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INTRODUCTION :
Les valeurs de référence sont extraites d’une population saine et sont définies par I’intervalle de

référence compris entre le percentile 2,5 et 97,5 contenant le 95% central.

L’homocystéine est un métabolite des acides aminés soufrés : la méthionine et la cystéine. Le
métabolisme de I’homocystéine nécessite la vitamine B12, B6 et les folates. Dans le plasma la molécule
est soit sous forme libre ou liée aux protéines plasmatiques, oxydée (disulfides) ou réduite. Le dosage

de I’homocystéinémie totale comprend I’ensemble de ces formes.

L’homocystéinémie dépend des déterminants génétiques, biologiques et environnementaux. Elle est
¢levée et associée a des événements cardiovasculaires et thromboemboliques. La détermination d’une
valeur de référence de I’homocystéine plasmatique totale dans la population de chaque région, peut, de
ce fait, étre avantageuse. La supplémentation en folates et en vitamine B12 est associée a une réduction
du niveau de I’homocystéinémie, ce qui n’est cependant pas nécessairement corrélée a une réduction

des événements cardiovasculaires ou thromboemboliques.

Ce travail est une étude rétrospective dont le but est de déterminer des valeurs de références de
I’homocystéine plasmatique totale a partir d’une cohorte lausannoise non supplémentée en folates.
MATERIEL ET METHODOLOGIE :

Afin de sélectionner une population de référence a partir de la base de donnée de la cohorte lausannoise,
les personnes avec les variables suivantes ont été exclues : a) filtration glomérulaire eGFR < 60
ml/min/1,73m? b) diabéte sucré ¢) prise d’antidiabétiques o) prise d’antihypertenseurs e) antécédent

d’infarctus du myocarde f) dosages manquants de I’homocystéine.

Les logiciels statistiques suivants ont été utilisés : version 14.1 du logiciel Stata (Stata corp, College

Station, TX ; USA), SPSS statistics (IBM corp ; USA).

Les dosages de I’homocystéine plasmatique totale ont été effectués au laboratoire de chimie clinque du

CHUYV par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC).

A partir de ces données, nous avons comparé la distribution de I’homocystéine plasmatique totale ainsi
qu’extrait des intervalles de référence tout en tenant compte des différentes variables

RESULTATS :

Selon les critéres d’exclusions de notre étude, 5069 personnes ont été éligibles de la cohorte lausannoise
(N=6733). La distribution de I’homocystéine totale dans notre population est asymétrique avec un
intervalle de référence chez les femmes de 5,2 — 15,6 pmol/L et de 6,3 mol/L. — 19,8 pmol/L chez les
hommes, tout age confondu. En plus du genre, nous avons séparé la population en fonction de 1’age.
Nous obtenons un taux d’homocystéine totale chez les personnes < 65 ans entre 5,1 — 14,8 pmol/L pour
les femmes (N=2451) et entre 6,2 — 19,6 pmol/L pour les hommes (N=2169). De méme maniére, pour

les personnes > 65 ans, nous obtenons un intervalle de référence entre 6,3 — 17,6 pmol/L chez les



femmes (N=258) et 7,2 — 31,5 pmol/L chez les hommes (N=191).

La limite supérieure de I’intervalle de référence est augmentée dans les conditions suivantes : sexe
masculin, age > 65 ans, obésité abdominale, hypertension artérielle, dyslipidémie (HDL diminué, LDL
augmenté, triglycérides augmenté), sédentarité, ménopause, consommation d’alcool importante et trés
importante.

CONCLUSION :

Dans une population de référence constituée d’individus issus de la population CoLaus, agés de 35 a 75
ans, sans insuffisance rénale, ni diabéte, ni hypertension et sans antécédents de maladies
cardiovasculaires, I’intervalle de référence (p2.5 — p97.5) de ’homocystéine totale plasmatique est 5,5
- 17,5 pmol/L. Une différence statistiquement significative est observable entre les femmes (5,1 — 14,8

pmol/L) et les hommes (6,2 — 19,6 pmol/L) de moins de 65 ans.

Conformément aux données de la littérature, nous avons observé une association entre I’homocystéine
totale plasmatique et les variables suivantes : 1’age, le genre, le BMI, la tension artérielle, la
dyslipidémie, 1’activité physique, la ménopause ainsi que la consommation d’alcool. Ces variables sont

nécessaires pour une bonne interprétation de la concentration d’homocystéine plasmatique totale.

Une sérieuse limitation de notre travail est I’absence de données concernant le statut vitaminique des
individus de référence (vitamine B12 et folates). Un déficit vitaminique pourrait raisonnablement
expliquer 1’¢lévation du percentile 97,5 dans la population de plus de 65 ans avec fonction rénale
conservée, tant chez les femmes (17,6 pmol/L) que chez les hommes (31,5 pmol/L). La valeur de la
limite supérieure de I’intervalle de référence des hommes de plus de 65 ans étant au-dela de la valeur
seuil généralement admise comme hyperhomocystéinémie intermédiaire, il ne parait pas judicieux

d’adopter une telle limite dans la pratique médicale.

Notre travail démontre le fait que 1’utilisation de la valeur seuil du laboratoire (15 pmol/l) comme limite
supérieure de I’intervalle de référence reste compatible avec I’intervalle de référence trouvée dans notre
population de référence, tout genre confondu (17.5 pmol/l). Augmenter la limite de référence de 2.5
umol/l n’aurait cependant pas de sens du point de vue santé publique, tous les facteurs de risque
cardiovasculaires (surpoids, sédentarité, bilan lipidique, ...) conduisant a une augmentation de la limite
supérieure de I’intervalle de référence.
Notre travail illustre donc une fois de plus la difficulté de choisir entre valeurs seuils et intervalles de

référence pour I’interprétation (classification) des données par le laboratoire.

Malgré une limite supérieure de ’intervalle de référence élevée, nous proposons de ne pas modifier la
valeur seuil utilisée par le laboratoire, sachant qu'une des causes principales d’une augmentation de
I’homocystéine plasmatique totale, en 1’absence d’insuffisance rénale, est une hypovitaminose (B12 et
folates). Une hyperhomocystéinémie s’amenuisant apreés substitution permet de mettre cette

augmentation sur le compte d’un déficit fonctionnel de I'une ou I’autre de ces vitamines.



Le concept de la valeur de référence a été développé afin de remplacer la notion de « normalité » dans
un contexte ou une importante quantité de série de mesures ont commencé a étre réalisées par les

laboratoires(1).

L’établissement de valeurs de référence, par des moyens statistiques, nécessite le recrutement d’une
population de référence, correspondant a un large échantillon d’une population saine. La sélection
minutieuse d’une population de référence saine est primordiale pour la détermination de la variabilité
biologique, correspondant a la variabilité intra- et interindividuelle. Les valeurs de référence sont
spécifiques a la population a partir de laquelle elles sont estimées ainsi qu’aux méthodes de mesures
utilisées(1). Elles sont définies par un intervalle de référence, lui-méme généralement déterminé par

I’écart entre les percentiles (p) 2,5 et 97,5, contenant le 95% central de la population de référence.

L homocystéine (Hcy) est un intermédiaire du métabolisme des acides aminés soufrés, méthionine et

cystéine (voir Fig.1 ci-dessous). Hcy est un produit du métabolisme de la méthionine(2).

L’Hcy intracellulaire est soit reméthylée en méthionine, soit transulfurée, soit exportée des cellules. La
premicre réaction de reméthylation est catalysée par SMTHF-Hcy metyltransferase (méthionine
synthétase : MS) qui requicre la vitamine B12 comme cofacteur. Cette derniére réaction est couplée a
la conversion de SMTHF (5-méthyltétrahydrofolate) en THF (tétrahydrofolate), ce qui est le point de
convergence entre la voie du métabolisme de folate et de la voie de reméthylation de Hcy(2). Une autre
voie alternative de reméthylation de Hcy dans le foie est celle catalysée par la betaine-Hcy

méthytransferase, la betaine servant de donneur de méthyl(2).

Les enzymes de la voie de transsulfuration dépendent de la vitamine B6. La cystathionine-B-synthase
(CBS), catalysant la condensation de Hcy avec la sérine pour former la cystathionine(2). Cette réaction
est irréversible dans les conditions physiologiques, et forme le point d’engagement de Hcy dans la voie
de la transsulfuration(2). Plus tard, la cystathionine est clivée en cystéine et en a-ketobutyrate, réactions

catalysées par une autre enzyme vitamine B6 dépendante (a-cysthionase).
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Figure 1: voie métabolique de I'homocystéine (49)

Comment mesurer ’homocystéine plasmatique totale (tHcy) ?
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Figure 2: les différentes formes de I'nomocystéine plasmatique totale(3)




L’Hcy se trouve sous forme libre ou liée aux protéines dans le sang, sous forme oxydée (disulfides) ou
réduite (voir Fig. 2). Le dosage plasmatique de 1’homocystéine totale prend en compte toutes ces

formes(2).

Des méthodes de détermination des différents formes de I’homocystéine totale plasmatique (tHecy) se
font depuis les années 1980 par différentes techniques de chromatographie(2,4), celle utilisée dans cette
é¢tude est la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC). D’autres méthodes de

dosage utilisent des techniques enzymatiques, radio-enzymatiques ou immuno-enzymatiques(4).

FACTEURS PHYSIOLOGIQUES INFUENCANT LA CONCENTRATION PLASMATIQUE DE THCY :

La concentration tHcy est influencée par les déterminants biologiques, génétiques et
environnementaux(5,6). Le niveau tHcy plasmatique est plus élevé chez les hommes. L’age,

I’insuffisance rénale ainsi que I’hypothyroidie ont un effet sur son élévation(6).

Le mode de vie a un impact significatif sur le niveau de tHey. En effet, le niveau de tHcy est un marqueur
sensible reflétant indirectement le taux vitaminique (vitamine B12 et folates) dans les cellules(6,7),
c’est-a-dire que I’apport nutritionnel en ces vitamines se correle a la diminution de la concentration
tHcy. L’activité physique diminue également le niveau de tHcy(8), contrairement a la consommation
chronique d’alcool et du tabac(9). L’impact du style de vie est plus important chez les femmes que les

hommes(6).

Certains médicaments, comme les antagonistes des folates (Méthotrexate), de la vitamine B12 ou B6,
les médicaments antiépileptiques, les contraceptifs et certaines thérapies hormonales(6,10) ou encore
les amino-thiols (acetylcystéine, penicillamine) augmentent le niveau de tHcy, tandis que les thérapies

hormonales chez les femmes ménopausées le diminue(10,11).

Du c6té génétique, la cause la plus commune d’hyperhomocystéinémie congénitale(6) est le déficit en
CBS chez les homozygotes, mutation présente chez les hétérozygotes a une fréquence <1% dans la

population générale. D’autres causes génétiques plus rares existent, comme un défaut de MTHFR(6).

FACTEURS PHYSIOPATHOLOGIQUES INFLUENCANT LA CONCENTRATION PALSMATIQUE DE THCY :

Actuellement, de nombreuses études objectivent une élévation de taux de I’homocystéine dans les
populations atteintes de pathologies fréquentes, telles que les maladies cardiovasculaires ou
thromboemboliques, concluant ainsi a une association(12). Le niveau tHcy élevé est décrit en tant que
facteur de risque cardiovasculaire (FRCV) indépendant(6,13—17). Toutefois les conclusions sont encore
controversées a ce sujet. En effet, certaines études associent la tHcy en tant que facteur prédictif
indépendant d’événement arthérosclérotique(6,17), d’autres montrent une forte association avec les
maladies thromboemboliques(18) mais d’autres études encore ne retrouvent pas ces associations(19).

les FRCV conventionnels in niveau de tHcy. L’augmentation de 1’homocystéinémie est corrélée avec



I’augmentation de LDL-cholestérol et la diminution de HDL-cholestérol(6,8,17). Une corrélation
positive proportionnelle entre le nombre de cigarettes fumées et une forte augmentation de tHcy
plasmatique est rapportée, par une étude norvégienne, de la région de Hordaland. Cette corrélation est

particuliérement forte chez les femmes(8).

Selon I’étude « The European Concerted Action Project »(16), I’élévation de tHcy est un FRCV tout
comme la fumée, la dyslipidémie, le diabéte sucré et I’hypertension(17). Arnesen et al. (13) ont mené
une étude qui précise la corrélation entre la tHcy et les facteurs de risques cardiovasculaires, ceci en
stratifiant la tHcy en fonction de la valeur prédictive d’événements cardiovasculaires. Ainsi la tHcy
¢levée a une valeur prédictive inférieure au cholestérol total, au HDL-cholestérol et au tabac mais
supérieure au diabéte, a la tension artérielle systolique et aux triglycérides(13). De plus, la tHey élevée
agit comme un facteur synergique aux FRCV conventionnels (fumée, diabéte, hypertension,
dyslipidémie, sédentarité)(6,16,17). Une étude réalisée chez des patients hyperlipidémiques souligne
I’augmentation de risque de maladies arthérosclérotique lors d’une association avec une tHcy élevée.
Par conséquent, elle recommande le dosage de tHcy plasmatique chez cette population a risque, dans le

but d’utiliser des moyens de réduction du taux de tHcy dans le cas d’hyperhomocystéinémie(17).

L’impact du diabéte sur le tHcy est un sujet controversé, alors que certaines études ne trouvent aucune
association ou signalent une corrélation inverse(6), C. Chrysohoou et al. (20) met en évidence
I’augmentation du niveau de tHcy avec le diabéte. La méta-analyse de Refsum et al.(6) évalue deux cas
de figure et constate que les diabétiques avec une fonction rénale normale ont la tHcy normale ou
diminuée, due a I’hyperfiltation glomérulaire, alors que les diabétiques avec une altération de la fonction

rénale ont une tHcy élevée.

Selon I’étude de O. Nygdrd et al. (21), la tHcy élevée est un facteur prédicteur modifiable de la
mortalité, ceci indépendamment de 1’age, du genre, de la consommation de tabac, de la tension artérielle
ou de la créatinémie. Cette étude, réalisée sur des patients avec une maladie coronarienne confirmée, a
investigué I’association entre la tHcy élevée et la mortalité. Elle montre une mortalité plus importante
24,7% chez les patients avec un niveau de tHcy élevé (>15 pmol/L) par rapport a ceux avec un niveau

de tHcy normal (< 9umol/L), mortalité a 3,6 %.



TABLEAU 1 : RESUME DES FACTEURS INFLUENCANT THCY

Variables tHcy
Age élevé 1
Homme )
Femme U
Insuffisance rénale i)
Hypertension f
Diabéte sucré ftl o
Hypothyroidie i)

Folates, vitamine B12/B6

LDL augmenté, HDL diminué

Activité physique

Tabac, alcool

= = < =| <

Médicaments :

- Antagoniste des folates
(Méthotrexate)

- Antagoniste de la vit B12/B6

- Meédicaments antiépileptiques

- Contraceptifs

- Certaine thérapie hormonale

- Amino-thiols
Hormonothérapie (femme ménopausées) | |

Génétique i

- Déficit congénital CBS
- Défaut de MTHFR

f} : tHey augmentée, | : tHcy diminuée et @ pas d’association

Apport en vitamines et réduction de la concentration plasmatique de tHcy ?

La supplémentation en folates associée a de la vitamine B12 ou B6 est le moyen, le plus fréquemment
utilisé, permettant de réduire la concentration de tHcy(17). Bien que des récentes études aient
objectivées une réduction de la concentration de tHey par la supplémentation en folates et vitamine B12,
chez les personnes ayant un niveau de tHcy élevé, la diminution de cette derniére n’a pas d’effet sur la
réduction des événements cardiovasculaires(12,16,22). Selon Bonaa et al. (12), chez les patients avec
des antécédents d’événements cardiovasculaires, la réduction du niveau de tHcy ne les protége pas
d’autres événements cardiovasculaires. La supplémentation par B6 seule ne semble pas avoir un effet

significatif sur la réduction du niveau de tHcy(23).

Différents moyens d’actions ont été introduits afin de diminuer la concentration de tHcy au niveau



populationnel. Les Etats-Unis et le Canada ont introduit une fortification de la farine et des céréales en
folates(12,24), ceci afin de diminuer les événements cardiovasculaires chez la population générale. Les
résultats actuels montrent, comme conséquence de cette mise en place, une baisse du niveau de tHcy et
des défauts congénitaux du tube neural(25). En Suisse, seules les personnes a risques, recoivent des
suppléments en folates(26). Les apports nutritionnels et les supplémentations étant différents d’un pays
a l’autre, il est nécessaire que chaque pays détermine son intervalle de référence de tHcy pour sa

population(3).

Lorsque le dosage de tHcy est effectué par la technique de HPLC, la majorité des laboratoires utilise 15
pmol/L comme valeur limite supérieure de I’intervalle de référence d’homocystéinémie élevée, ceci
indépendamment de 1’age, du sexe ou d’autres paramétres biologique(27,28). Selon le CDC « Center of
Disease Control and Prevention », I’hyperhomocystéinémie modérée est entre 16 a 30 umol/L,

intermédiaire entre 30 & 100 pmol et sévere supérieure a 100 pmol/L(29).

L’objectif de ce travail est d’étudier rétrospectivement la distribution de tHcy et d’établir les intervalles
de références pertinents, ceci a partir d’une population de référence issue de la cohorte lausannoise
(CoLaus) non supplémentée en folates. S’ils se révélent pertinents, les intervalles de référence ainsi

déterminés remplaceront celui utilisé par le laboratoire de chimie clinique du CHUV.
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La population étudiée est celle de la cohorte lausannoise CoLaus (50) étude populationnelle dont le but
est d’investiguer 1’épidémiologie et la génétique des déterminants des facteurs de risques
cardiovasculaires et du syndrome métabolique. La population provient de la ville de Lausanne qui
comprend 117'161 personnes dont 79°420 ont la nationalité suisse. Les critéres d’inclusion pour la
CoLaus étaient : a) un consentement par écrit b) un age compris entre 35 a 75 ans c¢) une personne
d’origine caucasienne, définie comme personne dont deux grands-parents sont nés dans une liste stricte
de pays. Le recrutement de la population a été faite entre 2003 et 2006, et au total 6733 participants ont

été sélectionnés(30). (Voir la méthodologie détaillée de la CoLaus)

Les valeurs limites de différentes variables tel que le BMI, la tension artérielle, le bilan lipidique, la
consommation d’alcool et la pratique de I’activité physique ont été tirées de la méthodologie de la

CoLaus(30).

Afin d’avoir accés a la base de donnée de CoLaus une demande au comité scientifique de la cohorte a

été effectuée.

Une population de référence a été sélectionnée a partir de la population CoLaus. En se basant en premier
lieu sur la littérature plusieurs variables spécifiques ont été choisies. Les variables suivantes ayant une

covariance ou dépendance significative avec I’homocystéinémie ont été exclues (voir figure 3) :
a) filtration glomérulaire eGFR < 60 ml/min/1,73m’

b) diabéte

¢) antidiabétiques

d) antihypertenseurs

e) antécédent d’infarctus du myocarde.

Les variables tels que le BMI, le périmétre abdominal élevé, les femmes ménopausées ont été inclues,

au vu d’une réduction de la population de référence a uniquement 1791 personnes.

Les mesures manquantes de tHcy ont été également exclus dans un deuxiéme temps.

11



CoLaus
N=6733

a) Filtration glomérulaire <60 ml/min/1,73 m?
OUI b) Diabéte
- | ¢) Antidiabétiques
d) Antihypertenseurs
e) Antécédent d’infarctus du myocarde

N=5117

Rejets Ooul

Dosage manquants de tH
N=48 ST =/

Population de référence
N=5069

Figure 3: schéma décrivant de la sélection d’une population de référence a partir de la
cohorte lausannoise.

Statistiques

En premier temps, afin de déterminer les variables ayant une corrélation ou une dépendance, I’analyse
statistique a été effectuée avec le logiciel SPSS statistics (IBM corp ; USA). Les tests statistiques utilisés
sont les suivants : ANOVA, le Khi® de Pearson et le coefficient de Pearson. Les différences ont été

considérées comme significatives lorsque p < 0,05.

En deuxiéme temps pour la détermination des intervalles de références, 1’analyse statistique a été
réalisée avec la version 14.1 du logiciel Stata (Stata corp, College Station, TX ; USA). Les résultats ont
été exprimés en moyenne, écart-type, et percentiles 2.5, 5, 25, 50 (médiane), 75, 95 et 97.5. Les
comparaisons entre groupes ont été analysées avec le test non paramétrique de Kruskal-Wallis. Le degré

de significativité a été établi pour un test bilatéral avec p<0.05.

Prélévements
Le sang est prélevé a jeun dans un tube d’EDTA et transmis directement au laboratoire du CHUV, ou il
est centrifugé a 2710 g a température de 4° C pendant 15 minutes pour obtenir le plasma. Ce dernier est

ensuite analysé le jour méme ou conservé a -20° C jusqu’a I’analyse.
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Mesure de I’homocystéine au laboratoire

Les dosages de tHcy ont été effectués au laboratoire de chimie clinique du CHUV. La réduction des
thiols et le découplage de ’homocystéine et disulfides des protéines plasmatiques sont effectués a I’aide
de Tris(2-carboxyéthyl) phosphine. Aprés déprotéinisation a 'aide de d’acide perchlorique (PCA), les
thiols sont dérivatisés avec ’acide 7-Fluorobenzofurazane-4-sulfonique (SBD-F). Les dérivés SBD-F

sont séparés par HPLC et I’homocystéine totale est mesurée par détection fluorimétrique.

La qualité des dosages est attestée par des contréles de qualité internes et externes. Le laboratoire est

accrédité selon la norme ISO 15189.
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TABLEAU 2: DISTRIBUTION DE THCY DANS LA POPULATION COLAUS ET DE REFERENCE

Population totale

Population de

source (CoLaus)

(CoLaus) référence
Effectif total 6733 5117
Dosage de tHcy manquants 58 48
Femme 3544 (52,6 %) 2709 (53,4 %)
Homme 3184 (47,4 %) 2360 (46,6 %)
<65 ans 5688 (85,2 %) 4620 (91,1 %)
>65 ans 987 (14,8 %) 449 (8,9 %)
Age moyen (ans) 52,6 50,2
Percentile 2,5 5,6 5,5
Percentile 50 9,5 9,2
tHey (umol/L) | Percentile 97,5 [ 19,1 17,5
Moyenne 10,25 9,8
Minimum 3,2 3,2
Maximum 131,4 67,1
Figure 4 : Distribution de tHcy dans la population | Commentaires

Fréquence
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Homocystéine plasmatique totale en pmol/L

La distribution de tHcy est asymétrique et

déviée de la normale.

Les percentiles 2.5 et 97.5 de tHcy sont
respectivement 5,6 et 19,1 pmol/L
(médiane : 9,5 pmol/L, moyenne : 10,25
pmol/L, min — max : 3,2 - 131,4 pmol/L). 58
mesures de tHcy étant manquantes, ces
valeurs sont tirées de 6675 personnes faisant
partie de la CoLaus (52,6% femmes) avec un
age moyen de 52,6 ans.
La ligne verticale indique la valeur seuil

actuellement utilisée (15 pmol/l)
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Figure 5 : Distribution de tHcy dans la population

de référence.

Commentaires

Moyenne = 9.6103
Ecart type = 3,
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La distribution de tHcy est asymétrique.
Le percentile 2.5 et 97.5 de tHcy sont
respectivement de 5,5 et 17,5 pmol/L
(médiane : 9,2 pmol/L, moyenne : 9,8
pumol/L, min - max : 3,2 - 67,1 pmol/L). Les
valeurs sont extraites de la population de
référence sélectionnée selon les critéres
précédemment décrits, constituée de 5069
sujets (53,4 % femmes) avec un 4ge moyen de

50,2 ans.

La ligne verticale indique la valeur seuil

actuellement utilisée (15 pmol/l)
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Description des résultats

Figure 6: distribution de tHcy selon le genre avec
les outliers (les valeurs extrémes)

Commentaires

80

704

60+

504

404 L]

Homocystéine

30- .

T T
Femmes Hommes

Genre

L’intervalle de référence de tHcy chez les
femmes est entre 5,2 - 15,6 pmol/L (médiane :
8,4 pmol/L). Chez les hommes, il est entre 6,3 -
19,8 pmol/LL (médiane 10,1 pmol/L).

L’intervalle de référence est estimé par
I’intervalle entre les percentiles 2,5 et 97,5. 11 est

significativement différent selon le genre.

La représentation des résultats est sous forme de
boite a moustache (box-plot) avec une valeur
limite (cut-off) de tHcy a 15 umol/L. La ligne
centrale représente la médiane (percentile 50), la
partie inférieure de la boite le 1% quartile
(percentile 25) et la partie supérieure le 3°™
quartile (percentile 75). La limite inférieure et
supérieure de la moustache représente
respectivement le percentile 2,5 et 97,5. Les
valeurs extrémes sont représentées par des

points.

Figure 7 : distribution de tHcy selon 1’age avec
les outliers

Commentaires
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Age 65+

Les personnes de 35 a 64 ans (N=4620 ; 91,1%)
ont un intervalle de référence (p2,5 - p97,5)
compris entre 5,4 - 17,4 pmol/L. (médiane : 9,1
pmol/L), tandis que celles qui ont > 65 ans
(N=449 ; 8,9%) ou ont un intervalle entre 6,5 -
19,1 pmol/LL (médiane 10,6 pmol/L).

L’intervalle de référence est significativement

différente selon un dge < ou > 65 ans
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Tableau 3 : résumé des résultats de tHcy de la population de référence

Percentiles de tHcy
N Moy ET 25 5 25 50 75 95 975 P-value
Total 5069 9.8 3.7 5.5 5.9 7.6 9.2 11 15.4 17.5
Genre <0.001
Femmes 2709 8.9 2.8 5.2 5.6 7.1 8.4 10.1 13.6 15.6
Hommes 2360 10.9 44 6.3 6.9 8.6 10.1 12 16.8 19.8
Classe d’age <0.001
<65 ans 4620 9.6 3.7 5.4 5.9 7.5 9.1 10.8 15 17.4
>65 ans 449 11.4 4 6.5 6.9 9.1 10.6 12.8 17.1 19.1
Catégories de poids <0.001
<18 90 10.1 3.6 5.9 6.4 7.7 9.4 11.7 16.4 19.9
[18-25[ 2679 9.6 3.6 5.4 5.8 7.5 9 10.7 15.3 17.7
[25-30[ 1771 10 39 5.7 6.1 7.9 9.4 11.3 154 17.5
[30+ 527 10 39 5.7 6.2 7.7 9.2 11.2 16 17.4
Obésité abdominale 0.039
Non 3915 9.8 3.8 5.4 5.9 7.6 9.1 11 15.2 17.7
Oui 1148 10 3.6 5.8 6.1 7.7 9.3 11.2 15.6 17.4
Hypertension <0.001
Non 4020 9.5 35 5.4 59 7.5 9 10.8 14.8 16.9
Oui 546 10.8 4.5 5.8 6.4 8.4 10 12 17.2 20.8
HDL cholestérol <0.001
>1 mmol/L 4935 9.8 3.7 5.5 5.9 7.6 9.2 11 154 17.4
<1 mmol/L 134 10.7 39 6.1 6.2 8.3 9.9 12.2 17.5 223
LDL cholestérol <0.001
<4.4 mmol/L 4347 9.7 3.8 5.4 59 7.5 9.1 10.9 15.2 17.4
>4.4 mmol/L 659 10.4 33 6.2 6.6 8.4 9.7 11.8 16.1 18.4
Triglycérides <0.001
<2.2 mmol/L 4537 9.7 3.7 5.4 59 7.6 9.1 10.9 15.2 17.3
>2.2 mmol/L 532 10.6 4 5.7 6.1 8.3 10.1 12.1 16.9 20.2
Activité physique <0.001
Sédentaire 1688 10 43 5.4 5.8 7.6 9.2 11.2 16.5 19.1
Réguliere 3236 9.7 35 5.5 6.1 7.7 9.2 11 14.8 16.9
Intense 72 8.3 2.3 4.9 52 6.5 8 9.5 13.2 154
Contraception § 0.778
Non 1859 8.3 2.5 5 5.4 6.6 7.9 9.3 12.5 14.4
Oui 262 8.3 2.5 4.9 5.1 6.6 7.8 9.8 12.9 15
Meénopause § <0.001
Non 1451 8.3 25 5 5.3 6.6 7.8 9.4 12.6 14.6
Oui 1233 9.6 2.9 5.8 6.2 7.8 9.2 10.9 14.3 16.3
Consommation alcool <0.001
Absente 1394 9.4 3.7 5.1 5.7 7.3 8.8 10.6 144 16.9
1-13 unités 2824 9.7 34 5.6 6 7.6 9.1 10.9 15 17
6.
14-34 unités 767 10.9 4.6 6.1 5 8.5 10.1 12.1 17 19.8
6.
35+ unités 84 11.9 4.4 5.7 8 9.2 10.5 14.1 22.2 23

Moy=moyenne ; ET=écart-type. * test non paramétrique de Kruskal-Wallis. § femmes uniquement

Le tableau 3 ci-dessus résume les observations effectuées concernant tHcy dans la population de référence. Obésité
abdominale = périmétre abdominal &2 >80 cm chez la femme et > 94 cm ’homme(31). Hypertension = pression artérielle
systolique >140 et diastolique > 90 mmHg(30). Activité physique : sédentaire= aucune activité physique, réguliére = 1
ou 2 activité par semaine, intense > 3 activités par semaine. Consommation alcool : absente = pas de consommation,
modérée= 1-13 unités, importante = 14-34 unités, trés importante > 35 unités les 7 jours précédents la consultation(32).

Remarque tableau 3 : les effectifs totaux des variables suivant : BMI, périmétre abdominal, tension

artérielle, LDL, activité physique, prise de contraceptifs, ménopause, varient car les données les

17



concernant manquent dans la base de données de CoLaus.

Influence du genre : la limite supérieure de I’intervalle de référence (percentile 97,5) est
significativement supérieure chez ’homme comparée a la femme tout dge confondus. Cette différence
est d’autant plus importante lorsqu’on compare les hommes et femmes d’age > 65 ans. Ainsi les
intervalles de références chez les personnes < 65 ans se situent entre 5,1 — 14,8 pmol/L chez les femmes
(N=2451) et entre 6,2 — 19,6 pmol/L chez les hommes (N=2169). Chez les personnes > 65 ans, les
intervalles de références sont chez les femmes (N=258) entre 6,3 — 17,6 pmol/L et chez les hommes

(N=191) 7,2 — 31,5 pmol/L. Il est a noter que 1’effectif des personnes dgés > 65 ans est plus bas.

Influence de I’dge : le niveau de tHcy augmente significativement avec 1’age, en effet le percentile 97,5

des personnes d’age > 65 ans est supérieur comparé aux personnes d’age < 65 ans.

Influence du BMI : il n’y a pas une grande différence dans la population de référence concernant
I’intervalle de référence de tHcy selon le BMI. Néanmoins une légére augmentation de la limite

supérieure de I’intervalle de référence est a noter pour les BMI < 18 et >25 kg/m”.

Influence du périmetre abdominal : le percentile 97,5 de tHcy est 1égérement supérieur chez les

personnes avec un périmetre abdominal élevé.

Influence de [’hypertension : le percentile 97,5 de tHcy est significativement élevé (+3,4 umol/L) chez

les personnes hypertendues comparées aux personnes normotendues.

Influence du bilan lipidique : les sujets qui ont une concentration d’HDL diminuée, d’LDL augmentée
et triglycérides augmentée, les intervalles de référence sont significativement élevés comparés aux

personnes avec un niveau d’HDL et de LDL et triglycérides normal.

Influence de I’activité physique : les personnes sédentaires ont leur limite supérieure de 1’intervalle de

référence significativement plus élevée en comparaison aux autres groupes.

Influence de la contraception : la différence entre les intervalles de référence des femmes sous mesures

de contraception comparées a celles sans pilules contraceptives n’est statistiquement pas significative.

Influence de la ménopause : le percentile 97,5 de tHcy est supérieur chez les femmes post-ménopausées

en comparaison avec celles qui sont en pré-ménopause.

Influence de la consommation alcool : les groupes avec une consommation d’alcool importante et trés
importante comparés au groupe sans consommation ont le percentile 97,5 de tHcy significativement
supérieur. Le groupe avec une consommation d’alcool modérée n’a par contre peu de différence du

groupe sans consommation.
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La population de la CoLaus différe de la population de référence sur plusieurs points. La moyenne d’age
y est supérieure de 2,4 années et la proportion de personnes > 65 ans y est deux fois plus élevée (voir
tableau 2). La distribution de tHcy est asymétrique dans les deux populations. L’intervalle de référence
est estimé comme étant 1’intervalle entre p2,5 et p97.,5. Le 95 % central (cet intervalle) de tHcy de la
CoLaus est compris entre de 5,6 a 19,1 pmol/L et celui de la population de référence est 5,5 a 17,5

pmol/L, age et genre confondu.

Nous avons séparé la population de référence en fonction de I’age et du genre. Nous obtenons un
intervalle de référence chez les personnes < 65 ans entre 5,1 — 14,8 pmol/L pour les femmes (N=2451)
et entre 6,2 — 19,6 pmol/L pour les hommes (N=2169). De méme manicre, pour les personnes > 65 ans,
nous obtenons un intervalle de référence entre 6,3 — 17,6 pmol/L chez les femmes (N=258) et 7,2 — 31,5
pmol/L chez les hommes (N=191). Chez les personnes dgées > 65 ans, il est intéressant de noter que les
limites supérieures de 1’intervalle de référence dépassent le seuil de I’homocystéinémie intermédiaire

(>15 pmol/L) tant que chez les hommes que les femmes.

Le niveau de tHcy varie selon les catégories suivantes : 1’age, le genre, le BMI, la tension artérielle, le
bilan lipidique, le niveau de ’activité physique ainsi que le niveau de la consommation d’alcool. Ainsi
la concentration de tHcy est augmentée chez les hommes, les personnes >65 ans, BMI <18 et > 25 kg/m”?,
les personnes avec une obésité abdominale, les personnes hypertendues, les personnes avec
dyslipidémies (HDL diminué, LDL et triglycérides augmentés), les personnes sédentaires, les personnes
consommant de maniére importante et trés importante de 1’alcool et les femmes ménopausées. Nous
allons voir que nos résultats correlent avec des données de littérature. (Définition des variables cf.

légende du tableau 3)

L’étude épidémiologique Hordaland(33) établit un intervalle de référence (p2,5 — p97,5) pour la tranche
d’age de 40 et 42 ans entre 5,6 a 17,6 pmol/L pour les femmes et 6,9 a 20,9 pmol/L pour les hommes.
En sélectionnant des sujets non fumeurs avec une consommation de café basse ou modérée (< 5 tasses
de café par jour) et un apport en de folates élevés, I’intervalle de référence diminue a 5,0 a 12,6 pmol/L
pour les femmes et 6,2 a 14,5 pmol/L pour les hommes. La limite supérieure de I’intervalle de référence
est de 2 pmol/L inférieure chez les femmes et de 1,1 pmol/L chez les hommes 1’étude présente. Les

différences les résultats entre notre étude et celle de la Hordaland sont explicable par le non appariement
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de I’age entres les deux études, a la différence d’ethnie et d’alimentation ainsi que par la les méthodes

de sélections de la population de référence et de la méthode mesures des laboratoires.

Selon une étude indienne(27), Iintervalle de référence (p2,5 — p97,5) de tHcy est entre 6,5 a 16,38
umol/L tout 4ge confondu, entre 6,55 a 16,27 pumol/L pour les femmes et 6,42 a 16,5 pmol/L pour les
hommes. La valeur supérieure de I’intervalle de référence est de 0,95 pmol/L inférieure chez les femmes
et 3,3 nmol/L supérieure chez les hommes dans notre étude (voir tableau 4, ci dessous). Une dépendance
de tHcy a ’environnement et a la génétique pourrait expliquer ces différences. Le taux de tHcy est plus

¢élevé chez les hommes dans les deux études citées ci-dessus.

TABLEAU 4 : RESUME DES INTERVALLES DE REFERENCES

Nom de Population | N= | Age Intervalle Médiane | Commentaires | Référence
Pétude (ans) | de pmol/L
référence (p50)
en pmol/L
(pzss'
p97.5)
Etude en Total 5069 | 35-75 | 5,5-17,5 9,2
cours Femme 2451 | 35-64 | 5,1- 14,8 8,2
258 | 65-7516,3-17,6 10,1
Homme 2169 | 35-64 | 6,2-19,6 10,0

191 65-75 1 7,2-31,5 12,3

Hordaland Femme 4905 | 40-42 | 5,6 -17,6 8,9 Population totale | (33)

Homocystein | Homme 4260 6,9 -20,9 10,5

Study Femme* 500 40-42 | 5,0-12,6 7,8 Non fumeurs,
consommation

de café basse ou
modérée (<5

Homme* 210 40-42 | 6,2—-14,5 9,6 tasse de café) et
apport en folates
élevé
Indian Total 1288 | 20-81 | 6,5-16,38 | 11,5 27
Population Femme 652 6,55 — 11,4
16,27
Homme 636 6,42-16,5 | 11,67

Remarque : *femme ou homme non fumeur, avec une consommation de café basse ou modéré et un
apport en folates élevé.

COMAPRAISON DES FACTEURS INFLUENCANT LE NIVEAU DE THCY

L’¢élévation de tHcy en fonction I’Age est confirmée par 1’étude de W. Herrmann et al. (34), justifiant ce
constat par le statut vitaminique. Les personnes agées sont plus souvent sujettes a des déficits
vitaminiques se manifestant a des concentrations hautes de vitamine B12(34). L augmentation de tHcy
étant un marqueur sensible du déficit de vitamine B12, le niveau de tHcy pourrait étre utilisé comme

moyen de détection des déficits vitaminiques en stade cellulaire (avant I’apparition d’hypovitaminose
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dans le sang), sub-clinique ou clinique, comme suggéré par la revue de C.J. Boushey et al. (35). Dans
notre études, les personnes 4dgées > 65 ans tout genre confondu, dépassent le seuil de
I’hyperhomocystéinémie intermédiaires (>15 umol/L), résultat pouvant étre explicable par une une

hypovitaminose en B12 ou folate comme décrit ci-dessus.

La différence entre les sexes obtenue dans nos résultats est constatée par la majorité des études(6,8,36),
a I’exception 1’étude pédiatrique grecque (D. Papandreou et al.) (37). Cette derniére ne reléve en effet
pas de différence de niveau de tHcy entre les filles et les garcons avant la puberté. Ceci laisse a penser

que les hormones sexuelles peuvent jouer un role dans la régulation de I’homocystéinémie.

Les femmes en post-ménopause ont un niveau de tHcy plus élevé que les femmes en pré-ménopause.
L’observation est confirmée par 1’étude de « The Third National Health and Nutrition Examination
(NHANES) »(38) et S. Shah et al. (39). Selon S. Mahabir et al. (40), chez les femmes en post-
ménopause, I’augmentation du tissu adipeux, associée a la diminution de la vitamine B12 et des folates,
est responsable de 1’élévation du niveau de tHcy. Les auteurs mentionnent trois mécanismes pour

expliquer ce constat :

1) augmentation cellulaire de prise de folates

2) augmentation de la rétention cellulaire folates
3) augmentation d’excrétion rénale de folates.

L’étude « The Third NHANES »(7) met également en évidence un niveau de tHcy plus bas chez les
femmes en pré-ménopause (17 a 54 ans) comparé aux hommes du méme age, ainsi qu une concentration
tHcy plus basse chez les femmes enceintes comparé aux femmes n’étant pas enceintes et n’utilisant pas

de moyen contraceptif.

Il n’y pas de corrélation statistiquement significative entre la prise des mesures de contraception et le

niveau tHcy dans notre étude.

Notre étude, constate une réduction de tHcy par I’activité physique, constat similaire & une majorité
d’autres études sur le taux de tHecy (36,41-44),. D’aprés O. Nygdrd et al. (8) et M. Hellgren et al. (41),
la diminution du niveau de tHcy observées chez les personnes pratiquant une activité physique est
explicable par une supplémentation importante en vitamine. De plus, I’activité physique par une
augmentation du catabolisme de méthionine associée & une augmentation de la disponibilité de la
vitamine B12, selon M. Hellgren et al. (41), D. Konig et al.(43), C.M.C. Nascimento et al. (44) P.D.

Loprinzi(45), permet de diminuer le niveau de tHcy (voir figure 1).

L’autre hypothése, selon O. Nygdrd et al. (8), est la réduction des risques cardiovasculaires grace a
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I’activité physique se traduit par une réduction de tHcy. L’activité physique agit sur certains FRCV,
notamment le LDL-cholestérol, les triglycérides, la tension artérielle et la glycémie, en les diminuant.
Selon W.L.Haskell(46) et P.D. Loprinzi(45), 1’augmentation des muscles squelettiques et de la
lipoprotéine lipase des tissus adipeux expliquent la réduction des lipides par I’activité physique. La
pression sanguine diminue a travers une adaptation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone d’aprés
R.H. Fagard(47). Aucune étude n’a pu investigué I’impact de la réduction de ces variables sur la

réduction du niveau de la tHcy .

La dyslipidémie, ’obésité et I’obésité abdominale augmentent le niveau tHcy. O. Nygdrd et al. (8)
trouvent une corrélation positive entre LDL-cholestérol et tHcy, corrélation confirmée par C.
Chrysohoou et al. (20) ainsi D. Papandreou et al. (37), ainsi qu’une corrélation positive pour un BMI
haut (BMI >25 km/m?). Il est intéressant de noter qu’une corrélation inverse existe également pour un
BMI bas (BMI < 18 kg/m?). Cependant, Lussier-Cacan et al. (48) nient toute association entre le tHcy

et le BMI, le glucose et la lipoprotéine lipase.

Une corrélation positive entre la tension artérielle et le niveau de tHcy est observée dans la présente
étude. Ceci est confirmé par 1I’étude « The European Concerted Action Project » (17), qui a prouvé un
lien fort entre I’hypertension et 1’¢1évation tHcy, de méme que O. Nygdrd et al. (8), D. Papandreou et
al. (37) ainsi que C. Chrysohoou et al. (20).

La consommation d’alcool importante ou trés importante augmente, dans notre étude, le niveau de
tHcy, alors qu’une consommation modérée (définition cf. légende du tableau 3) n’éléve que trés
légérement le niveau de tHcy. L’étude populationnelle finlandaise (Voutilainen et al. (15)) ne trouve pas
d’association entre ces deux mesures, tandis que 1’étude comparative (Cravo et al. (9))réalisée sur 32
personnes avec un alcoolisme chronique et 31 sujets non buveurs a montré un niveau de tHcy doublé
chez les buveurs. Cette derniére étude montre également la corrélation du niveau de tHcy au type
d’alcool consommé : les consommateurs de biére avaient en effet un niveau de tHcy plus bas que les
consommateur de spiritueux ou vins(9). C. Chrysohoou et al. (20) remarquent une association
exponentielle entre une consommation importante d’alcool, c’est-a-dire une consommation dépassant
40g d’alcool par jour, et une concentration de tHcy supérieure 14 pmol/L. Les résultats des études
suggerent que, 1’alcool interférant avec le métabolisme de la vitamine B6 et des folates, il réduit I’activité

de la voie de la transsulfuration et de la reméthylation(9), élevant ainsi le niveau de tHcy.

22



BIAIS DE SELECTION DE LA COLAUS :

La population de la cohorte est certes proche de la population lausannoise, mais un biais de sélection est
inévitable. En effet, la cohorte contient une population caucasienne entre 35 et 75 ans et ayant signé un
consentement. D’aprées la statistique populationnelle du canton de Vaud (51) la population du canton de
Vaud contenait en 2015 33,1 % de population résidente permanente étrangére. Selon les données de
I’Office Fédérale de la statistique (52) la répartition des populations non caucasiennes dans la population
totale suisse est la suivante : 4,1 % originaire d’ Africaine, 3,4 % originaire d’ Amérique, 7,0 % de 1’ Asie,
Océanie ou apatrides. Méme en 1’absence de données spécifiques a Lausanne, nous pouvons aisément
comprendre le biais de sélection que représente cette sélection de population caucasienne. De plus,
329’811 personnes (43,3%) du canton de Vaud avaient moins que 35 ans et 57°933 personnes (7,6 %)
avait plus de 75 ans de la population vaudoise. En additionnant ces deux groupes exclus de notre étude,
nous observons que plus de 50% de la population n’est pas considérée, du moins directement, dans les

résultats présentés dans ce travail, ce qui rend 1I’étude difficilement transposable.

BIAIS DE SELECTION DE CETTE ETUDE :

Pour obtenir une population « saine », nous avons initialement di exclure 4942 personnes de la CoLaus
(N total=6733 personnes), avec un nombre final de 1791 personnes incluses. Afin d’obtenir une
population plus large nous avons modifié nos critéres initiaux et accepté les personnes avec un BMI <18
kg/m® et >25 kg/m’, une obésit¢ abdominale, les femmes ménopausées et celles prenant des

contraceptifs.

Une large étude populationnelle intégrant la population pédiatrique et gériatrique avec un statut
vitaminique précis pourrait permettre d’établir des valeurs de référence transposables a la population

lausannoise.
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Dans une population de référence constituée d’individus issus de la population CoLaus, agés de 35 a 75
ans, sans insuffisance rénale, ni diabéte, ni hypertension et sans antécédents de maladies
cardiovasculaires, I’intervalle de référence (p2.5 — p97.5) de ’homocystéine totale plasmatique est 5,5
- 17,5 pmol/L. Une différence statistiquement significative est observable entre les femmes (5,1 — 14,8

pmol/L) et les hommes (6,2 — 19,6 pmol/L) de moins de 65 ans.

Conformément aux données de la littérature, nous avons observé une association entre I’homocystéine
totale plasmatique et les variables suivantes : 1’age, le genre, le BMI, la tension artérielle, la
dyslipidémie, 1’activité physique, la ménopause ainsi que la consommation d’alcool. Ces variables sont

nécessaires pour une bonne interprétation de la concentration d’homocystéine plasmatique totale.

Une sérieuse limitation de notre travail est I’absence de données concernant le statut vitaminique des
individus de référence (vitamine B12 et folates). Un déficit vitaminique pourrait raisonnablement
expliquer 1’élévation du percentile 97,5 dans la population de plus de 65 ans avec fonction rénale
conservée, tant chez les femmes (17,6 pmol/L) que chez les hommes (31,5 pmol/L). La valeur de la
limite supérieure de I’intervalle de référence des hommes de plus de 65 ans étant au-dela de la valeur
seuil généralement admise comme hyperhomocystéinémie intermédiaire, il ne parait pas judicieux

d’adopter une telle limite dans la pratique médicale.

Notre travail démontre le fait que 1’utilisation de la valeur seuil du laboratoire (15 pmol/l) comme limite
supérieure de I’intervalle de référence reste compatible avec I’intervalle de référence trouvée dans notre
population de référence, tout genre confondu (17.5 pmol/l). Augmenter la limite de référence de 2.5
umol/l n’aurait cependant pas de sens du point de vue santé publique, tous les facteurs de risque
cardiovasculaires (surpoids, sédentarité, bilan lipidique, ...) conduisant a une augmentation de la limite

supérieure de ’intervalle de référence.

Notre travail illustre donc une fois de plus la difficulté de choisir entre valeurs seuils et intervalles de

référence pour I’interprétation (classification) des données par le laboratoire.

Malgré une limite supérieure de ’intervalle de référence élevée, nous proposons de ne pas modifier la
valeur seuil utilisée par le laboratoire, sachant qu'une des causes principales d’une augmentation de
I’homocystéine plasmatique totale, en 1’absence d’insuffisance rénale, est une hypovitaminose (B12 et
folates). Une hyperhomocystéinémie s’amenuisant apreés substitution permet de mettre cette

augmentation sur le compte d’un déficit fonctionnel de I’une ou I’autre de ces vitamines.
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p : percentile

Hcy : homocystéine

SAH : S-adénosylhomocystéine

SAM : S-adénosylméthionine

MS : méthionine synthétase

SMTHEF : 5-métyltétrahydrofolate

THF : tétrahydrofolate

MS : méthionine synthétase

CBS : cystathionine-B-synthase

tHcy : homocystéine totale = homocystéinémie plasmatique totale
MTHFR : méthyléne tétrahydrofolate réductase

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance
FRCYV : facteurs de risque cardiovasculaires

CoLaus : cohorte lausannoise

BMI : Body Masse Index (Indice de la masse corporelle)

NHANES : National Health and Nutrition Examination
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