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Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors
hémophilies A et B et Maladie de Willebrand)

A- Stratégies d’études des génes FGA et FGB et FGG impliqués

dans les hypo, dys et afibrinogénémies

Ce document décrit :

'organisation de la prise en charge des études génétiques au sein des réseaux de laboratoire en
fonction de leur niveau d’analyse des génes.

les arbres décisionnels décrivant les différentes étapes a suivre pour I'étude moléculaire des
génes codant la chaine Aalpha (FGA), la chaine Bbeta (FGB) et Gamma (FGG), impliqués dans les

déficits quantitatifs et/ou qualitatifs en fibrinogéne selon différentes indications d’étude.

I-Introduction

Description et mode de transmission

Le groupe des anomalies du fibrinogéne présente une grande hétérogénéité clinique et moléculaire
soulignant le réle important du laboratoire lors du diagnostic.

Le dosage de I'activité et de I'antigene permettent en effet de classer ces anomalies en 3 grands groupes ;
a et hypofibrinogénémies (déficits quantitatifs) et dysfibrinogénémies (déficits qualitatifs).

Les anomalies quantitatives sont transmises sur le mode récessif, les hypofibrinogénémies pouvant
également étre transmises sur le mode autosomique dominant (lorsque I'anomalie porte sur FGB ou FGG).
Les anomalies qualitatives sont pour la plupart et contrairement aux autres déficits rares en facteurs de la
coagulation, transmises sur le mode autosomique dominant

Pathologie moléculaire

Plusieurs centaines de variations différentes ont été répertoriées dans les banques de données et la
littérature recensée sur la base de données du GEHT accessible a l'adresse suivante:
http://site.geht.org/base-de-donnees-fibrinogene/. 1l s'agit majoritairement d'anomalies moléculaires
ponctuelles avec une forte proportion de variations dites privées décrites dans une seule famille. Tous les
types de variations ponctuelles sont représentés: - non-sens, faux-sens, variations des sites d'épissage,
délétion ou insertion ponctuelle décalant ou non le cadre de lecture. Les variations faux-sens sont les plus
fréquentes, réparties sur I'ensemble des exons. Quelques cas de larges délétions ont été décrits.

Noms et références des génes

Déficits qualitatifs et quantitatifs en Fibrinogéne, N° OMIM : 134850 ; 616004, N° ORPHANET : ORPHA 9881 ;
335; 248408 ; 101041, géne FGA : NM_000508.4 et NP_000499.1 ; FGB NM _005141.4 et NP_5132.2 ;

FGG NM_000509.5 et NP_000500.2
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Localisation sur le chromosome4: FGA NC 000004.12 (154583126 ...154590766), FGB:
NC_000004.12 (154562980 ...154572763), FGG : NC_000004.12 (154604134 ...154612808).

lI-Organisation de la prise en charge des études génétiques au sein des réseaux de
laboratoires

1°) Les cas index

La premiére étape indispensable est de disposer des valeurs fonctionnelles (Clauss) et quantitatives du
fibrinogéne’. Ces notions sont indispensables pour une prise en charge clinico-biologique.

-Le cas des dysfibrinogénémies : dosage fonctionnel (C) inférieur aux valeurs de référence du laboratoire et
dosage quantitatif (Q) normal. Le séquengage selon Sanger de deux exons (FGA exon 2 et FGG exon 8)
explique plus de 2/3 des dysfibrinogenes. Cette analyse peut étre réalisée dans des laboratoires dits de
niveaux 1 selon la classification proposée par I'agence de la Biomédecine.

-Tous les autres cas : a- et hypofibrinogénémies (C/Q dans les limites de la normale avec Q et C abaissées,
quelles que soient les valeurs), hypodysfibrinogénémie (C, Q et C/Q abaissés) ou dysfibrinogénémies non
expliquées par une variation pathogéne ou probablement pathogene sur les exons 2 de FGA et 8 de FGG
nécessitent ensuite le recours a un laboratoire capable de réaliser le séquengage de 'ensemble des 3 génes
FGA, FGB et FGG>.

-En absence d’identification de variant causal par séquengage (5% des hypofibrinogénémies) des exons et
régions flanquantes, la quantification des copies d'alléles par QF-PCR® (Quantitative Fluorescence —
polymerase chain reaction), QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fragments) ou NGS (Next
Generation Sequencing) avec une méthode adaptée et le séquengage des introns seront réalisés dans des
laboratoires dits de niveaux 2 selon la classification proposée par 'agence de la Biomédecine.

Enfin, si besoin, une approche complémentaire par I'étude fonctionnelle ex vivo de I'ARN et /ou minigénes
devrait étre envisagée a titre de recherche dans des laboratoires experts (Cependant, elle n’est pas
disponible en routine en 2021).

La rareté des déficits quantitatifs n’a pas permis (et ne justifie pas) la création d’'un réseau offrant une
couverture nationale homogéne selon un rationnel simple. Les laboratoires ne réalisant pas I'étude des
genes concernés ou n‘explorant qu’une partie des génes doivent adresser le prélévement d’ADN, si une
étude complémentaire est nécessaire, a un laboratoire de niveau 2 ou un laboratoire expert de niveau 2.

2°) Les apparentés
Une fois la (les) anomalie(s) moléculaire(s) du cas index identifiée(s), seul(s) I'exon (ou les exons)
concerné(s) seront analysé(s).

! Le recensement Orphanet au 10 décembre 2015 montre que cette prise en charge est proposée par Amiens,
Argenteuil, Clermont-Ferrand, Lille, Lyon, Marseille, Montpellier, Nancy, Paris APHP (Beaujon, Bondy, Cochin,
Debré, Kremlin Bicétre, Piti¢, Trousseau), Rennes, Saint-Etienne, Toulouse, Tours. En réalité la liste doit étre étendue
a I’ensemble des laboratoires disposant des dosages fonctionnels et quantitatifs, quelle que soit la méthode.

2 Faute de hot spot en dehors des exons 2 de FGA et 8 de FGG

* La MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) n’est pas disponible pour ces génes en 2021.
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3°) Le diagnostic prénatal des afibrinogénémies n’est envisageable que si les variations pathogénes
familiales en cause sont déja identifiées et 'ADN des deux parents est disponible. Il est réalisé sur rendez-
vous et selon les recommandations ANPGM du diagnostic prénatal sur ADN extrait par le centre préleveur
(villosités ou cellules amniotiques) dans un laboratoire accrédité.

4°) Le cas particulier des amyloses rénales par dép6t de fibrinogéne : I'analyse peut étre restreinte au géne
FGA (Sanger) voire a I'exon 5 du géne FGA. En absence de démonstration que le dépét est du fibrinogene,
ou en absence d’identification d’anomalie moléculaire de FGA par séquengage selon Sanger, I'analyse des
autres génes en cause dans I'amylose sera réalisée dans des laboratoires dits de niveaux 2 selon la
classification proposée par I'agence de la Biomédecine.

lll-Arbres décisionnels des études des génes FGA, FGB et FGG

( Fib:C abaissé ; cas index

(cf. normes du laboratoire et conditions
physiopathologiques du patient)

Fib:Q norma
(quelle que soit la
méthode

quantitative)

Séquencage FGA exon 2 et oui
FGG exon 8

non Séquencage FGA FGB et FGG
non tous exons et régions flanquantes

Anomalie
détectée

‘ i ) Variant(s) non identifié(s) :
oui oui oui séquencage introns, recherche de
réarrangements / QFPCR, NGS ou autres)

Variant(s)
compatible(s)
avec
ib:Q/Fib:

Variant sur
hot spot ou
connu

non

Etudes In silico et/ou in vitro
(Bases de données et/ou ségrégation et/ou
logiciels de prédiction et/ou modélisation 3D
et/ou autres tests fonctionnels)

Anomalie +
validation
complémentaire

minigéne, ARN etc.

Validation (Bases de données et/ou Validation et interprétation oui
logiciels de prédiction)
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IV-Cotation pour I’étude des génes FGA, FGB et FGG

CAS INDEX:

Analyse par séquencage NGS N350 BHN 3270
Analyse par séquencage Sanger N906 x 5 BHN 570 x5
Recherche de réarrangement par MLPA (ou QFPCR) N318 BHNS&70

APPARENTES hors étude de la ségrégation familiale au diagnostic ; Recherche ciblée :

Recherche d’un variant ou plusieurs variants

initialement identifié(s)e par NGS N353 BHN 720
Recherche d’un variant préalablement identifié par Sanger N906 BHN 570
Recherche de 2 variants dans des amplicons différents

préalablement identifiés par Sanger N906 x2 BHN 570 x2
Recherche de réarrangement par MLPA ou QFPCR N318 BHN 870

Cas particulier : Etude familiale en cas de risque d’hémorragies
intra-cérébrales périnatales pouvant justifier un DPN 4082 B500

V-Annexes pour I’étude des génes FGA, FGB et FGG

1- Liste et coordonnées des laboratoires réalisant le génotypage des 3 génes FGA, FGB, FGG
codant pour les 3 chaines du fibrinogéne en France et Suisse

Déficit Laboratoiresspécialisés Coordonnées mail + téléphone
Laboratoire de Biochimie et de Génétique
moléculaire de I'hdpital Ambroise Paré

Fibrino Boulogne Billancourt

Pr. P. De Mazancourt

philippe.de-mazancourt@uvsq.fr 014909 55 30

géne Service d’Angiologie et Hémostase
Hopitaux Universitaires de Genéve
1211 Geneve 14 - Suisse

Dr A. Casini 0041-22-37 29
alessandro.casini@hcuge.ch 750

2- Principales bases de données locus spécifique

http://site.geht.org/base-de-donnees-fibrinogene/
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B- Stratégies d’études du géne F2 impliqué dans le déficit
constitutionnel en facteur (F) Il de la coagulation

I-Introduction
Description clinique et mode de transmission

Le déficit constitutionnel en facteur Il est le déficit le plus rare des facteurs de la coagulation. Sa prévalence
est estimée a 1 cas pour 2 millions d’'individus dans la population générale [1]. Le premier cas a été décrit
en 1947 par Quick|[2].

Deux types de déficits en facteurs Il sont définis [3]:

- Les hypoprothrombinémies de type | (type quantitatif) ou la diminution du facteur Il activité coagulante
est équivalente a celle de I'antigéne du facteur II.

- Les hypoprothrombinémies de type Il (type qualitatif ou dysprothrombinémie) caractérisées par une
diminution de I'activité coagulante du facteur Il (Fll : C) contrastant avec un taux de facteur Il antigéne
normal. Cela correspond le plus souvent a une atteinte du domaine de la sérine protéase.

L’aprothrombinémie (FIl <1%) n’est pas décrite car vraisemblablement Iétale comme cela a été montré chez
la souris [4].

Les manifestations hémorragiques sont d'importance variable, sans corrélation précise avec le taux de
facteur Il. Cependant, les manifestations hémorragiques les plus séveres sont observées pour des taux de
facteur Il < a 10%.

Le seuil hémostatique se situerait entre 20 et 40 % de Facteur Il (FII : C).

Taux de facteur Il Manifestions hémorragiques Anomalie moléculaire
Variables, souvent séveres (hémorragie a Homozygotes,
<10% la chute du cordon, hémorragie Hétérozygote composite,
intracérébrale, hémarthrose) Hémizygote

Difficile a définir car il peut
s’agir d’'un homozygote,

Entre 10 et 30% Variables, modérées a minimes hétérozygote composite,
hémizygote ou
hétérozygote.

Entre 30 et 40% Variables, modérées a minimes Hétérozygote

>40% Aucune Hétérozygote
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Le mode de transmission est autosomique récessif et le spectre mutationnel est surtout constitué de
variations pathogénes ponctuelles majoritairement privées.

Pathologie moléculaire et protéine

Le géne du FII (F2) est situé sur le bras court du chromosome 11 (11p11-q12). Ce géne est constitué de 14
exons et a une taille de 21 kb. |l code pour une protéine de 622 résidus qui contient 5 domaines : le domaine
pré-propeptide, le domaine Gla (Acide y-carboxyglutamique), le domaine Kringle—1, le domaine Kringle-2 et
le domaine sérine protéase.

La forme circulante de la prothrombine est une protéine de 579 acides aminés par perte de son domaine
pré-propeptide. L’activation de la prothrombine (II) en thrombine (lla) se fait grace au complexe
prothrombinase constitué du facteur Xa, du facteur Va a la surface des phospholipides membranaires.

La molécule de thrombine est composée d’'une chaine A de 36 acides aminés (Thr285-Arg320) liée par un
pont disulfure a une chaine B de 259 acides aminées portant le domaine sérine protéase (lle321 — Glu579).
La chaine A de 36 résidus n’a pas de réle fonctionnel, a I'inverse la chaine B composée de 259 AA porte le
site actif et les autres domaines fonctionnels de I'enzyme [1].

Le réle de la thrombine est complexe. |l s’agit principalement d’une protéine pro-coagulante en transformant
le fibrinogéne en fibrine, en activant les facteurs V, VIII, Xl de la coagulation et en inhibant la fibrinolyse (par
activation du TAFI). La thrombine est également un puissant activateur des plaquettes par activation des
PARSs (récepteurs des protéases couplés aux protéines G).

Cependant, la thrombine a également un réle anticoagulant en activant la protéine C (apres fixation de la
thrombine a la thrombomoduline) et en se fixant a I'héparine cofacteur de I'antithrombine.

59 anomalies moléculaires ont été décrites dont 46 variations ponctuelles (http://www.hgmd.org.cf.ac.uk)
avec une prépondérance de variants faux-sens, de rares insertions/délétions de courts fragments [5, 6,].

Noms et références des génes

Déficit en FlI, hypoprothrombinémie, dysprothrombinémie
N° OMIM : 176930

N° ORPHANET : ORPHA325
Géne F2 :ENSG00000180210
Localisation sur le chromosome 11p11.2

ll- Prise en charge de I’étude génétiquedu facteur Il

Le laboratoire de Biochimie et de Génétique moléculaire de I'hdpital Ambroise Paré réalise I'étude génétique
du géne F2. Ce laboratoire ne réalise pas directement de diagnostic prénatal (DPN).

L’étude fonctionnelle plasmatique comporte des dosages fonctionnels a I'aide de différents activateurs et le
dosage antigénique du facteur Il permettant de caractériser le type de déficit, quantitatif ou qualitatif [7].
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Les déficits qualitatifs orientent vers une atteinte du domaine sérine protéase mais d’authentiques déficits
quantitatifs peuvent également se situer dans cette région. Les variants pathogénes a I'origine des déficits
quantitatifs sont répartis sur 'ensemble du géne.

llI-Arbre décisionnel d'étude du géene F2

L’étude génétique du facteur Il sera effectuée :

1°/ Apres exclusion des déficits acquis : hypovitaminose K, insuffisance hépatocellulaire mais dans ces cas
il N’y a pas le plus souvent d’atteinte isolée du facteur I, il existe également de trés rares cas d’inhibiteur
anti-prothrombine, le plus souvent observés chez les enfants. Ces déficits acquis sont mis en évidence par
la mesure du facteur Il dans des mélanges de plasma Malade+Témoin.

2°/ Si le taux de facteur Il (FIl: C) est inférieur a 40%. Cette valeur est révisable selon I'évolution des
connaissances.

3°/ Apres si possible un dosage antigénique permettant de déterminer un déficit qualitatif.

Stratégie d’étude des patients déficitaires en Fll

Trois situations possibles en fonction des taux en facteur Il :

1- Patients atteints d’un déficit en Fll dont le taux est inférieur a 10%

Dans ce cas le génotype attendu est de 2 alléles mutés. Il s'agit de patients homozygotes, hétérozygotes
composites ou hémizygotes.

L'identification d'un seul alléle muté, voire d'aucun alléle muté, par séquengage (Sanger ou Next Generation
Sequencing (NGS)) des exons et des jonctions introns-exons, doit inciter a rechercher des
insertions/délétions. Selon la technique NGS utilisée, ces grands réarrangements pourront étre directement
mis en évidence. Cependant, ils devront étre confirmés par une technique Multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) ou QMPSF. En I'absence d'anomalie détectée, I'existence de variants dans les introns
ou régions régulatrices promotrices et 3’UTR pourra étre envisagée mais reléve du domaine de la recherche
scientifique.

2- Patients atteints d'un déficit en FIl dont le taux est compris entre 30 et 40% :
Dans ce cas le génotype attendu est un alléle muté. Si on trouve un alléle muté (anomalie moléculaire
ponctuelle par séquengage ou grand réarrangement par MLPA) on peut stopper les investigations. Dans le
cas contraire, une analyse des introns et zones régulatrices peut étre envisagée par NGS mais cette analyse
reste du domaine de la recherche scientifique.

3- Patients atteints d'un déficit en Fll dont le taux est compris entre 10 et 30%
Dans ce cas tous les génotypes sont envisageables et il faut par défaut rechercher deux alléles mutés (cas
n°1)

La succession de méthodes a utiliser est différente selon qu'il s'agit de cas index (propositus) ou de sujets
apparentés a un patient déficitaire.
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1- Les cas index

Il n'existe pas de point chaud pour les variations pathogénes. Le séquengage d’emblée (selon Sanger ou
NGS) des 14 exons et leurs régions flanquantes est donc indiqué.

En absence d’identification de variant causal par séquengage selon Sanger ou NGS des exons et régions
flanquantes, la recherche de grandes insertions/délétions doit étre réalisée par MLPA. Si cette recherche
reste négative, le séquencgage des introns par NGS avec une méthode adaptée sera envisagé dans le cadre
de la recherche scientifique. La stratégie est résumée dans la Figure 1.

)
. \d
‘.

HOPITAUX UNIVERSITAIRES ... g Gt e
PARIS NORD VAL DE SEINE srssossst - e et

Déficit en F2 déterminé sur la mesure d’activité et la
mesure antigénique

(Taux <40%)

Eliminer un déficit acquis (insuffisance hépatocellulaire,
hypovitaminose K, anti-prothrombine)

Propositus
(pour un apparenté, se limiter a la recherche
des mutations déja identifiées chez le propositus)

5 Séquencagedes
. o MLPA centrée sur [l rézionsintroniques
Séquencgage des 14 Exons et régions le géne F2 profondesdugene
flanquantes du géne F2, et des &2

régions régulatrices

\ ¢ & 3

98,3% des mutations 1,7% des 0% des mutations /655016
mutations  décrites a ce jour

Figure 1 : Stratégie d’étude d’'un déficit en Facteur Il

2- Les apparentés
Une fois la (les) variation(s) pathogene(s) du cas index identifiée(s), seul(s) I'exon (ou les exons)
concerné(s) seront analysé(s).
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IV-Cotation pour I’étude du géne F2

CAS INDEX:

Analyse par séquencage NGS N350 BHN 3270
Analyse par séquencage Sanger N906 x 5 BHN 570 x5
Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870

APPARENTES hors étude de la ségrégation familiale au diagnostic: Recherche ciblée :

Recherche d’un variant ou plusieurs variants

initialement identifié(s) par NGS N353 BHN 720
Recherche d’un variant préalablement identifi¢ par Sanger N906 BHN 570
Recherche de 2 variants dans des amplicons différents

préalablement identifiés par Sanger N906 x2 BHN 570 x2
Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870
Cas particulier : Etude familiale en cas de risque d’hémorragies

intra-cérébrales périnatales pouvant justifier un DPN 4082 B500
REFERENCES

(1)Bafunno V, Burry L, Tiscia GL and al. A novel congenital dysprothrombinemia leading to defective
prothrombin maturation. Thromb. Res. (Nov2014), 134, Issue 5 :1135-1141

(2) Quick Aj : Congenital hypoprothrombinemia. Lancet (1947), 2 : 379-382,

(3) Lancellotti S, Basso M, De Cristofaro R. Congenital prothrombin deficiency — an update. Semin
ThrombHemost(2013), 39:596-606

(4) Sun Wy, White DP, Degen JL and al. Prothrombin deficiency results in embryonic and neonates lethality
in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998), 95 : 7597-7602.

(5) Lancellotti S, Basso M, De Cristofaro R. Congenital prothrombin deficiency — an update. Semin
THromboHemost (2003), 39 : 596 — 606

(6)Harel R, Shani D, Donohoe K: A case of congenital prothrombin deficiency and idiopathic
thrombocytopnei purpura in a pregnant female. Blood Coagul Fibrinolysis (2016 fev 15 Epub ahead of print)
(7) Rouy S1, Vidaud D, Alessandri JL, Dautzenberg MD, Venisse L, Guillin MC, BezeaudA.Prothrombin
Saint-Denis: a natural variant with a point mutation resulting in Asp to Glu substitution at position 552 in
prothrombin. Br J Haematol. (2006 Mar), 132(6):770-3.

12/58



ASSOCIATION DES PRATICIENS DE GENETIQUE MOLECULAIRE (ANPGM) ;é AN PG M

Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors
hémophilies A et B et Maladie de Willebrand)

Référence : ANPGM_135 Numeéro de version : 2.0
Page 13/58

Principale database du géne F2
http://www.hgmd.cf.ac.uk/

ANNEXES

Coordonnées du laboratoire réalisant le génotypage F2en France

Laboratoires Correspondants (courriel + téléphone

Pr. P. De Mazancourt 01490955 30

Laboratoire de Biochimie et de Génétique -
philippe.de-mazancourt@uvsq.fr

moléculaire de I'hdpital Ambroise Paré

Boulogne Billancourt
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C- Stratégies d’études du géne F5 impliqué dans le déficit
constitutionnel en FV de la coagulation

I-Introduction

Les indications de I'’étude du géne F5, a ce jour, sont :

- Patients avec un déficit en Facteur V de la coagulation (propositus, apparentés et DPN éventuellement)

- Patients avec une discordance entre le test plasmatique de résistance a la protéine C activée et la présence
du variant Facteur V Leiden. Chez ces patients, il y a le plus souvent un déficit en facteur V hétérozygote
associe.

- Patients avec un syndrome hémorragique sans déficit quantitatif en FV (recherche d’anomalies moléculaires
ponctuelles)

1- Déficit en facteur V : description et mode de transmission :

Le déficit congénital en facteur V (FV) de la coagulation ou parahémophilie ou maladie de Owren est une
maladie rare de transmission autosomique récessive (1). Il touche 1 personne sur 1000000 pour les formes
homozygotes. OMIM : 227400, n® ORPHANET : 326.

Les déficits sévéres se caractérisent par des taux plasmatiques de FV inférieurs a 15% et correspondent a
des variants homozygotes ou hétérozygotes composites. Les déficits en FV modérés se caractérisent par
des taux compris entre 20 et 30% et correspondent a des variants hétérozygotes.

Les premiéres manifestations cliniques surviennent généralement tét a la naissance ou dans la petite
enfance mais certains patients restent asymptomatiques pendant de nombreuses années et 'anomalie est
découverte lors d'un bilan de coagulation fortuit. Les principaux symptdmes sont des saignements
cutanéo-muqueux (épistaxis, ménorragies...) et des saignements post-traumatiques ou lors de chirurgie.
Les saignements sévéres sont rares et retrouvés chez des patients ayant des taux de FV indétectables.
Les patients porteurs de variation pathogéne a I'état hétérozygote sont le plus souvent asymptomatiques.

2- Résistance a la protéine C activée et Facteur V Leiden :

La résistance a la protéine C activée (RPCa) est 'anomalie la plus fréquente du bilan de thrombophilie
(OMIM : 188055, n°ORPHANET : 64738) (2). Le facteur V Leiden est la principale cause de RPCa.
Facteur V Leiden ou Arg506GIn (NM_ 000130.4 : c.1601G>A ; p.Arg534GlIn).

La recherche isolée du variant facteur V Leiden n’est pas réalisée par I'étude du gene F5. Les patients avec
une discordance entre le test plasmatique de résistance a la protéine C activée et la présence du variant
Facteur V Leiden feront I'objet d’'une étude plus ou moins compléte du gene F5(2)(3). Chez ces patients, il y
a le plus souvent un déficit en Facteur V et la démarche est celle des études de déficit en facteur V.

3- Patients avec un syndrome hémorragique sans déficit quantitatif en FV
Dans ce cas, il faut rechercher une anomalie qualitative pouvant expliquer le syndrome hémorragique. A ce
jour, 3 variations (FV Texas, FV Amsterdam et FV Atlanta) sont décrites pour interférer avec la voie du

TFPI et entrainer une symptomatologie hémorragique (7)(8)(9).
Pathologie moléculaire :
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Le géne du facteur V de la coagulation (F5) est un géne constitué de 25 exons réparti sur 80kb. Il est
transcrit en un ARNm de 7kb qui code pour un précurseur de 2224 acides aminés. Ce précurseur va subir
des glycosylations pour finalement étre libéré dans le plasma.

La structure du FV est similaire a celle du facteur VIII de la coagulation et comprend 3 domaines A (A1, A2
et A3) de 330 acides aminés, un domaine B et 2 domaines C (C1etC2) de 150 acides aminés.

20% du facteur V est situé dans les plaquettes.

La majorité des variations pathogénes sont des variants faux-sens ou non-sens. Il y a aussi des petites
délétions ou insertions. Les variations sont réparties tout le long du géne. |l n'y a pas de variations
récurrentes en dehors de la substitution p.Tyr1730Cys chez les italiens (4).

A ce jour, une grande délétion (5) et un réarrangement complexe (6) sont décrits.

Dans 90% des cas de déficit sévere, une variation candidate est retrouvée.

Il N’y a pas de corrélation claire génotype/phénotype (corrélation expression clinique, taux de facteur V et
variant causal)

Nom et références du géne F5:
Geéne F5, gene Id : 2153, NM_000130.5, NP_000121.2, localisation 1q24.2.

ll- Organisation de la prise en charge des études génétiques au sein des réseaux
de laboratoires

En 2021, les laboratoires réalisant I'étude génétique du géne F5 sont au nombre de 2 (coordonnées en
annexe) :

- Service d’hématologie biologique, Hopitaux civils de Lyon, Groupement hospitalier Est, Bron

- Laboratoire de Biochimie et de Génétique Moléculaire, Hopital Ambroise Paré, Boulogne-Billancourt

Pour ce gene, il n’existe pas de répartition en niveau 1 ou 2 selon la classification proposée par 'agence
de la Biomédecine car il n'y a pas de variation pathogéne prépondérante permettant un premier dépistage
de niveau 1

Au niveau post-génomique, le laboratoire de Lyon réalise les études fonctionnelles (expression cellulaire
de variant et minigéne) mais ne réalise pas encore I'étude de TARNm.

Les laboratoires sont organisés en réseau depuis 2006 afin d’offrir une couverture nationale homogéne
selon un rationnel simple. Les laboratoires ne réalisant pas I'étude du géne demandé doivent adresser le
prélevement d’ADN pour étude au laboratoire expert.

llI-Arbre décisionnel d'étude du géene F5
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Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors
hémophilies A et B et Maladie de Willebrand)

Ces arbres décisionnels sont validés au sein du réseau des laboratoires GENOSTASE

Les indications d’étude sont a adapter en fonction des différentes situations telles que résumées ci-dessous.

1-

2-

3-

4-
5-

Patients avec un déficit en FV. Le déficit sévere en facteur V est de transmission autosomique
récessive. Les patients porteurs d’'une seule anomalie moléculaire auront un déficit en facteur V a
30-50%.

Patients avec une discordance entre le test plasmatique de résistance a la protéine C activée et la
présence du variant Facteur V Leiden : recherche d’'une variation associée a un déficit en FV en cis
ou en frans

Patients avec syndrome hémorragique sans déficit quantitatif en FV (recherche de variations
pathogénes ponctuelles)(7)(8)(9)

Recherche des variations pathogénes familiales

DPN

Les indications d’étude se présentent sous 2 aspects selon qu’il s’agisse d’une étude utilisant le séquencage
nouvelle génération NGS ou le séquengage Sanger.

A-Stratégie d’étude des patients déficitaires en FV intégrant le NGS selon les Indications

1-

Patients atteints d’'un déficit en FV

- dont le taux de FV:C mesuré se situe entre <1% et <a 30%.La valeur 30% est révisable selon

I’évolution des connaissances.

- dont le taux de FV:C mesuré est>30% (a discuter au cas par cas apres avis d'un centre expert)

16/58



ASSOCIATION DES PRATICIENS DE GENETIQUE MOLECULAIRE (ANPGM) ;ﬁ AN PG M

Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors
hémophilies A et B et Maladie de Willebrand)

Référence : ANPGM_135 Numeéro de version : 2.0
Page 17/58

Patient avec un déficiten FV: 1< FV<30%

Séquencage NGS des 25 exons, sites d'épissage, promoteur et 3'NT
+ Séquengage Sanger de I'exon 13 si besoin

0 allelemuté 1 alléelemuteé I 2 allélesmutés I

Etude des grands réarrangements v ’
(NGS, QPCR, MLPA..) : Homozygotie Hétérozygotie
composite

Oallélerrlmuté | I lalléle.zmuté | I Zal.lélesmutés |

Etude ségrégation familiale
~ Bases de données

Logiciels de prédiction

Etudes fonctionnelles

Rendu résultat

Patient avec un déficiten FV: FV>30%

Séquencage NGS des 25 exons, sites d'épissage, promoteur et 3'NT
+ Séquencage Sanger de I'exon 13 si besoin

0 alléle mute 1 allélemute

Etude des grands réarrangements
(NGS,QPCR, MLPA..)

0 alléle muté I I 1 alléle muté . Ftude ségrégation familiale
Bases de données

Logiciels de prédiction
Etudes fonctionnelles

Rendu résultat
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Remarques :- si le NGS permet d’étudier les CNV, cette technique sera utilisée en premiére intention et la
vérification sera faite par MLPA ou qPCR

- s’il y a des « trous » de couverture, les régions seront étudiées par séquengage Sanger. De
méme, I'exon 13 peut étre difficile a étudier. Il pourra en cas de besoin étre étudié par séquengage Sanger.

2- Patients avec une discordance entre le test plasmatique de résistance a la protéine C activée et la
présence du variant Facteur V Leiden :

o Patients avec un test de résistance a la protéine C activée anormal en I'absence du variant
Facteur V Leiden: recherche d’'une variation pathogéne responsable de la thrombophilie, se
reporter aux arbres traitant des thrombophilies rares (2)

o Patients avec un variant Facteur V Leiden présent a I'état hétérozygote et un test de
résistance a la protéine C activée discordant et un déficit modéré en FV : 2 cas de figure(3) :

= Testde résistance a la protéine C activée en faveur d’un variant du Facteur V Leiden
a I'état homozygote et le variant n’est présent qu’a I'état hétérozygote. Recherche
d’un alléle nul en « trans » sur le géne du F5.

= Test de résistance a la protéine C activée normal et le variant Facteur V Leiden
est présent a I'état hétérozygote. Recherche d’'un alléle nul en « cis » sur le géne
du F5.

Discordance test plasmatique de résistance 3 la
protéine C activée et variant Leiden du FV

Absence du variant Présence du variantLeiden a 'état
Leiden hétérozygote

Séquencage des 25 exons, sites d’épissage, promoteur et 3'NT

0 alléle muté ] ’lallélemuté \ IOaIIéIemut.é Hlallélemuté

variantnon || variant Etude des grands
décrit decrit réarrangements

(MLPA, QPCR)

Résistanceacquise?] Y, .
‘ compatible Etude ségrégation familiale

Bases de données
Logiciels de prédiction

Rendu résultat
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3-Patients avec syndrome hémorragique sans déficit quantitatif en Facteur V

Syndrome hémorragique sans déficit en FV

Séquengage NGS 25 exons, sites d'épissage, promoteuret 3'NT
OU séquencage Sanger ciblé de 'exon 13

\ Variantsdans l'exon 13: FV Texas? FV Amsterdam? FV Atlanta?

Rendu résultat

4-Etude familiale :
Le propositus est étudié par séquengage NGS et la (les) variation(s) pathogéne(s) mise(s) en évidence
chez les apparentés sont recherchées par séquengage Sanger, MLPA et/ou gPCR selon les cas.

B-Stratéqgie d’étude des patients déficitaires en FV sans NGS selon les Indications

Trois situations possibles

1- Patients atteints d’un déficit en FV
- dont le taux de FV:C mesuré situe entre <1% et <ou = a 30%
- dont le taux de FV:C >30% (a discuter au cas par cas apres avis d’'un centre expert)
La stratégie est la méme que pour I'approche avec le NGS : séquengage systématique par technique
Sanger des 25 exons, des sites d’épissage, de la région promotrice et de la région 3'NT. La recherche de
grands réarrangements se fera par MLPA ou qPCR.

2- Patients avec syndrome hémorragigue sans déficit en Facteur V (7),(8)(9)
Séquengage Sanger d’une partie de I'exon 13 a la recherche des variants FV Texas (7) (c.2350A<G ;
p.Ser784Gly) et FV Amsterdam (c.2588C>G ; p.Ala863Gly) (8)
NM_000130.4
Recherche du FV-Atlanta : ¢.2413_3244del (p.Thr805Serfs*13) (9)
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3- Etude familiale :

Le propositus est étudié par séquengage systématique et la ou les variations pathogénes a mettre en
évidence chez les apparentés sont recherchées par séquengage Sanger, MLPA et/ou gPCR selon les
cas.

C-Stratégie du Diagnostic Prénatal du déficit en FV

L’étude doit comporter I'analyse des parents et du feetus.

Elle s’appuie sur les recommandations ANPGM du Diagnostic prénatal.

Se fait sur rendez-vous afin d’organiser au mieux I'analyse. Il ne peut étre proposé qu’apres identification
chez chacun des membres du couple du(des) variant(s) délétere(s) et sera réalisé de préférence a partir de
villosités choriales. Selon le contexte, ce diagnostic prénatal pourra également étre effectué a partir des
cellules amniotiques.

IV-Cotation pour I’étude du géene F5

CAS INDEX:
Analyse par séquencage NGS N350 BHN 3270
Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870

APPARENTES hors étude de la ségrégation familiale au diagnostic: Recherche ciblée :

Recherche d’un variant ou plusieurs variants

initialement identifié(s) par NGS N353 BHN 720
Recherche d’un variant préalablement identifi¢ par Sanger N906 BHN 570
Recherche de 2 variants dans des amplicons différents

préalablement identifiés par Sanger N906 x2 BHN 570 x2
Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870

Cas particulier : Etude familiale en cas de risque d’hémorragies
intracérébrales périnatales pouvant justifier un DPN 4082 B500
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ANNEXES

1- Coordonnées des laboratoires réalisant le génotypage F5 en France

Déficit i pécialisés Coordonnées mail + télép
Iéeét_)roratowe d’hémostase Centre Hospitalier Dr M. Fretigny 04 27 85 66 18
Lyon mathilde.fretigny@chu-lyon.fr 04 27 8566 17

Fv Laboratoire de Biochimie et de Génétique

moléculaire de I'hdpital Ambroise Paré
Boulogne Billancourt

Pr. P. De Mazancourt

philippe.de-mazancourt@uvsq.fr 01490955 30
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2- Feuille de renseignements cliniques

Fiche de renseignement déficit en Facteur V

Identité Patient : Prescripteur
Nom

Nom Institution

Prénom

Date de naissance
Lieu de naissance

Taux de facteur V - activité coagulante : ..................... %
-antigéne & .., %
- Facteur V intraplaquettaire : ................ %
Anticoagulant circulant (inhibiteur) non 3O ouid titrage:............
Taux de facteur VI - activité coagulante : ..................... %

Existe t’il une notion de consanguinité dans la famille ?
oui d non a ne sais pas a
Une étude familiale a-t-elle déja été menée ?

oui d non a ne sais pas a

Noms des autres patients déficitaires ou membres de la famille étudiés (si nom différent de ce patient) :

Origine ethnique :

Circonstances de découverte :
3 signes cliniques «hémorragiques» 3 bilan hémostase perturbé

Principaux signes cliniques hémorragiques:
3 aucun
O épistaxis
O ménorragies
O hématuries
O hémorragies cérébrales
3 hémorragies digestives
O hématomes
O hémarthroses
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Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors

0 saignements aprés traumatisme/chirurgie/accouchement/extractions dentaires
O autres :

3- Coordonnées des laboratoires :

Service d’hématologie Biologique
Centre Hospitalier Est

Centre de Biologie EST
Plateforme BIOGENET-3°™ étage
59, boulevard Pinel

69677 BRON cedex

Chef de service : Pr Christine Vinciguerra

Responsables de I'activité : Pr Christine Vinciguerra (christine.vinciguerra@chu-lyon.fr)

Dr Mathilde Frétigny (mathilde.fretigny@chu-lyon.fr)

Tel : 04 27 85 66 18 (secrétariat)
Fax:04 723573 35

Laboratoire de Biochimie et de Génétique Moléculaire
Hbépital Ambroise Paré

9 avenue Charles de Gaulle

92100 Boulogne-Billancourt
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D- Stratégies d’études du géne F7 impliqué dans le déficit
constitutionnel en FVII de la coagulation

I-Introduction
Description et mode de transmission

Le déficit constitutionnel en Facteur VIl est le plus fréquent des déficits rares en facteurs de la coagulation.
Sa fréquence en Europe est estimée a 1/300 000 individus (1-2). Le tableau clinique est extrémement
variable allant de formes totalement asymptomatiques a des maladies sévéres mettant en jeu le pronostic
vital. Le taux de FVII plasmatique résiduel n'est le plus souvent pas corrélé a la sévérité du syndrome
hémorragique. Il est donc trés difficile de définir des groupes a risque hémorragique, compliquant la prise en
charge thérapeutique.

Le mode de transmission est autosomique récessif et le spectre mutationnel est large sans variation
pathogéne prépondérante.

Sur le plan thérapeutique, il existe un traitement spécifique: le facteur VIl activé recombinant, (rfFVIlaEptacog
alfa activé NovoSeven®) recommandé en premiére intention, les concentrés de complexe prothrombinique
humain (PPSB) et un facteur VIl d’origine plasmatique (Immunseven®) disponible en autorisation temporaire
d'utilisation (ATU) dans les cas de contre-indications des produits activés

Pathologie moléculaire

Plus de 250 variations pathogenes ou probablement pathogenes, différentes ont été répertoriées dans les
banques de données et la littérature recensée sur la base de données UMD F7 accessible a I'adresse
suivante : http://www.umd.be/F7/W_F7/index.html et https://f7-db.eahad.org/ . A I'exception de courtes
délétions de 15 a 17 paires de bases, il s'agit majoritairement de variations ponctuelles avec une forte
proportion de variations dites privées décrites dans une seule famille. Tous les types de variations
ponctuelles sont représentés: variants non-sens, faux-sens, variations des sites d'épissage, délétion ou
insertion ponctuelle décalant ou non le cadre de lecture. Les variants faux-sens sont les plus fréquents,
répartis sur I'ensemble des exons. Quelques cas de larges délétions du géne F7 ont été décrits (3-4).
Certaines délétions peuvent emporter également le gene du FX trés proche du géne du FVII sur le
chromosome 13.

Par ailleurs, plusieurs polymorphismes intra-géniques sont reconnus pour moduler les taux de FVII:C
circulant. Leur effet peut se surajouter a celui des variations pathogénes accentuant la complexité des
génotypes F7 et leur interprétation (1).

Noms et références des génes
Déficit en FVII, N° OMIM : 227500, N° ORPHANET : ORPHA327, géne F7 :NM_000131.4 et NP_000122.1
Localisation sur le chromosome 13 : NC_000013.11 (113105788 ... 113120681, assembly GRCh38).
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ll-Organisation de la prise en charge des études génétiques au sein des réseaux de
laboratoires
En 2017 les laboratoires realisant I'étude génétique du gene F7sont au nombre de 4
- Département d’hématologie biologique, hopital Saint-Eloi (Montpellier)
- Service d’hématologie biologique, hdpital Européen George Pompidou (Paris)
- Laboratoire de biochimie et de génétique moléculaire, hépital Ambroise Paré (Boulogne-Billancourt).
- Laboratoire Cerba (Paris)
Pour ce gene, il n’existe pas de répartition en niveau 1 ou 2 selon la classification proposée par 'agence
de la Biomédecine car il n'y a pas de variation pathogéne prépondérante permettant un premier dépistage
de niveau 1. Sur ces 4 laboratoires, un seul réalise le diagnostic prénatal (Laboratoire Cerba)
Les laboratoires sont organisés en réseau depuis 2006 afin d’offrir une couverture nationale homogene selon

un rationnel simple. Les laboratoires ne réalisant pas I'étude du géne demandé doivent adresser le
prélevement d’ADN pour étude a un des 4 laboratoires expert.

llI-Arbres décisionnels des études du géneF7
Ces arbres décisionnels sont validés au sein du réseau des laboratoires GENOSTASE
Les indications d’étude sont a adapter en fonction des différentes situations telles que résumé ci-dessous.

Les valeurs seuils sont révisables selon I'évolution des connaissances.

Patient avec un déficit en FVII

FVII:C variable selon la

1< FVIIC < 15% 15< FVII:C < 30% 30%< FVII:C <50% thromboplastine

Couple avec un 1% enfant porteur d’une forme clinique sévére de déficit en FVII

Les indications d’étude se présentent sous 2 aspects selon qu’il s’agisse d’une étude utilisant le séquencage
nouvelle génération NGS ou le séquencage Sanger.

25/58



ASSOCIATION DES PRATICIENS DE GENETIQUE MOLECULAIRE (ANPGM) § AN PG M

Stratégies d’études des génes impliqués dans les déficits
constitutionnels rares en facteurs de la coagulation (hors
hémophilies A et B et Maladie de Willebrand)

Référence : ANPGM_135 Numeéro de version : 2.0
Page 26/58

A-Stratégie d’étude des patients déficitaires en FVIl intégrant le NGS selon les Indications
Quatre situations possibles

1- Patients atteints d’'un déficit en FVII

- dont le taux de FVII:C mesuré avec une thromboplastine recombinante humaine se situe entre
<1% et <ou = a 15%

- dont le taux de FVII:C mesuré avec une thromboplastine recombinante humaine se situe entre
>15% et <ou = a 30%

- dont le taux de FVII:C mesuré avec une thromboplastine recombinante humaine est entre 30 et
50% (les valeurs sont révisables selon I'évolution des connaissances)

2- Couple avec un 1¢ enfant atteint d’'une forme clinique sévére (hémarthroses a répétition,
hémorragies cérébrales)

Patient avec un déficit en FVII
1< FVII:C< 15%

Analyse des exons 1 a 9 et région 5’UTR (NGS ou Sanger)

| | |

] 0 alléle muté \ ] 1 alléle muté \ 2 alléles mutés \

Etude des grands réarrangements Heterozygotie
du géne F7 (MLPA ou QMPSF) composite

] 0 alléle muté ‘ ] 1 alléle muté ‘ ] 2 alléles mutés ‘

Etude promoteur et introns (NGS)

*Etude ségrégation familiale
2 alléles - *Basesdedonnées
mutés *Logiciel de prédiction de la pathogénicité si mutation non décrite

0 allele 1 alléle
muté muté

| |

Rendu résultat
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Patient avec un déficit en FVII
15< FVII:C< 30%

Analyse des exons 1 a9 et région 5’"UTR (NGS ou Sanger)

1 alléle muté et 1 alléle muté et 2 alleles mutés

] 0 alléle muté \

allele Al et M1 alléle A2 et/ou M2

. n ) : Hétérozygotie
Etude des grands réarrangements . :|
du géne F7 (MLPA ou QMPSF) Y8 composite

‘ 1 alléle muté et
alleles Alet M1

2 alleles mutés
ou 1 alléle muté et
alléle A2et/ou M2

0 alléele muté

Etude promoteuret introns (NGS) ‘

|

Oallele 1allele
muté muté

NB : Alléle A2 : F7 :c.-325_-324insCCTATATCCT, Alléle M2 :F7.p.Arg413GIn

*Etude ségrégation familiale
2 alléles *Bases de données

mutés *Logiciel de prédiction de la pathogénicité si mutation non décrite

Rendu résultat

Selon la technique NGS utilisée, les grands réarrangements peuvent étre directement mis en évidence.
Cependant, ils devront étre confirmés par une technique Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) ou QMPSF. En I'absence d'anomalie détectée, I'existence de variants dans les introns ou régions
régulatrices pourra étre envisagée mais reléve du domaine de la recherche.
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Cette étude est a discuter . .
_C . - Lc, Patient avec un déficit en FVII
UYU cas par cas, apres avis 30% < FVII:C<50%

d’un centre expert.

Analyse des exons 1 & 9 et région 5’UTR (NGS ou Sanger)

0 alléle muté R .
1 alléle muté

Etude des grands réarrangements
du géne F7 (MLPA ou QMPSF)

|

0 alléle muté 1 allele muté

*Etude ségrégation familiale
*Bases de données

Rendu résultat

B-Stratéqgie d’étude des patients déficitaires en FVIl sans NGS selon les Indications

1- Patients atteints d’'un déficit en FVII dont le taux de FVII:C varie selon le réactif thromboplastine
utilisé (recombinante humaine ou animale)
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L’avis d’un centre expert est Patient avec un déficit en FVII

indispensable en cas de FVII:Cvariable selon la thromboplastine,

discordance avec un taux de FVII:C

FVI11:C<50% en thromboplastine humaine

>50% en thromboplastine humaine

| |
0 alléle muté 1 alléle mutéet FVII:Cen
thromboplastine lapine <15%

Analyse des exons 3, 5, 6, 7 et 8 en Sanger composite homozygotie

2 alléles mutés

Etude des grands
réarrangements
0 alléle muté 1 alléle muté 2 alléles mutés du géne F7 (MLPA
ou QMPSF)
Confirmation Large
homozygotie || délétion
*Etude ségrégation familiale hétérozygote
*Bases de données ’
*Logiciel de prédiction de la liaison au facteur
tissulaire *Etude ségrégation familiale

Rendu résultat

C-Stratégie d’étude d’un conjoint de patient déficitaire en FVII dans le cadre d’un projet parental

1

Conjoint d’un patient déficitaire en FVII porteur d’'une variation de séquence reconnue séveére:
'examen du géne F7 se justifie dés lors que le taux de FVII :C est inférieur ou égal a 80 % selon la
stratégie exposée au paragraphe A quelle que soit la symptomatologie clinique associée. La valeur
de 80% est révisable, I'avis d’un centre expert est requis.

Sont reconnues séveres les variations suivantes : larges, délétions, variant non-sens, variation
décalant le cadre de lecture, variant faux-sens touchant un des résidus suivants (nomenclature
protéique HGV'S ou la méthionine du codon d'initiation est notée 1): la cystéine 195, la cystéine 322,
I'histidine 253, I'acide aspartique 302, la sérine 404, I'arginine 212, l'isoleucine 213 ou toute autre
variation de séquence déclarée sévére dans le compte rendu.

Conjoint d’'un patient déficitaire en FVII porteur d'une anomalie moléculaire non reconnue sévére :

'examen du géne F7 se justifie dés lors que le taux de FVII :C est inférieur a 60 % selon la stratégie
exposée au paragraphe A quelle que soit la symptomatologie clinique associée.
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D-Stratégie du Diagnostic Prénatal du déficit en FVII

L’étude doit comporter I'analyse des parents et du fcetus.

Elle s’appuie sur les recommandations ANPGM du Diagnostic prénatal.

Se fait sur rendez-vous afin d’organiser au mieux I'analyse. Il ne peut étre proposé qu’apres identification
chez chacun des membres du couple du (des) variant(s) délétére(s) et sera réalisé de préférence a partir de
villosités choriales. Selon le contexte, ce diagnostic prénatal pourra également étre effectué a partir des
cellules amniotiques.

IV-Cotation pour I’étude du géne F7

CAS INDEX:

Analyse par séquencage NGS N350 BHN 3270
Analyse par séquencage Sanger (hors cas particulier de

variant FVII associé a un FVII :C variable selon

la thromboplastine utilisée) N906 x 5 BHN 570 x5
Analyse par séquencage Sanger : cas particulier de

variant FVII associé a un FVII :C variable selon

la thromboplastine utilisée N906 x 2 BHN 570 x2

Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870

APPARENTES hors étude de la ségrégation familiale au diagnostic: Recherche ciblée :

Recherche d’un variant ou plusieurs variants

initialement identifié (s) par NGS N353 BHN 720
Recherche d’un variant préalablement identifi¢ par Sanger N906 BHN 570
Recherche de 2 variants dans des amplicons différents

préalablement identifiés par Sanger N906 x2 BHN 570 x2
Recherche de réarrangement par MLPA N318 BHN 870

Cas particulier : Etude familiale en cas de risque d’hémorragies
intra-cérébrales périnatales pouvant justifier un DPN 4082 B500
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