiques VKORC1*4 +(0.633xATB)—(0.428x CYP2C9*3)+(0.437x
VKORC1*intronl VKORC1*3)+(0.507xVKORC1*4)—(0.711xVKORC1*
CALU intron1)+(0.634x CALU)+ (0.582x CYP4F2).
CYP4F2
Ragia et Grece Age CYP2C9*2 53.9% Dose mg/jour = antilog (0.555 — 0.034 x CYP2C9 —
collaborateurs Poids CYP2C9*3 0.160 x VKORC1 —0.004 x age [annees] + 0.004 x
2017 [228] VKORC1 -1639 G>A poids [kg]), 1 pour CYP2C9*1/*1, 2 pour
CYP2C9*1/*2, 3 pour CYP2C9*1/*3, 4 pour
CYP2C9*2/*2 et 5 pour CYP2C9*2/*3. VKORC1
pour GG, 2 pour GA et trios pour AA.
Reni Tzveova Bulgarie Age VKORC-1639G>A 46.5% -non disponible
et indications CYP2C9*3
collaborateurs
2015[26]
Tudor Radu Roumanie | Age VKORC-1639G>A 35% Log D=1.402 — [0.005 x 4ge ]+(0.009 x IMC) — (0.094
Pop et Indice de masse CYP2C9*3 si alléle CYP2C9*2 est présent) — (0.099 si CYP2C9*3
collaborateurs corporel CYP2C9*2 allele est présent) — (0.135 si GA est présent ) — (0.285
2013[229] si génotype AA est présent)
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Auteurs et Pays Paramétres non Paramétres génétiques R® Algorithme
références génétiques significativement
significativement associés
associés
Variance
Wolkanin- Pologne Age VKORC-1639G>A 49% Exp [1.79468 — 0.01373 age + 0.00422 poids +
Bartnik, Poids 0.00030589 vitamin K (mcg/jour) — 0.35744 si
Jolanta 2013 Quantité de vitamine VKORC1 A/G, - 0.66085 si VKORC1 A/A, —0.14129
[230] k si CYP2C9 non*1/*1, — 0.21131 is CrCI < 40 (ml/min)]
Clérance de la
créatinémie
Markatos et Greque Age VKORC1 55% Dose=anti log [1.083-0.004 4ge-0.188X
collaborateurs CYP2C9 VKORC1génotype-0.073 CYP2C9 génotype]
2008 [231]
Cerezo- AGE (VKORC1, CYP2C9*2 48% Non mentionné
Manchado et Espagne Poids CYP2C9*3
collaborateurs Taille CYP4F2 polymorphisms
2013 [232]
Borobia et Espagne Age, IMC, CYP2C9,VKORC1, 61% Non mentionné
collaborateurs amiodarone CYP4F2, APOE
2012 [177]
Dose (mg/semaine) = 2.874 -0 (si CYP2C9*1/*1) -
CYP2C9 20.259 (si CYP2C9*1/*2) - 20.342 (si CYP2C9*1/*3)-
Van Schie et Netherlan- | Age, Taille, Poids, VKORC1 52,6% | 20.447 (si CYP2C9*2/*2)- 20.684 (si CYP2C9*2/*3) -
collaborateurs | go Sexe, Amiodarone 20.681 (si CYP2C9*3/*3) -20 (si VKORC1 CC) -
2011[225] 20.601 (si VKORC1 CT) 21.394 (si VKORC1 TT) -
20.015 x age +0.026 (si femme) +0.011 x taille (cm)
+0.008 x poids (kg)+20.345 (si I’Amiodarone est
utilisé)
Dhakchinamo | Inde Age, et BMI CYP2C9*2 61,5% Log Dose(mg/jour))= 0.399- 0.005(age)+0.012(BMI)-
orthiKrishna CYP2C9*3 0.171(CYP2C9*2)0.072(CYP2C9*3)-
Kumar 2014 VKORC1G>A 0.144(VKORC1G>A).
[223]
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Auteurs et Pays Paramétres non Paramétres génétiques R® Algorithme
références génétiques significativement
significativement associés
associés
Variance
Angela Roco | Chili Age,indice de masse | VKORCL1 (rs9923231), C | 49.99% | Log Dose mg/semaine = 3.081 + (0.167 x homme) -
2020 [46] corporel YP2C9*2 (rs1799853)CY (age x 0.081) - ( INRinitial x 0.55) + (imc x 0.013) -
Sexe P2C9*3 (rs1057910) (CYP2C9*1/*2 x 0.107) - (CYP2C9*1/*3 x 0.323) -
INR initial. (CYP2C9*3/*3 x 0.746) - (VKORC1 G/A x 0.270) -
(VKORC1 A/A x 0.701).
Rathore et Inde Age, Taille, BSA, CYP2C9, 41,4% (mg/jour) =3.082-0.013(1 pour fumeur et 0 pour non
collaborateurs Sexe, VKORCI1, fumeur) —0.433 (sexe, 1 pour homme et 0 pour femme)
2012 [21] Consommation du CYP4F2, —0.004(age en années) + indication(0.327 pour et
tabac GGCX —0.092 pour AVR) +0.026(taille en cm) +0.151(poids
Indication en Kg) —7.660(IMC en cm?) —0.862(VKORC1 GA) —
Poids 2.257(VKORC1 AA) -0.049(CYP2C9*2 CT) —
0.456(CYP2C9*3 AC) +0.449(CYP4F2 GA)
+0.230(CYP4F2 AA) +0.245(GGCX CG)
+1.055(GGCX GQG)
Hoi Y. Tong Espagne age, poids, usage de | CYP2C9*2 (rs1799853)C | 52,8% Log Dose (mg/semaine)= 3.181—0,111 (si
2016 [24] I’amiodarone, status | YP2C9*3 (rs1057910)VK CYP2C9*1/*2) —0,323 (si CYP2C9*1/*3) —0.691 (si

inducteur d’enzyme
fourchette
thérapeutique de
I’INR

ORC1 (rs9923231) et
CYP4F2 (rs2108622).

CYP2C9#*3/*3) — —0.302 (si VKORC1 AG)

—0.727(si VKORC1 AA) +0.214(CYP4F2 MM)* -
0.010age (année) +0.005 * poids (kg) —0.337 (si
amiodarone est utiliser )+0.070(médicament inducteurs
du CYP2C9) +0.086 (si fourchette thérapeutique de
PINR entre 2,5-3.5)
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Il est important de démontrer la justesse des algorithmes pharmacogénétiques de prédiction
des doses d’Acénocoumarol avant d’instaurer I’individualisation des traitements dans la

pratique clinique réelle.

Bien que plusieurs algorithmes pharmacogénétiques de prédiction des doses
d’Acénocoumarol aient été publiés, peu d’études se sont intéressées a la validité de ces

algorithmes en pratique clinique réelle.

Notre étude est, a notre connaissance, la premiére a évaluer la validité réelle d’un
algorithme pharmacogénétique de prédiction de doses d’Acénocoumarol dans la région
du Maghreb. Nous avons évalué la validité de notre algorithme sur 19 patients non

sélectionnés du service de cardiologie du CHU Sétif.

Nous avons decelé une forte corrélation statistiquement significative entre la dose prédite et
la dose observé (r= 0,653 et p=0,002). Ce résultat est comparable avec I’algorithme de
Borbia ou r=0,648 et nettement plus supérieur que celui de Krishna Kumar (r=0.07) [177]
[223].

Par contre notre coefficient de corrélation était nettement plus inferieur par rapport a celui de
I’algorithme Eupact (r=0,706) [234].

La précision pour notre algorithme a été évalué par le biais de 1’erreur absolue moyenne qui
était de 1.057 (95 % CI 1.037-1.078) mg/j une valeur positive ce qui démontre que notre

algorithme a une tendance de sur estimation des dose d’équilibre d’ Acénocoumarol.

L’erreur absolue moyenne fournie par notre algorithme est inferieur a celle de 1’algorithme de
Krishna Kumar (3.42) et supérieur a celle de I’algorithme de Rathore. Nous pouvons alors

dire que la précision de notre algorithme est moyenne [233] [188].

A ce jour, I’algorithme prédictif de posologie de 1’ Acénocoumarol le mieux valide dans le
monde reste celui de 1’Eupact, ce dernier permet de déterminer la dose d’Acénocoumarol

avec une grande précision.

Pour avoir une meilleure idée de la validité clinique de 1’algorithme élaboré lors de ce projet,
nous avons décidé d’évaluer la proportion de sujets pour lesquels les doses prédites étaient
soit sous-estimées, idéales ou surestimées, par rapport aux vraies doses thérapeutiques des

patients. Ainsi, en ce qui a trait a la catégorie des doses sous-estimées, il semble que notre

132



Discussion

algorithme génére un pourcentage de doses préedites sous estimées (0 %) ce qui montre que

notre algorithme est idéal pour les patient nécessitant des doses d’équilibre élevées.

La dose prédite par notre algorithme a été idoine (avec un écart < 15%) pour 89,5% des
patients de notre cohorte de validation, en comparaison avec les 40 a 50% obtenus avec

d'autres modeles qui n'atteignent que 60% pour les cohortes de validations [177] [62].

Notre algorithme pharmacogénétique a proposeé des doses surestimés chez 10,5% des
patients de la cohorte de validation. Ce pourcentage est inférieur a celui de Enrique Jiménez-
Varoa (30%) [235].

En résumé, notre modéle pharmacogénétique a montré une plus grande précision dans la

prediction et la classification correcte des patients.
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A notre connaissance, ce travail présente la premiére étude effectuée en Algérie qui a conduit
au développement d’un algorithme pharmacogénétique prédictif de posologie pour un

médicament.

Ce présent projet, possede des qualités authentiques relatives a I’ampleur des données

génétiques et épidémiologiques obtenues.

En premier lieu, puisque notre étude était de nature prospective, nous avons colligé des
données en temps réel pour de multiples variables, facteurs qui n’étaient pas souvent pris en
considération (activité sportive, statut de fumeur) dans d’autres études publiées sur la

pharmacogénétique de I’ Acénocoumarol.

Un autre point fort concerne les données genetiques ; En effet, le fait que nous avons
génotypé tous les patients pour 8 SNPs, non seulement pour les polymorphismes du CYP2C9
et du VKORC1, mais également évalué I’association entre des variant de genes candidats du
CYP4F2 et CALU sur la dose d’équilibre d’ Acénocoumarol.

Nous avions realisé une revue de littérature détaillée pour choisir les polymorphismes qui
pourraient étre associés a la dose d’équilibre d’Acénocoumarol ce qui constitue une force

majeure de notre étude.

Enfin, un point particulierement important consiste au fait d’avoir développé une application
androide (Acénocoumarol Doising) intégrant I’équation de régression obtenue par notre étude.

L application a été congue pour améliorer la gestion de 1’ Acénocoumarol.

En effet, I’incorporation du concept m-santé (m health ) par le biais de I’application androide
« Acénocoumarol doising » semble étre une réelle opportunité, a la fois pour améliorer
I’anticoagulation a 1’égard de certaines pathologies et le suivi des patients atteints de maladies
chroniques, mais aussi pour renforcer la relation patient-professionnels de santé et optimiser
la gestion du parcours de santé du patient dans un établissement de santé ou a son domicile,

en ’intégrant pleinement dans la stratégie des soins
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Principales limites de notre travail :
Certaines limitations a notre étude méritent d’étre mentionnées :

v' Un nombre limite de patients: nous le justifions par I’absence de cliniques
d’anticoagulation.

v Un biais de désirabilité social a pu étre introduit dans nos analyses étant donné que
certaines variables telles que les informations sur la consommation d’alcool étaient
récoltées uniquement a I’aide de questionnaires.

v' Nous n’avons pas pu évaluer adéquatement I’impact de 1’ethnie sur les doses
d’équilibre d’Acénocoumarol, car touts les patients de notre étude étaient des
caucasiens, la généralisabilité de nos résultats peut se limiter uniquement aux
individus ayant des caracteristiques semblables aux patients de notre étude.

v' Une limite 1égale concernant 1’hébergement des données (patients et cliniciens)
obtenus a partir de ’application androide (Acénocoumarol Doising). Une seule option
s’offre a nous est de demander un agrément pour Héberger nous-mémes nos données :

cette option s’avere totalement illusoire dans le cadre d’un projet de thése.
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Conclusion

Lors de ce travail, nous avons évalué I’'impact des paramétres génotypiques et
phénotypiques qui peuvent influencer I’obtention de la dose d’équilibre optimale
d’ Acénocoumarol, en situation réelle. A travers ces données nous avons démontré la grande
variabilité inter populationnelle observés dans la dose d’équilibre d’Acenocoumarol et dans

les distributions génotypiques et alléliques.

L’algorithme pharmacogénétique développé lors de notre étude permet aux cliniciens
d’entrer les variables dont ils disposent sur un patient, via une interface tres simple, et ainsi
d’ajuster dés I’initiation du traitement la dose d’ Acénocoumarol. Il pourrait aider a prévoir et
a prévenir les effets indésirables en réduisant le temps nécessaire pour définir la dose

d’équilibre optimale.

La pharmacogénétique de I’ Acénocoumarol représente un bon exemple d’application
de la médecine personnalisée. En effet, ’introduction des données pharmacogénétiques est un
enjeu crucial pour mieux définir les populations a risque qui répondront d’avantage a des

nouveaux traitements qui seront ciblés et colteux, tels que les anticoagulants oraux directes.

Dans cette période particuliere du Covid-19 que nous vivons, 1’application androide
(Acenocoumarol Doising) se révéle tres pratique. En effet, elle aménera les patients a étre
plus responsables en ce qui concerne leur santé et leurs soins et elle renforcera la relation

clinicien-patient.

Enfin, notre étude constitue un grand pas vers I’amélioration du rapport bénéfice/risque

de I’ Acénocoumarol en Algérie, dans un contexte, de médecine personnalisée et participative.
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Notre étude a mis en évidence I’intérét de la pharmacogénetique en ce qui concerne la
prédiction des doses d’Acénocoumarol en situation clinique réelle. Cependant, I'intérét
pharmacoéconomique du génotypage dans la prise en charge des malades traités par AVK
reste actuellement controversé. En effet, il reste a définir dans les prochaines années quels
sont les «tests pharmacogénétiques » cliniqguement pertinents a rembourser et promouvoir.

A ce sujet, mentionnons qu’un projet de recherche (PRFU) est présentement en cours.

Notre étude a mis en évidence la validité de notre algorithme pharmacogeénétique, toutes
fois d’autres travaux sont nécessaires pour évaluer notre algorithme. En effet, si cet
algorithme a été élaboré seulement a partir de100 patients du service de cardiologie du CHU
Sétif, il serait intéressant de répliquer cette étude sur une population tres représentative, dans
les différentes régions de notre pays, afin d’améliorer le pouvoir prédictif du présent
algorithme. Cela va nécessiter, ’utilisation des techniques sophistiquées telles le séquencage a

haut debit, et une plus grande collaboration entre les cliniciens et les pharmacogeénéticiens.

A travers I’application « Acenocoumarol Doising », nous avons reussi a instaurer une
stratégie de suivi thérapeutique approprié¢ a 1’Acénocoumarol, basée sur la coordination, la
coopération et la communication au sein de la triade forme par le laboratoire d’analyse, les
cliniciens et le patient. Les sources de données générées par cette application serviront sans
doute a alimenter d’autres bases de données .En effet, les applications mobiles dans le
domaine de la santé constituent une source incontournable pour la captation de données. Bien
exploitées et traitées, ces données sont une mine d’or d’informations pour la santé publique et

la recherche médicale.
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Annexe 1 : fiche de recueil des données

Fiche de surveillance d’un traitement par antivitamine K

Patient
Nom/Prénom ............ [, Numéro de téléphone ...................
Adresse :...ooveiiiiil. Date de naissance ........ [...... [......

Genre : |:| Femm|:| Homme

Taille: (cm) ................. Poids (Kg):....ooveiiien IMC (kg/m?)
Acenocoumarol

Indication :................ Date du début de traitement :................
INRcible:............... zone thérapeutique de I'INR:( ........... )

Durée de traitement par | Acénocoumarol

Pathologie associée:

HTA: o Oui o Non insuffisance cardia que: o Oui o Non

Diabete type | o Oui o NoDiabete type Il o Oui o No

Hyperthyroidie: o Oui o Non hypothyroidie : o Oui o Non
AULres pathologies: ... ..o

POSOLOGE DE L ACENOCOUMAROL ET VALEURS D'INR:

Date Posologie de Valeurs d'INR
I'acenocoumarol

TRAITEMENTS CONCOMITANTS : voir le verso de la page

SELIfle o [eeeeeees [,




Annexe 1 : fiche de recueil des données

Médicament Indication posologie Date de début
CONCOMITAN /Date d’arrét

CONNAISSANCES DU PATIENT SUR SON TRAITEMENT ANTICOAGULANT

QUESTIONNAIRE effectue le........... [eviiiiinn. [oviiiiiiiinns
Personne contactée..................
Prend le médicament seul ? o Oui o Non

Contexte social/psychologique particulier (dépression, anorexie, troubles cognitifs,
précarité, handicap) ?o Oui o Non

Compréhension du traitement? Oul non

NOM . oui non
Indication:.....ooooeeeeeiieeieiinnnns oui non
Utilite oo, oui non
Valeurs ciblesd’INR :.................. Oui non

Mise a disposition d’un carnet ? o Oui o NonSi oui, le remplit-il ? o Oui o Non
Education thérapeutique effectué au niveau de sevice de cardiologie ? o Oui o Non
Notions d’interactions avec aliments ? o Oui o Non

Suivi régulier par INR (pas plus d’un oubli tous les trois mois)? o Oui o Non

Antécedents liés aux AVK :

Hémorragie mineure Oui
Non

ATCD de surdosage en AVK ATCD d’accident hémorragique sous AVK ~ Oui
Non

ATCD de consultation aux urgences pour surdosage en AVK Oui
Non

ATCD d’hospitalisation pour surdosage en AVK Oui
Non

ATCD d’accident thrombotique sous AVK Oui
Non

Mode de vie du patient :

Consommation de tabac : o Oui o Non
Consommation d’alcool :0 Oui oNon
Pratique d’activité sportive :0 Oui o Non

SELIfle o [eeeeeees [,




Annexe 2

Consentement pour la réalisation de I’analyse de pharmacogénétique

Apres lecture de la Lettre d'information, je déclare :

1. Accepter que soit réalisé un prélévement sanguin afin d'analyser sur mon ADN des
polymorphismes de génes en rapport avec mon traitement.

2. Accepter que mon ADN soit conservé pour une durée minimale de 10 ans, afin
d'éventuellement explorer a l'avenir de nouveaux polymorphismes en rapport avec mon
traitement.

3. Avoir été informé(e) de la nature des informations transmises (éventuellement effets du
traitement), de la finalité de ces analyses (contr6le du traitement) et des personnes
destinataires de ces données

4. Avoir recu toutes les réponses souhaitées a mes questions.

5. Consentir au recueil, a la saisie et au traitement des données me concernant, par des
personnes tenues au secret professionnel. J'ai noté que les résultats de mes analyses

resteront strictement confidentiels. Je n'en autorise la consultation qu'aux personnes qui
collaborent a ces analyses.

Je soussigné(e)
Nom d’usage
Nom de naissance
Prénom

Né(e)
le

déclare avoir pris connaissance de la Lettre d'information et accepte par la présente que soit
analyse et conservé un extrait de mon ADN.

Fait a le
Le patient :

Signature du patient adulte

Document établi en double exemplaire dont un remis au patient



Annexe 3

Méthode d’extraction de ’ADN au NaCl
Principe :
Les leucocytes sont séparés du sang total par lyse hypotonique et traités ensuite par un
détergent (SDS) et une protéinase K. L’ADN nucléaire est libéré dans le milieu et les
protéines qui lui sont associés sont digérées et éliminées par précipitation au NaCl. La pelote
d’ADN est formée dans le surnageant par précipitation avec 1’éthanol. L’ADN est solubilisé
en phase aqueuse par le rapport de la DO a 260nm sur la DO a 280nm (longueur d’onde
d’absorption des protéines) qui doit étre compris entre 1,5 a 2. (Miller S.A, Dykes D.D.et
Polesky H.F. (1988) Nucleic acid research 16 (3) 1215).
1. Isolement des leucocytes a partir du sang total :
- Dans un tube Flacon de 50 ml, mettre le sang (5 ml) et compléter a 25 ml avec du Tris
EDTA (TE) 20 : 5,
- Laisser au congélateur pendant 10 min a -18 C°,
- Centrifuger pendant 10 min a 3900 tours/min,
- Déverser prudemment le surnageant afin de conserver le culot leucocytaire au fond du tube.
- Ajouter au culot le TE20 : 5 jusqu’a 25 ml,
- Laisser au congélateur pendant 10 min a -18 C°,
- Centrifuger dans les mémes conditions precédentes,
- Déverser prudemment le surnageant et garder le culot leucocytaire obtenu.
NB : si on veut s arréter a ce niveau, on met le culot de leucocytes obtenu dans un tube nunc
(eppendorf) de 15 ml avec du TE 10 :1 et le conserver a -20 C° pendant plus d’un an pour

une extraction ultérieure.

2. Lyse des leucocytes, digestion des protéines associées a I’ADN et sa libération :

- Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml,

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400mM, EDTA 2mM, Tris 10mM, pH 8,2) en
dilacérant le culot avec une pastelle stérile,

- Ajouter 200 pl du détergent anionique SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 10%,

permettant la lyse des leucocytes, I’inhibition des nucléases, la dénaturation des

protéines et ’activation de la protéinase K,

- Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg/ml, qui digérera les protéines associées a I’ADN,
afin de permettre sa libération,

- Placer les tubes sous agitation pendant une nuit a 37 C°,
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- Mettre, le lendemain, les tubes au congélateur pendant 10 min a -18 C° pour refroidir leurs
contenus.

3. Extraction et purification de ’ADN :
- Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main,
- Laisser au congélateur pendant 5 min a 18 C° afin d’accélérer la précipitation des protéines,

- Centrifuger pendant 15 min a 2500 tours/min,

4. Précipitation de ’ADN :

- Transvaser le surnageant dans un tube Flacon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu préalablement refroidi (environ 8 ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : la
pelote d’ADN se forme (laisser éventuellement pendant 30 min a -20 C° si la pelote ne se
forme pas),

- Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a 70 %
dans un tube nunc stérile.

5. Solubilisation de ’ADN pur :

- Ajouter entre 300 a 1000ul d’eau distillée selon la grosseur de la pelote d’ADN et la
concentration souhaitée,

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a +4°C jusqu’a dissolution compléte (1 a

2 jours).



Résultats du dosage de ’ADN

Annexe 5

Numéro de | Concentration | Numéro de | Concentration Numéro de | Concentration
I’ADN obtenu ug/ml I’ADN obtenu ug/ml I’ADN obtenu ug/ml
1 578 44 693 87 965
2 789 45 321 88 541
3 978 46 256 89 439
4 1000 47 423 90 498
5 900 48 369 91 477
6 621 49 149 92 493
7 1000 50 298 93 456
8 287 51 289 94 469
9 900 52 246 95 846
10 369 53 296 96 987
11 745 54 276 97 951
12 896 55 296 98 946
13 654 56 249 99 1411
14 398 57 1001 100 987
15 1105 58 296 101 963
16 931 59 869 102 914
17 735 60 692 103 798
18 791 61 937 104 564
19 862 62 789 105 399
20 741 63 896 106 498
21 487 64 796 107 741
22 562 65 742 108 897
23 745 66 536 109 891
24 896 67 741 110 473
25 269 68 487 111 930
26 798 69 562 112 563
27 596 70 745 113 793
28 459 71 896 114 897
29 623 72 269 115 297
30 741 73 798 116 745
31 841 74 874 117 968
32 369 75 698 118 896
33 512 76 714 119 749
34 398 77 798

35 743 78 695

36 891 79 745

37 956 80 269

38 426 81 756

39 268 82 811

40 654 83 951

41 239 84 745

42 746 85 689

43 741 86 741
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Développement d’un algorithme pharmacogénétique prédictif de la posologie

d’Acénocoumarol au niveau du CHU Sétif.

Résumé

L’Acénocoumarol est I'unique anticoagulant oral de la famille des AVK disponible en
Algérie. Cependant, sa gestion représente un probléme majeur de santé publique du fait d’une
marge thérapeutique étroite pouvant conduire a des accidents hémorragiques graves. En effet,
le nombre d’accidents liés a 1I’Acénocoumarol, au niveau du CHU de Sétif est important.
Parmi les initiatives développées pour tenter d’améliorer cet état de fait est I’identification des
facteurs génétiques a ’origine de la grande variabilité interindividuelle. Quasiment aucune
donnée n’était disponible sur la part des facteurs pharmacogénétiques dans la variabilité de la
réponse a I’Acénocoumarol dans la population de Sétif.

Notre travail a pour objectif principal de développer et de valider un algorithme
pharmacogénétique prédictif de la posologie d’ Acénocoumarol dans la population de Sétif en
étudiant les fréquences alléliques de huit polymorphismes: VKORC1*2, VKORC1*3,
VKORC1*4, VKORC1 intronl, CYP2C9*2, CYP2C9 *3, CYP4F2*3 et CALU, afin de
développer une application androide pour améliorer la gestion du traitement par
I’ Acénocoumarol (Acénocoumarol Doising).

L’objectif secondaire est d’évaluer I’impact des variations génétiques sur la dose d’équilibre
d’Acénocoumarol au service de cardiologie du CHU Sétif.

Meéthodes : il s agit d’une étude transvervale a recueil prospectif. Elle a porté sur 119 patients
du service de cardiologie du CHU Sétif, sous Acenocoumarol pour diverses indications avec
des INR stables. L’ADN des patients a ¢été¢ extrait a partir des leucocytes sanguins puis
génotypes pour huit SNPs par la PCR-RFLP. Une analyse de régression linéaire
multiparamétrique a été réalisée pour générer I’algorithme.

Résultats : L’algorithme pharmacogénétique développé permet d’expliquer 45.1% de la
variabilit¢ de la dose d’équilibre journaliére d’Acénocoumarol avec une erreur absolue
moyenne (MAE) égale a : 1.057 [1.037-1.078]. Les deux polymorphismes génétiques
impactant la réponse a I’Acénocoumarol sont le SNP VKORCI1*2 (rs9923231)] et
VKORC1*3 (rs7294). L’application «Acénocoumarol Doising» a été développé par la
nouvelle technologie Flutter en intégrant I’algorithme pharmacogénétique.

Conclusion : Nous avons congu un algorithme pharmacogénétique prédictif de la posologie
d’Acénocoumarol, spécifique pour la population de Sétif. Il pourrait devenir une base de
référence pour le développement de la médecine personnalisée en Algérie.

Mots clés : Acénocoumarol, Algorithme, VKORC1, CYP2C9, application mobile.

Auteur : BOUHEDADJA Zahia. Courriel : bouhedadjazahia@hotmail.fr.



Development of a pharmacogenetic algorithm predicting the dosage of Acenocoumarol
at the CHU Setif

Summary

Acenocoumarol is the only oral anticoagulant in th AVK family in Algeria. However, its
management represents a major public health problem because of a narrow therapeutic margin
that can lead to serious hemorrhagic accidents. Indeed, the number of accidents related to
Acenocoumarol, at the University Hospital of Setif is significant. Among the initiatives
developed to try to improve this state of affairs is the identification of genetic factors at the
origin of the great inter-individual variability. Almost no data were available on the share of
pharmacogenetic factors in the variability of the response to Acenocoumarol in the Setif
population.

Our main objective is to develop and validate a predictive pharmacogenetic algorithm of the
dosage of Acenocoumarol in the Seetif population by studying allelic frequencies of eight
polymorphisms: VKORC1*2, VKORC1*3, VKORC1*4, VKORC1 intronl, CYP2C9*2,
CYP2C9*3, CYP4F2*3 and CALU, to develop an android application to improve treatment
with Acenocoumarol (Acenocoumarol Doising).

The secondary objective is to evaluate the impact of genetic variations on the equilibrium
dose of Acenocoumarol in the cardiology department of CHU Sétif.

Methods: This is a prospective transversal study. It involved 119 patients from the cardiology
department of CHU Setif, under Acenocoumarol for various indications with stable INR.
Patients’ DNA was extracted from blood leukocyts and genotypes for eight SNPs by PCR-
RFLP. A multiparametric linear regression analysis was performed to generate the algorithm.

Results: The pharmacogenetic algorithm developed explains 45.1% of the variability of the
daily equilibrium dose of Acenocoumarol with an average absolute error (MAE) equal to:
1.057 [1.037-1.078]. The two genetic polymorphisms impacting the response to
Acenocoumarol are SNP VKORC1*2 (rs9923231) and VKORC1*3 (rs7294). The application
<<Acenocoumarol Doising>> was developed by the new Flutter technology by integrating the
pharmacogenetic algorithm.

Conclusion: We developed a pharmacogenetic predictive algorithm for the dosage of
Acenocoumarol specific to the Setif population. It could become a reference base for the
development of personalized medicine in Algeria.
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