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1. INTRODUCTION 

Les pathologies cardiovasculaires constituent une cause majeure de morbidité et de mortalité 

dans le monde. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 17,5 millions soit 

30 % des décès leur sont imputables (1). L'athérosclérose est une composante importante de la 

physiopathologie des maladies cardiovasculaires (2). L'OMS définit l'athérosclérose comme 

une association variable de modifications de l'intima des artères de gros et moyen calibre (3). 

L'athérosclérose est une pathologie multifactorielle renforcée par des facteurs de risque 

cardiovasculaire : le tabagisme, l’hypercholestérolémie, l’hypertension artérielle, le diabète, 

l'obésité abdominale et des facteurs psychosociaux (4). Ces paramètres sont bien établis mais 

les données épidémiologiques recueillies ces 30 dernières années ont suggéré que d’autres 

facteurs biologiques pourraient être associés à l’augmentation du risque de pathologies 

cardiovasculaires. Parmi ceux-ci, l’homocystéine (Hcy). L’Hcy est un acide aminé découvert 

en 1932 par Butz, Lewis et du Vigneaud (5). Selon des études relativement récentes, l’Hcy 

favorise le dysfonctionnement endothélial, le stress oxydatif, l'inflammation, la prolifération 

cellulaire et la thrombose (6, 7). McCully fut le premier en 1969 à proposer une anomalie de 

la voie métabolique de l’Hcy comme responsable d’une pathologie (8). Il observa une athéro-

thrombose précoce et des décès chez des enfants avec des hyperhomocystéinémies 

plasmatiques (HHcy) sévères dues à une pathologie métabolique : l’homocystinurie 

congénitale. Cette pathologie génétique est rare, mais apporte un modèle humain in vivo des 

lésions associées à une intoxication chronique par l’Hcy. 

Le rôle de l’Hcy dans le développement des pathologies cardiovasculaires est largement 

débattu dans de nombreuses études épidémiologiques et interventionnelles. 

Dans une première partie bibliographique, notre travail s’attache à étudier l’Hcy, son 

métabolisme et ses déterminants, puis le lien entre l’Hcy et les pathologies cardiovasculaires. 

Dans un second temps, nous poursuivons par une étude rétrospective observationnelle d’une 

population de patients pour lesquels un dosage d’Hcy plasmatique était demandé au centre 

hospitalier universitaire de Nancy. Nous nous sommes ensuite intéressés exclusivement aux 

patients pris en charge pour une pathologie cardiovasculaire. 
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2. ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

2.1. Homocystéine 

2.1.1. Présentation 

L’Hcy est un acide aminé soufré porteur d’un groupement thiol réducteur (HS-CH2-CH2-

CH(NH2)-COOH) découvert en 1932 (5). Cet acide aminé n’est pas absorbé par 

l’alimentation et n’intervient pas dans la synthèse peptidique. 

 

Figure 1. Structure moléculaire de l’Hcy (Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

La seule source d’Hcy chez les mammifères provient de l’hydrolyse de la S-

AdénosylHomocystéine (SAH) par une enzyme ubiquitaire, la S-AdénosylHomocystéine 

Hydrolase (SAHH). Cette réaction libère une molécule d’Hcy et d’adénosine par molécule de 

SAH hydrolysée (9). Cette réaction fait intervenir successivement le Nicotinamide Adénine 

Dinucléotide (NAD
+
) et le NADH,H

+
 (Figure 2). 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 2. Mécanisme de synthèse de l’Hcy par la SAH hydroxylase (SAHH)  

(adapté à partir de Palmer, John and Abeles, 1979 (9)) 

 

L’équation bilan de cette réaction est : 

S-adénosylhomocystéine + H2O  Adénosine + Homocystéine 

Comme cette réaction est réversible, en cas d’HHcy, la synthèse de SAH peut être favorisée. 

Dans ce cas, cela joue un rôle important dans la régulation de l’activité enzymatique du cycle 

de la reméthylation de l’Hcy. 
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2.1.2. Transport et formes circulantes 

La concentration plasmatique moyenne totale d’Hcy (tHcy) chez l’homme est d’environ 6 à 

12 M. 

On dénombre 4 formes organiques d’Hcy plasmatiques (10): 

-l’Hcy liée aux protéines plasmatiques par un pont disulfure, principalement à l’albumine (75-

80 % de la tHcy), 

-l’Hcy sous forme d’hétérodimère liée à la cystéine Hcy-Cys, 

-l’Hcy sous forme d’homodimère Hcy-Hcy, 

-l’Hcy libre. 

La proportion d’Hcy libre est faible (environ 2%). 

La tHcy est la somme de toutes les formes d’Hcy présentent dans le plasma ou le sérum 

(Figure 3). 

 

 

Figure 3. Répartition des 4 formes d’Hcy plasmatiques  

(adapté à partir de Mudd et al., 2000.(10)).  
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2.1.3. Les voies du métabolisme 

L’Hcy est un acide aminé situé au carrefour de deux voies métaboliques : la reméthylation et 

la transulfuration (11) (Figure 4). 

 

Figure 4. Métabolisme de l’Hcy chez l’homme  (adapté à partir de  Selhub J, 1999.(11)) 
 

2.1.3.1. La reméthylation 

Lors de la reméthylation, l’Hcy peut acquérir un groupement méthyle pour former la 

méthionine. Cette réaction s’effectue par deux voies indépendantes qui font intervenir soit la 

5-méthyltétrahydrofolate-homocystéine S-méthyltransférase, aussi appelée méthionine 

synthase (MS), soit la bétaïne homocystéine méthyltransférase (BHMT). 

2.1.3.1.1. Voie de la Méthionine Synthase (MS) 

La réaction catalysée par la MS dépend d’un cofacteur : la méthylcobalamine (MeCbl), forme 

active de la vitamine B12. L’Hcy obtient un groupement méthyle provenant du 5-

méthyltétrahydrofolate. La MS est ubiquitaire mais son expression est variable en fonction 

des tissus (12, 13) (Figure 5). 
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Figure 5. Réaction de transméthylation par la méthionine synthase (MS)-vitamine B12 

dépendante. Cette enzyme permet le transfert d’un groupement méthyle du 5-Méthyltétrahydrofolate 

sur l’Hcy et aboutit à la formation de la méthionine. (Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 
 

2.1.3.1.2. Voie de la Bétaïne-homocystéine méthyltransférase (BHMT) 

La BHMT est une enzyme zinc-dépendante. Elle est principalement présente au niveau du 

foie mais aussi dans le rein (14). Au niveau du foie, elle assure 50% des réactions de 

reméthylation de l’Hcy. Cette réaction aboutit au transfert d’un groupement méthyle de la 

bétaïne vers l’Hcy et entraine la formation de méthionine et de diméthyl-glycine (Figure 6). 

 

 

Figure 6. Réaction de transméthylation de la bétaïne sur l’Hcy par la BHMT pour former 

de la méthionine. (Source : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

Homocystéine Méthionine

5-Méthytétrahydrofolate Tétrahydrofolate

MS

B12

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.1.3.2. La transulfuration 

La majorité de l’Hcy n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la 

transulfuration. Elle est assurée par la cystathionine-β-synthase (CBS) qui permet la 

condensation de l’Hcy avec la sérine pour former la cystathionine. Cette dernière est clivée et 

désaminée en cystéine et α-cétobutyrate par la Cystéine-γ-Lyase (CGL). Ces deux réactions 

nécessitent la présence d’un cofacteur enzymatique, le phosphate de pyridoxal (PLP) ou 

vitamine B6 (Figure 7). Cette voie est favorisée en cas d’excès d’Hcy et contrairement aux 

autres voies métaboliques, elle est irréversible. 

 

 

Figure 7. Réaction de transulfuration de l’Hcy par la cystathionine-β-synthase (CBS) et 

son cofacteur la vitamine B6 (PLP, phosphate de pyridoxal). Cette réaction aboutit à la 

formation de la cystathionine qui est ensuite clivée par la Cystéine-γ-Lyase (CGL) et son cofacteur le 

PLP également en cystéine et α-cétobutyrate. 
 

2.2. Facteurs modifiants la concentration de l’Hcy 

Les principaux facteurs qui contribuent à une augmentation de l’Hcy plasmatique incluent 

l’âge, le sexe, des facteurs environnementaux, certains médicaments et différentes conditions 

pathologiques. En ce qui concerne les HHcy sévères, elles sont principalement dues à des 

anomalies génétiques. 

2.2.1. Conditions physiologiques normales 

On observe avec l’âge une élévation graduelle de l’homocystéinémie (Hcyémie) basale. Les 

personnes âgées ont des concentrations plus élevées d’Hcy. Dans cette population, le statut 

vitaminique a une influence majeure (15). 

Par ailleurs, il est établi que les hommes présentent une Hcyémie basale supérieure de 25% à 

celle des femmes avant ménopause, due à une plus grande masse musculaire et/ou aux effets 
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des hormones sexuelles (16, 17). L’augmentation de l’Hcyémie après la ménopause chez la 

femme peut être réduite par un traitement substitutif (17). (Tableau 1) 

2.2.2. Les facteurs environnementaux 

Plusieurs facteurs environnementaux influencent la tHcy. Les plus importants sont le 

tabagisme (18), la consommation excessive d’alcool (19, 20), de café (21) et  les carences 

nutritionnelles en vitamines B9, B12 et B6. (Tableau 1) 

2.2.3. Médicaments 

De nombreux traitements sont responsables d’HHcy. Les principaux sont les 

oestroprogestatifs synthétiques utilisés dans les pilules contraceptives, les antagonistes des 

folates tel que le méthotrexate (22), les anticonvulsivants comme la phénytoine (23, 24). Le 

protoxyde d’azote (N2O), inhibiteur de la méthionine synthase, conduit lui aussi à une 

augmentation de l’Hcy plasmatique même après une courte exposition (25, 26). Les 

transplantations cardiaques ou rénales engendrent des HHcy qui dépendent de l’utilisation 

d’immunosuppresseurs, comme la ciclosporine, perturbant la clairance rénale de l’Hcy. Enfin, 

les antidiabétiques oraux tels que les sulfamides ou la metformine sont également 

responsables d’une augmentation de la concentration plasmatique d’Hcy (27). (Tableau 1) 

2.2.4. Pathologies 

Certaines conditions pathologiques peuvent engendrer une augmentation de l’Hcy 

plasmatique. Parmi elles, l’hypothyroïdie (28), l’insuffisance rénale (29-31), les affections 

inflammatoires (notamment intestinales)(32), l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis, le diabète de 

type II, les maladies lymphoprolifératives et certains cancers (sein, ovaire, pancréas) (33). 

Chez les insuffisants rénaux, on observe une accumulation plasmatique d’Hcy qui corrèle à 

celle de la créatinine. Cette accumulation serait secondaire à une altération de la clairance 

rénale de l’Hcy, qui, dans les conditions physiologiques normales, est responsable de 70 % de 

son élimination (29-31). La concentration plasmatique en Hcy varie entre 20 et 30 μM chez 

les patients en stade terminal d’insuffisance rénale chronique (IRC). Pour différents types de 

cancers on observe une élévation plus ou moins importante qui résulterait de l’incapacité des 

cellules germinales et malignes à utiliser l’Hcy intracellulaire. (Tableau 1) 
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2.2.5. Les facteurs génétiques 

La majorité des cas les plus sévères d’HHcy sont dus à des variants pathogènes à l’état 

homozygote dans des gènes codant pour les enzymes clés du métabolisme de l’Hcy, des 

folates ou de la vitamine B12 (Tableau 1). Il s’agit principalement des enzymes 

cystathionine-β-synthase (CBS), méthylène tétrahydrofolate réductase (MTHFR), Méthionine 

Synthase (MS), methionine sulfoxide reductase (MSR) et de protéines en lien avec le 

métabolisme de la vitamine B12. 

2.2.5.1. Variants du gène CBS 

L’homocystéinurie congénitale est causée par une altération biallélique du gène CBS codant 

pour l’enzyme du même nom intervenant dans la voie de la transulfuration (11). On constate 

des Hcy plasmatiques pouvant atteindre 400μM (34). Le gène CBS se situe sur le 

chromosome 21 et possède 23 exons. Une soixantaine de variants pathogènes différents sont 

décrits. Les 2 variants les plus fréquents sont les suivants : 

- le variant c.919G>A au niveau de l'exon 8, entraînant la substitution d'une glycine par une 

sérine en position 307 de la séquence protéique (NM_000071.3(CBS):c.919G>A 

(p.Gly307Ser)), 

- le variant c.833T>C au niveau de l’exon 8, entraînant la substitution d’une isoleucine par 

une thréonine en position 278 de la séquence protéique (NM_000071.3(CBS):c.833T>C 

(p.Ile278Thr)). 

2.2.5.2. Variants du gène MTHFR  

MTHFR catalyse la formation de N5-méthyltétrahydrofolate (N5-méthylTHF) à partir de 

N5,10-méthylènetétrahydrofolate (N5,10-méthylène-THF) (37). Ce dérivé méthylé du 

tétrahydrofolate (THF) est nécessaire pour la reméthylation de l'Hcy en méthionine. Le gène 

codant pour la MTHFR se trouve sur le chromosome 1 et comprend 11 exons (35, 36). Les 

principaux variants pathogènes décrits sont : 

- le variant c.665C>T au niveau de l’exon 4 entrainant la substitution d’une alanine par une 

valine en position 222 de la séquence protéique, (NM_005957.5(MTHFR):c.665C>T 

(p.Ala222Val)). Ce variant entraine une diminution de 50% de l’activité de MTHFR (39) et la 

rend également thermolabile (38). Sa prévalence est élevée, allant de 5 à 15% selon les 

populations (40, 41). Chez les porteurs homozygotes mutés, la tHcy est d’autant plus élevée 

que la déficience en folate est importante (42-45). 



 

 

 34 

- le variant c.1298A>C au niveau de l’exon 7 entrainant la substitution d’une glutamine par 

une alanine en position 429 de la séquence protéique (NM_005957.4(MTHFR):c.1286A>C 

(p.Glu429Ala)). Il diminue de 30% l’activité enzymatique de MTHFR (46). 

2.2.5.3. Variants du gène TCN2 

Le gène TCN2 code pour la transcobalamine II (TCII) permettant le transport de la 

cobalamine des entérocytes vers les cellules utilisatrices. Il est situé sur le chromosome 22 et 

possède 9 exons. Le variant le plus commun, c.776G>C, se situe au niveau de l’exon 6 et 

correspond à la substitution d’une base arginine par une proline en position 259 de la 

séquence protéique (NM_000355.4(TCN2): c.776G>C (p.Arg259Pro)) (58). Ce variant a pour 

conséquence la diminution de la transcription de la TCII et la diminution de la concentration 

plasmatique de la TCII. Dans la population caucasienne, la faible influence du statut 

homozygote pour ce variant sur la concentration plasmatique de l’Hcy est documentée (59). 

En revanche, une association des formes mutées de MTHFR et de TCN2 favorise l’apparition 

d’une HHcy sévère chez l’embryon et augmente le risque de fausse couche (60). 

2.2.5.4. Autres facteurs génétiques du métabolisme intracellulaire de la 

vitamine B12 et tests de complémentation 

Des fibroblastes de patients sont utilisés pour réalisés des tests fonctionnels enzymatiques ou 

d’incorporation d’éléments radio-marqués. Ils permettent de mettre en évidence des défauts 

d’origine génétique du métabolisme intracellulaire de la vitamine B12. Lors des tests, on parle 

de complémentation lorsque le phénotype sauvage est rétabli. Dix groupes de 

complémentations ont été identifiés et sont nommés de cblA à cblJ (61, 62). Le mode 

d’hérédité de chacun de ses troubles est décrit comme autosomique récessif. En fonction de 

l’étape métabolique atteinte, les défauts d’origine génétique peuvent altérer la synthèse ou 

l’utilisation de l’Adocobalamine (cofacteur de la méthylmalonyl-CoA mutase) (AdoCbl), de 

la méthylcobalamine (MeCbl) ou des deux. Ces troubles sont alors associés à une 

augmentation de l'Hcy et de l'acide méthylmalonique (MMA) (63). 

2.2.5.4.1. Anomalie du transport du lysosome au cytoplasme 

2.2.5.4.1.1. Groupe de complémentation CblF (gène LMBRD1) 

L’accumulation lysosomale de Cbl libre, non-liée à des protéines, est initialement décrite dans 

des fibroblastes de 2 patients présentant une accumulation de MMA et une HHCy, suggérant 
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l’existence d’un système spécifique de transport de la Cbl du lysosome vers le cytoplasme. Le 

gène LMBRD1, n’a été identifié qu’en 2009 (64) et code pour la protéine de transport LMBD1 

(Figure 8). 

2.2.5.4.1.2. Groupe de complémentation CblJ (gène ABCD4) 

Le gène ABCD4 code pour une protéine du même nom impliquée comme LMBD1 dans le 

relargage lysosomal de la Cbl vers le cytoplasme (Figure 8). 

2.2.5.4.2. Étapes cytoplasmiques 

2.2.5.4.2.1. Groupe de complémentation CblC (gène MMACHC) 

Lorsque la cobalamine est libérée dans le cytoplasme, elle est prise en charge par la protéine 

MMACHC (methylmalonic aciduria and homocystinuria type C), codée par le gène 

MMACHC. Il a été suggéré que MMACHC pourrait être une protéine de transport de la Cbl 

entre les protéines lysosomales LMBD1 ou ABCD4 et les enzymes responsables de la 

synthèse des deux cofacteurs (Figure 8). 

2.2.5.4.2.2. Groupe de complémentation CblD (gène MMADHC) 

Ce défaut peut être à l’origine de 3 phénotypes différents, la déficience en MeCbl, celle en 

AdoCbl ou bien la combinaison des deux. Il existe une corrélation forte entre le type et 

l’emplacement des variants du gène MMADHC (methylmalonic aciduria and homocystinuria 

type D) et les trois phénotypes associés au défaut cblD. Il est probable que la fonction 

d’adressage de la Cbl par MMADHC fasse intervenir une interaction avec une autre protéine 

capable de lier la Cbl : la protéine MMACHC est l’hypothèse la plus probable (Figure 8). 

2.2.5.4.3. Synthèse de la méthylcobalamine (MeCbl) 

2.2.5.4.3.1. Groupe de complémentation CblE (gène MTRR) 

Le défaut cblE résulte de variants dans le gène MTRR qui code pour l’enzyme MSR 

permettant la régénération de la forme fonctionnelle de la cobalamine (cbl) (52). Il est situé 

sur le chromosome 5 et possède 15 exons. Plus de 25 variants pathogènes sont décrits dans ce 

gène, majoritairement des variants faux-sens (Figure 8). 
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2.2.5.4.3.2. Groupe de complémentation CblG (gène MTR) 

Il a été démontré que le gène responsable du défaut cblG est le gène MTR codant pour la MS 

(67, 68). Il se trouve sur le chromosome 1 et possède 33 exons. Plus de 40 variants 

pathogènes (faux-sens, non-sens, « frameshift » ou décalage du cadre de lecture) du gène 

MTR ont été identifiées. Un grand nombre de ces variants conduisent à la production d'une 

protéine tronquée de certains domaines critiques pour sa fonction enzymatique (Figure 8). 

Le gène MTR responsable de la synthèse de la MS (47) se trouve sur le chromosome 1 et 

possède 33 exons. Plus de 40 variant pathogènes sont décrits. 

 

 

Figure 8. Métabolisme intracellulaire de la vitamine B12. (Source :Guéant et al 2014 (64)) La 

Cbl liée à la transCbl pénètre dans la cellule par endocytose. Le transport de la Cbl libérée du 

lysosome dans le cytoplasme est défectueux chez les patients atteints des défauts cblF et cblJ. Des 

étapes défectueuses dans le cytosol après la libération lysosomale sont présentes chez les patients 

atteints des défauts cblC et cblD. Dans le cytoplasme, l’Hcy est convertie en méthionine grâce à la MS 

qui utilise comme cofacteur, la MeCbl (patients atteints des défauts cblE, cblG). 

2.2.6. Les déterminants nutritionnels 

La vitamine B12, la vitamine B9 et la vitamine B6 sont les principaux déterminants 

nutritionnels. Les 3 types de carences en vitamines du groupe B entrainant une hyperHcy 

sont : 

- La carence en PLP, coenzyme dérivé de la vitamine B6, qui entraine l’interruption de 

la voie de la transulfuration. 
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- La carence en folates responsable d’un déficit en 5-méthylTHF qui est un donneur de 

méthyl lors la reméthylation de l’Hcy. 

- La carence en vitamine B12, qu’elle soit due à un défaut d’apport, d’absorption ou de 

transport sanguin, induisant une baisse de la transméthylation du méthylTHF ce qui 

entraine un déséquilibre entre reméthylation et transulfuration, ce qui provoque une 

trappe métabolique des folates dans la forme méthylTHF, les rendant, inutilisables. 

(Tableau 1) 

2.2.6.1. Vitamine B12 

2.2.6.1.1. Introduction 

La vitamine B12 ou cobalamine (Cbl) (C63H88CoN14O14P) est une molécule composée en 

2 parties : un groupe planaire (noyau corrine (69): structure annulaire entourant un atome 

de cobal) et un groupe nucléotidique (70) (Figure 9). 

Elle est synthétisée uniquement par certains microorganismes. L’homme, est incapable de 

synthétiser de novo l’AdoCbl et la MeCbl. L’apport en vitamine B12 se fait donc 

uniquement par l’alimentation (71). 

Différentes formes de vitamine B12 résultent du remplacement du cyanide par un 

groupement hydroxylé, adénosyl, ou méthyl : on les appelle les cobalamines. 

 

Figure 9. Structure moléculaire 2D de la vitamine B12. 

(Source :https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

2.2.6.1.2. Métabolisme intracellulaire 

Les étapes du métabolisme de la vitamine B12 sont présentées dans la Figure 10. Tout 

d’abord, la Cbl est libérée dans le cytoplasme suite à la dégradation lysosomale de la TCII. 

Dans le cytoplasme, la cob(III)alamine, (forme la plus oxydée de la cobalamine) doit être 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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convertie en cob(II)alamine puis en cob(I)alamine par deux réductases. Dans la mitochondrie, 

la cob(I)alamine est ensuite convertie sous sa forme coenzyme : l’adénosylcobalamine. Cette 

molécule permet la conversion, par l’enzyme méthylmalonyl-CoA mutase (MUT), du 

méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA, nécessaire au métabolisme du propionate. Dans le 

cytoplasme, la méthylcobalamine fonctionne comme une coenzyme dans la réaction 

impliquant la méthionine synthase (MS). La MS transfert un groupement méthyle de la 

méthylcobalamine à l’homocystéine pour former la méthionine (71). Dans ce processus, la 

méthylcobalamine est convertie en cob(I)alamine. Le 5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF, 5-

méthyl-H4PteGlu) va alors fournir à la cob(I)alamine un méthyle afin de la régénérer en 

méthylcobalamine et le 5-MTHF est converti en tétrahydrofolate. Les folates et la cobalamine 

sont donc étroitement liés et nécessaires au métabolisme des monocarbones.  

 

 

Figure 10. Métabolisme et fonction de la vitamine B12 (72). Dans le cytoplasme, la vitamine B12 est 

nécessaire pour la synthèse de la méthionine dans laquelle un groupe méthyle est transféré du 

méthyltétrahydrofolate à l'homocystéine par la méthionine synthase, avec la méthyl-B12 pour 

coenzyme. Dans les mitochondries, la vitamine B12 participe également à la conversion du 

méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA par l'enzyme méthylmalonyl-CoA mutase avec l'adénosyl-B12 

comme cofacteur. Dans la carence en B12, les substrats des deux réactions dépendantes de B12 

s'accumulent, ce qui conduit à des niveaux accrus de l'acide méthylmalonique et l'homocystéine dans 

le plasma. (D’après Green et al. 2017(71)) 
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2.2.6.2. Vitamine B9 

2.2.6.2.1. Introduction 

L’acide folique (C19H19N7O6), ou acide ptéroylmonoglutamique (vitamine B9) est composé 

d’un noyau ptérine, d’un acide para-amino-benzoïque lié à une molécule d’acide glutamique 

(73) (Figure 11). Les folates sont synthétisés par les microorganismes et les plantes. L’apport 

en vitamine B9 se fait donc par l’alimentation, sous forme de ptéroylpolyglutamates. 

Les formes actives dans l’organisme sont l’acide dihydrofolique (DHF), l’acide 

tétrahydrofolique (THF) et ses dérivés méthylés ou formylés portant des radicaux 

monocarbonés en position 5 et/ou 10 : N5-formylTHF, N10-formylTHF, N5-méthylTHF, N5-

formiminoTHF, N5,10-méthylèneTHF et N5,10-méthénylTétraHydroFolate (N5,10-

méthénylTHF) (74) (Figure 11). Ces dérivés de l’acide folique ont une fonction de 

coenzymes qui assurent avec des enzymes spécifiques le transfert de radicaux monocarbonés 

dans plusieurs réactions métaboliques essentielles. 

 

Figure 11. Structure moléculaire de la vitamine B9 et ses dérivés méthylés ou formylés 

(D’après J.M Scott (74)) 
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2.2.6.2.2. Métabolisme 

Les dérivés de l’acide folique  participent à la synthèse de la méthionine, à la conversion 

sérine-glycine, à la synthèse des acides aminés, des acides nucléiques et au transport d’unités 

monocarbonés. Les folates alimentaires sont sous la forme de ptéroylpolyglutamates. Après 

leur absorption, ils sont scindés en monoglutamates dans les entérocytes puis transformés en 

N5-méthylTHF. Ce dernier traverse la barrière intestinale et atteint les cellules utilisatrices via 

la circulation sanguine. Une fois dans les cellules, les dérivés de l’acide folique subissent une 

polyglutamation par la folypolyglutamate synthase, permettant ainsi leur rétention 

intracellulaire. Cette étape est nécessaire à leur intégration dans le métabolisme des 

monocarbones (75). Parmi les dérivés polyglutaminés, le tétrahydroptéroylglutamate 

(H4PteGlu) est le substrat préférentiel pour la folypolyglutamate synthase et sa forme 

polyglutamatée H4PteGlun joue un rôle majeur dans le métabolisme des monocarbones. 

2.2.6.2.2.1. La synthèse de la méthionine 

Le N5-méthylTHF est le donneur du groupement méthyle qui sera transféré sur 

l’homocystéine par transméthylation à l’aide de la vitamine B12, cofacteur de la méthionine 

synthase. La réaction aboutit à la régénération du THF et à la formation de méthionine. La 

méthionine pourra alors être transformée en S-adénosylméthionine (SAM), donneur universel 

de groupements méthyles pour les réactions de méthylation dans l’organisme (ADN, 

protéines, lipides…), aboutissant à la formation de S-adénosylhomocystéine (SAH). 

2.2.6.2.2.2. La conversion sérine-glycine 

La conversion de la sérine en glycine s’effectue dans la mitochondrie en présence de THF et 

aboutit à la synthèse du N5,10-méthylèneTHF. L’enzyme clé de cette réaction est la sérine 

hydroxyméthyltransférase (SHMT) (76). 

2.2.6.2.2.3. La synthèse des acides aminés 

La conversion de l’histidine en acide glutamique passe par un intermédiaire métabolique, 

l’acide formimino-glutamique (FIGLU). Cette réaction s’effectue dans le cytoplasme et 

nécessite le THF qui sera transformé en N5,10-méthénylTHF. 
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2.2.6.2.2.4. La synthèse des acides nucléiques 

 Synthèse des bases pyrimidiques 

La forme polyglutamatée du tétrahydroptéroylglutamate H4PteGlun peut être convertie en 

formaldéhyde : N5,10-méthylène-H4PteGlun. Ce dernier peut être utilisé pour la synthèse de 

la thymine, une base pyrimidique indispensable à la synthèse de l’ADN, par la méthylation 

dans le cytoplasme du désoxyuridilate monophosphate (dUMP) en thymidylate (dTMP), 

grâce à la thymidilate synthase (77). 

 Synthèse des bases puriques 

Le N10-formylTHF et le N5,10-méthylèneTHF donnent respectivement, les 2
d
 et 8

e
 atomes de 

carbone du noyau purine dans le cytoplasme. 

2.2.6.3. Vitamine B6 

2.2.6.3.1. Introduction 

Le terme de vitamine B6 regroupe différents dérivés de la 3-hydroxy-2-méthylpyridine. Ils se 

distinguent par le groupement situé en position 4. Ce groupement peut être alcool (pyridoxol 

ou pyridoxine), aldéhyde (pyridoxal) ou amine (pryridoxamine) (Figure 12). La formule brute 

de la pyridoxine est C8H11O3N. 
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Figure 12. Structure moléculaire de la vitamine B6 

(Source :https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 

2.2.6.3.2. Métabolisme 

La vitamine B6 (pyridoxine) est active sous forme de phosphate de pyridoxal (PLP) et elle 

intervient dans plus d'une centaine de réactions en tant que cofacteur. Les enzymes qui 

l'utilisent comme cofacteur appartiennent parfois à la classe des transférases, mais ce sont 

principalement les lyases. Parmi ces enzymes PLP-dépendantes, 3 enzymes gravitent 

directement autour du métabolisme de l’homocystéine : la cystathionine-β-synthase, la 

cystathionine-γ-lyase et la sérine hydroxyméthyltransférase (Figure 13). 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 13. Métabolisme de la vitamine B6 dans le cadre de la transulfuration de l’Hcy. 

A. Dans la voie de la transulfuration, l’Hcy s’associe à la sérine pour former la cystathionine 

au cours d’une réaction irréversible catalysée par la cystathionine-β-synthase avec pour 

cofacteur le PLP. La cystathionine est hydrolysée par une seconde enzyme cystathionine-γ -

lyase pour former la cystéine avec également le PLP comme cofacteur. 

B. La sérine est le précurseur direct de la glycine : celle-ci est formée via une réaction 

réversible catalysée par la sérine hydroxyméthyltransférase. Cette enzyme ne fonctionne 

qu'en présence de deux cofacteurs : le PLP et le THF. 
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Tableau 1. Facteurs influençant la tHcy (Adapté à partir de Christina Bolander-Gouaille et 

al., 2002 (78)). 

Légende : ↓ : Réduction de la tHcy ; (↑) : augmentation de la tHcy restant dans les valeurs de 

référence ; ↑ : tHcy modéré (15-30µM) ; ↑↑ :tHcy intermédiaire (30-100µM) ; ↑↑↑ :tHcy 

sévére (>100microM). 

 

Facteurs influençant la tHcy Effet 

Facteurs génétiques  

Homozygote CBS ↑↑↑ 

Homozygote MTHFR ↑↑↑ 

Variants Cobalamine (C, D, E, F, G, J) ↑↑↑ 

Syndrome de Down ↓ 

MTHFR Thermolabile ↑ 

Hétérozygote CBS ↑ 

Hétérozygote MTHFR ↑ 

Facteurs physiologiques  

Age (↑) 

Sexe masculin (↑) 

Diminution de la fonction rénale (↑) 

Augmentation de la masse musculaire (↑) 

Habitus  

Supplémentation Vitaminique ↓ 

Tabagisme (↑) 

Consommation café (↑) 

Consommation alcool ↑↓ 

Activité physique ↓ 

Pathologies  

Carence B9 ↑↑ 

Carence B12 ↑↑↑ 

Carence B6 ↑ 

Insuffisance rénale ↑↑ 

Hypothyroïdie ↑ 

Traitements  

B9 antagonistes (méthotrexate) ↑ 

B12 antagonistes (N2O) ↑↑ 

B6 antagonistes ↑ 

Antiépileptiques ↑ 

Contraception ↑ 

Aminothiols (acetylcystéin) ↓ 

Autres (L-dopa, cholestyramine,niacine) ↑ 
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2.3. Hyperhomocystéinémie : facteur de risque des maladies 

cardiovasculaires 

Les pathologies cardiovasculaires sont définies comme un ensemble de troubles affectant le 

cœur et les vaisseaux sanguins (3) et comprenant  : 

• les maladies coronariennes : infarctus du myocarde, angor et mort subite, 

• les accidents vasculaires cérébraux, ischémiques ou hémorragiques, constitués ou 

transitoires, 

• et les pathologies vasculaires périphériques : artériopathie oblitérante des membres 

inférieurs, sténose de l’artère rénale, insuffisance rénale par néphroangiosclérose. 

 

L’étude INTERHEART, une étude cas témoins dans 52 pays, rapporte les facteurs de risque 

(FR) des maladies cardiovasculaires (3, 4). Nous pouvons distinguer : 

• les FR non modifiables : âge, sexe, histoire familiale, 

• les FR modifiables : hypertension, dyslipidémies, diabète, surpoids et obésité, sédentarité, 

tabagisme et alimentation, 

• d’autres FR potentiels : HHcy, augmentation de la protéine C réactive (CRP) et de la 

lipoprotéine (a). 

 

La possibilité d’un rôle de l’Hcy dans l’athérosclérose est pour la première fois évoquée, en 

1962, après la découverte de l’homocystinurie congénitale, maladie rare, chez des enfants 

souffrant d’un retard mental en Irlande du Nord (79). McCully (1969) démontre ensuite 

l’existence d’une relation entre l’augmentation de la concentration d’Hcy (en cas d’HHcy 

sévère) et l’athérosclérose (8). 

2.3.1. Mécanisme physiopathologique 

Les hypothèses formulées pour expliquer l’athérogénicité de l’HHcy sont multiples (6, 7, 80). 

Les expériences réalisées chez l’animal et in vitro mettent en évidence que l’Hcy induit une 

dysfonction endothéliale qui pourrait être liée en partie à la diminution de la production 

d’acide nitrique dans les cellules musculaires lisses. Cette inhibition entrainerait une 

activation de facteurs de transcription spécifiques, stimulant la prolifération des cellules 

musculaires lisses et conduisant, ainsi, à une action mitogènique. Il existe également une 

« hypothèse lipidique » selon laquelle l’altération du métabolisme des lipoprotéines, 
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essentiellement les LDL, sous l’action des groupements thiol de l’Hcy, induirait 

secondairement une atteinte de la paroi vasculaire en favorisant le développement de cellules 

spumeuses. L’Hcy entrainerait également une hyperagrégabilité plaquettaire et exercerait 

enfin des effets procoagulants en augmentant l’activité des facteurs V et XII et en inhibant 

l’expression de la protéine C (81) (Figure 14). 

 

 

Figure 14. Mécanisme physiopathologique permettant d’expliquer l’athérogénicité de l’homocystéine. 

 

Les anomalies du métabolisme de l’Hcy sont désormais au centre d’une attention croissante 

en raison de leur rôle potentiel dans la pathogenèse de l’athérosclérose et d’autres maladies 

comme la thrombose veineuse. Cependant cette relation est inconstante selon les études et le 

type d’intervention. 

La prévalence de l’HHcy est estimée à 5% dans la population générale, entre 20 et 50% chez 

les sujets ayant présenté une pathologie vasculaire artérielle et entre 10 et 25% chez les sujets 

ayant présenté une thrombose veineuse (82). 

Plusieurs travaux ont cherché à confirmer le rôle pro-athérogène d’une HHcy intermédiaire ou 

modérée à l’aide d’études épidémiologiques et interventionnelles et démontrer ainsi une 

relation entre la concentration en Hcy et les coronaropathies, les thromboses veineuses, les 

artériopathies et les atteintes cérébrovasculaires (83). 
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2.3.2. Etudes épidémiologiques 

De nombreuses études prospectives et rétrospectives ont été publiées sur le lien d’une 

augmentation de l’Hcy plasmatique chez les malades souffrant d’athérosclérose ou de 

thrombose artérielle. Les études prospectives montrent qu’une élévation de l’Hcy de 5 μmol/L 

augmenterait le risque cardiovasculaire de 20 à 30%, alors que les études rétrospectives 

montrent une augmentation du risque de 60 à 90% (84). En 1995 Boushey et al. réalise une 

méta-analyse portant sur 27 études prospectives et transversales observationnelles sur 

différentes populations comprenant 4000 patients. Il met en évidence qu’une augmentation de 

la concentration en Hcy plasmatique de 5 μmol/L est associée à un risque relatif de 1,6 et 1,8 

de coronaropathies, respectivement chez les hommes et les femmes, et à un risque relatif de 

1,5 de maladies cérébrovasculaires, ce qui pourrait être équivalent à une augmentation du 

risque de maladies cardiovasculaires suite à une élévation de 0,5mmol/L du cholestérol 

plasmatique (85). 

En 2002, la méta-analyse de Wald et al. vise à déterminer la causalité entre l’augmentation de 

l’Hcy sérique et les maladies cardiovasculaires, en particulier les cardiopathies ischémiques, 

les thromboses veineuses profondes (TVP) avec ou sans embolie pulmonaire et les accidents 

vasculaires cérébraux (AVC) (86). Cette méta-analyse inclut deux types d’études : 72 études 

cas-témoins (avec 16 849 cas) portant sur la prévalence du variant 

NM_005957.5(MTHFR):c.665C>T (p.Ala222Val) du gène MTHFR et 20 études prospectives 

(3820 sujets) sur l’Hcy sérique et le risque de maladie cardiovasculaire. Les résultats 

concluent à un lien de causalité car une augmentation de 5μmol/L de l’Hcy sérique était liée : 

-pour les cardiopathies ischémiques, à un risque relatif de 1,42 dans les études liées au variant 

du gène MTHFR et de 1,32 dans les études prospectives, 

-pour les TVP, à un risque relatif de 1,60 dans les études liées au variant du gène MTHFR 

(pas d’études prospectives sur le sujet), 

- pour les AVC, à un risque relatif de 1,65 dans les études liées au variant du gène MTHFR et 

de 1,59 dans les études prospectives. 

En conclusion, une diminution de la concentration en Hcy de 3 μmol/L réduirait le risque de 

cardiopathies ischémiques de 16%, de TVP de 25% et d’AVC de 24%. 

Une autre méta-analyse, réalisée par Clarke et al. en 2002, porte sur 30 études (cas témoins et 

prospectives) englobant 5073 patients avec cardiopathie et 1113 avec AVC. Le taux 

plasmatique d’Hcy apparait comme un facteur de risque indépendant dans les maladies 

cardiovasculaires et les AVC, avec une forte association observée dans les études 
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rétrospectives (cas témoins) par rapport aux études prospectives. Une diminution de 25% 

(près de 3 μmol/L) de la concentration en Hcy était associée à une diminution de 11% du 

risque de maladies cardiovasculaires ischémiques et de 19% du risque d’AVC (87).  

Enfin, une méta-analyse publié en 2008 par Humphrey et al. conclut que chaque 

augmentation de 5 μmol/L d’Hcy élève de 20% le risque d’évènement cardiovasculaire, 

indépendamment des facteurs de risque traditionnels (88).  

2.3.3. Études interventionnelles 

Si les études observationnelles sont en faveur d’un lien épidémiologique entre l’HHcy et la 

survenue d’évènements cardiovasculaires, il a fallu par des études interventionnelles tenter de 

démontrer l’efficacité d’une vitaminothérapie pour diminuer l’HHcy. 

Les premières évaluations de l’effet de la correction de l’HHcy ou de l’abaissement des 

concentrations en Hcy sur la survenue d’événements cardiovasculaires sont observées au 

cours d’études sur l’homocystinurie congénitale dans lesquelles une diminution très 

significative des événements cardiovasculaires est constatée grâce à la correction de l’HHcy 

par vitaminothérapie en vitamine B9 et vitamine B6 (89). 

 

Les études interventionnelles ont tout d’abord rapporté des résultats discordants en ce qui 

concerne la vitaminothérapie en prophylaxie secondaire. 

L’étude randomisée contre placebo de Schnyder et al. inclue 205 patients venant de subir une 

angioplastie coronaire avec un groupe vitaminothérapie (B9: 1 mg, B12: 400μg, B6: 10mg) 

versus un groupe placebo. Elle montre après un suivi de 6 mois que la vitaminothérapie est 

associée à un moindre risque de resténose (19,6 vs 37,6% p=0,01), à une diminution du risque 

de revascularisation (10,8 vs 22,3% p=0,047), à un diamètre luminal minimal plus large (1,72 

± 0,76 mm vs 1,45 ± 0,88 mm p=0,02) et à une prévalence plus faible d’événements 

cardiovasculaires (12,7 versus 24,5% p=0,055) (90). 
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Ces résultats sont mis en défaut en 2004 par une seconde étude randomisée contre placebo 

avec 636 patients ayant subi une angioplastie coronaire avec stent avec un groupe 

vitaminothérapie (B9 :1,2 mg, B12 :60 μg, B6 :48 mg/j, après un bolus initial de B9 [1 mg], 

B12 [1 mg] et B6 [5 mg]) vs un groupe placebo. Dans le groupe vitaminothérapie, le diamètre 

luminal minimal est plus petit (1,59±0,62 mm vs 1,74±0,64 mm p=0,008) mais avec un taux 

plus élevé de resténose (34,5 vs 26,5% p=0,05) et de revascularisation (15,8 vs 10,6 % p = 

0,05) (91). 

Le suivi trop court et le nombre de patients inclus trop faible sont deux limites importantes. 

De grands essais prospectifs multicentriques contrôlés contre placebo analysant l’effet de la 

vitaminothérapie (vitamine B9 ± associée aux vitamines B6 et B12) et la diminution des 

concentrations en Hcy chez des patients ayant déjà présentés des épisodes ischémiques sont 

entrepris. On comptabilise de nombreux essais randomisés contre placebo incluant chacun 

plus de 1000 patients avec un suivi supérieur à un an : B-PROOF (92), CSPPT (93), Li (94), 

SEARCH (95), VITATOPS (96), SU.FOL.OM3 (97), BVAIT (98), WAFACS (99), WENBIT 

(100), NORVIT (101), FOLARDA (102), GOES (103), CHAOS(104) HOPE-2(105) VISP 

(106). 

 

Ces études sont incluses dans plusieurs méta-analyses récentes. Mise à jour en 2017, la méta–

analyse de Carvajal et al. comprend 15 essais randomisés et 71 422 patients avec un suivi de 1 

à 7,3 ans. On ne retrouve, par rapport au placebo, aucune différence dans les effets en ce qui 

concerne la réduction de l'Hcyémie pour l'infarctus du myocarde (réduction de 

l'homocystéine : 7,1% vs placebo : 6,0 %; RR 1,02 IC95% (0,95-1,10), 12 essais; N = 

46.699), pour le décès quelle qu'en soit la cause (réduction de l'Hcy : 11,7% versus placebo : 

12,3%, RR 1,01 IC95% (0,96-1,06), 11 essais, N = 44.817) ou pour les événements 

indésirables graves (réduction de l'Hcy : 8,3% vs placebo : 8,5%, RR 1,07, IC95% (1,00-1,14) 

8 essais, N = 35.788) (107). Les méta-analyses de Clarke et al., 2010 (108), Huang et al., 

2012 (109), Huo et al., en 2012 (110) et Ji et al., en 2013 obtiennent des résultats similaires 

(111). 

Néanmoins, la méta-analyse de Carvajal rapporte également qu’une vitaminothérapie 

entrainant une réduction de l'Hcyémie est associée à une réduction de la survenue d’AVC: 

(diminution de l'homocystéine : 4,3% vs placebo :5,1%, RR 0,90 IC95% (0,82-0,99), 10 

essais, N = 44.224) (107). La méta-analyse de Wang et al. en 2007 rapporte des résultats 

identiques (112). 
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3. OBJECTIF DE LA THÈSE 

La grande majorité des études épidémiologiques et des études d'intervention avec 

supplémentation par vitamine du groupe B évaluent uniquement des HHcy modérées. Les 

patients présentant une HHcy intermédiaire (30-100 μM) et sévère (> 100 μM), n'ont ainsi pas 

été spécifiquement étudiés (113). 

Le but de ce travail d’évaluer l’influence de l’ HHcy intermédiaire et sévère liée à des 

carences vitaminiques et/ou des anomalies génétiques chez des patients atteints par une 

maladie cardiovasculaire. 

Pour cela, nous avons réalisé une étude rétrospective de patients hospitalisés au centre 

hospitalier universitaire de NANCY ayant bénéficié systématiquement d’un dosage de l’Hcy 

plasmatique dans le cadre de l’exploration de leur pathologie cardiovasculaire et/ou maladie 

thromboembolique. 

Certains de ces patients ont été traités dans le centre de référence pour les pathologies 

héréditaires du métabolisme et ont fait l'objet d'investigations diagnostiques nutritionnelles, 

métaboliques et génétiques plus approfondies. 
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ABSTRACT  35 

Background: The association of moderate hyperhomocysteinemia (HHcy) (15–30 μmol/L) 36 

with cardiovascular diseases (CVD) in most observational studies has been challenged by the 37 

lack of benefit of vitamin supplementation to lowering homocysteine. Consequently, the 38 

results of interventional studies have confused the debate regarding the management of 39 

patients with intermediate/severe HHcy. 40 

 41 

Objective: To evaluate the influence of intermediate (30–100 μmol/L) and severe (> 100 42 

μmol/L) HHcy related to vitamin deficiencies and/or inherited disorders on CVD outcomes.  43 

 44 

Design: We carried out a retrospective cross-sectional study on consecutive patients who 45 

underwent a homocysteine assay in a French University Regional Hospital Center. Patients 46 

with CVD outcomes were assessed for vitamin B12, folate, Hcy, methylmalonic acid, and 47 

next-generation clinical exome sequencing. 48 

 49 

Results: We report 165 patients hospitalized for thromboembolic and other cardiovascular 50 

manifestations among 1006 patients consecutively recruited. Among them, 84% (138/165) 51 

had Hcy >30 μmol/L and 27% Hcy >50 μmol/L (44/165). HHcy was related to a deficiency in 52 

vitamin B12 and/or folate in nearly 55% (87/165), mutations in one or more genes of one-53 

carbon and/or vitamin B12 metabolisms in 11% (19/165), and renal failure in 26% (44/165) 54 

of the studied patients. HHcy was the single vascular risk retrieved in almost 9% (15/165) of 55 

patients. 60% (101/165) of patients received a supplementation to treat HHcy, with a 56 

significant decrease in median Hcy from 41 to 17 µmol/L. No recurrence of thromboembolic 57 

manifestations was observed after treatment of patients with HHcy as singe risk, after nearly 58 

4-years follow-up. 59 
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Conclusion: The high frequency of intermediate/severe HHcy differs from the moderate 60 

HHcy reported in previous observational studies of patients with pre-existing CVD. Our study 61 

points out the importance of diagnosing and treating nutritional deficiencies and inherited 62 

disorders to reverse intermediate/severe HHcy associated with CV outcomes. 63 

 64 

Keywords: Homocysteine; cardiovascular disease risk; intermediate to severe 65 

hyperhomocysteinemia; thromboembolic manifestations; next-generation clinical exome 66 

sequencing; Reference Centre for Inborn Errors of Metabolism.   67 
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INTRODUCTION 68 

Cardiovascular diseases (CVD) are a leading cause of death worldwide (1). The World Health 69 

Organization defines cardiovascular diseases as disorders affecting the heart and blood 70 

vessels, including coronary heart disease, cerebrovascular disease, peripheral arterial disease, 71 

congenital heart defects, deep vein thrombosis, and pulmonary embolism (1). Atherosclerosis 72 

is a prominent pathophysiological component of CVDs (2), which is enhanced by 73 

cardiovascular risk factors, including smoking, high cholesterol, high blood pressure, 74 

diabetes, abdominal obesity, and psychosocial factors (3). These risk factors explain the major 75 

part but not the whole landscape of CVDs. Other risk factors, such as an increase in 76 

homocysteine (Hcy) levels, produce other types of vascular injury and need additional 77 

evaluations. Hcy is an intermediate metabolite of one-carbon metabolism (1-CM), which 78 

promotes endothelial dysfunction, oxidative stress, inflammation, cell proliferation, and 79 

thrombosis (4, 5). The increase in Hcy is usually classified into three categories, moderate 80 

(15–30 μmol/L), intermediate (30–100 μmol/L), or severe (> 100 μmol/L) 81 

hyperhomocysteinemia (HHcy). The metabolism of Hcy relies on nutritional factors that 82 

include folate, vitamin B12, and vitamin B6 (6-10). Deficiency in one or more of these 83 

vitamins produces HHcy, which can be reduced or even normalized by supplementation (10-84 

14). Intermediate and severe HHcy may also be caused by mutations in genes involved in 1-85 

CM as well as those related to vitamin B12 and folate (15-17). The association between HHcy 86 

and atherosclerotic disease was first proposed more than 40 years ago by McCully, who 87 

reported vascular lesions in patients with intermediate and severe HHcy related to inherited 88 

disorders of 1-CM (18). Later, a vast majority of observational studies concluded that 89 

moderate HHcy is associated with CVD risk. These studies have shown that a moderate 90 

increase in Hcy is a risk factor for cardiovascular mortality, ischemic heart disease, peripheral 91 

arterial disease, and venous thrombosis (19-27). In contrast, most interventional studies with 92 



 

56 

vitamin supplementation found no benefit of lowering Hcy in patients with or at risk of CVD 93 

(28-31). Several meta-analyses confirmed these conclusions and challenged those from 94 

observational studies (28-31). Nonetheless, the influence of intermediate (30–100 μmol/L) 95 

and severe (> 100 μmol/L) HHcy on CVD outcomes in association with vitamin deficiencies 96 

and/or inherited metabolic disorders have not been studied explicitly in most observational 97 

and interventional studies (32), since a vast majority of these studies have included patient 98 

with baseline Hcy levels below 30 µmol/L. The frequency of genetic, metabolic, or nutritional 99 

causes and the effects of lowering intermediate/severe HHcy on CVD outcomes have 100 

deserved a too limited interest, despite the previous study by McCully (18). 101 

To address this gap in knowledge, we carried out a retrospective cross-sectional study that 102 

assessed consecutive patients in whom intermediate or severe HHcy was diagnosed during an 103 

assessment at the University Regional Hospital Center of Nancy for the occurrence of CVD 104 

outcomes. Some of these patients were subject to more in-depth metabolic and genetic 105 

evaluation and treated at the Reference Centre for Inborn Errors of Metabolism 106 

(ORPHA67872) of the University Hospital of Nancy.  107 



 

57 

PATIENTS ET METHODS 108 

Study design and population 109 

We carried out a retrospective cross-sectional study on consecutive patients who had serum 110 

Hcy assessment during a consultation or hospitalization at the University Hospital of Nancy 111 

between January 2015 and August 2018.  112 

 113 

Study aims 114 

The primary aim was to evaluate the influence of intermediate (30–100 μmol/L) and severe 115 

(>100 μmol/L) HHcy related to vitamin deficiencies and/or inherited disorders on CVD 116 

outcomes. The secondary aim was to evaluate whether B12/folate deficiencies and inherited 117 

disorders produce different CV outcomes. 118 

 119 

Patients’ selection criteria 120 

Hcy was assayed in patients who belonged to five groups of diseases, including 121 

cardiovascular/thromboembolic, neurological, cognitive, hematological, and digestive. 122 

Among these groups, we focused our study on patients affected by cardiovascular and/or 123 

thromboembolic manifestations. 124 

 125 

Data collected for the study 126 

Clinical data were retrieved through electronic chart review using DxCare® software 127 

(Dedalus France, Le Plessis Robinson, France). We considered the following clinical 128 

parameters, sex, age, risk factors, including diabetes, smoking, arterial hypertension, 129 

dyslipidemia, early cardiovascular family history, body mass index [BMI], obesity, chronic 130 

renal failure, hemodialysis, kidney transplant, bariatric surgery, and drug intake. Biological 131 

data were extracted using the GLIMS laboratory information management system v9 (MIPS 132 



 

58 

France S.a.r.l., Paris, France). Biochemical data were retrieved from the ―Nancy Biochemical 133 

Database‖, which is a prospectively maintained electronic database that increments the 134 

biochemical results of consecutive patients hospitalized in 67 healthcare departments at the 135 

University Hospital of Nancy (33-36). The ―Nancy Biochemical Database‖ is registered at the 136 

French National Commission on Informatics and Liberty, CNIL, under the record 137 

N°1763197v0. 138 

 139 

Vitamin B12, folate, homocysteine, methylmalonic acid, and other biological assays 140 

Vitamin B12 and folate serum concentrations were determined by the SNB SimulTRAC-box 141 

for radio-immunoassay with [57Co]-vitamin B12/[125]-folate as tracers (MP Biomedicals 142 

SARL, Illkirch-Graffenstaden, France). Red blood cell folate (RBC folate) was determined 143 

using the same radio-immunoassay method after total blood extract hemolysis in the presence 144 

of ascorbic acid. Plasma homocysteine and methylmalonic acid (MMA) levels were 145 

determined by UPLC-MS/MS, by using an ACQUITY UPLC BEH C18 column (1.7 μm, 146 

2.1mm × 50mm, Waters Corporation, Guyancourt, France). Patients were classified into five 147 

subgroups according to Hcy concentration, group 1: Hcy < 15 µmol/L, group 2: Hcy: 15–30 148 

µmol/L, group 3: Hcy: 30–50 µmol/L, group 4: Hcy: 50–100 µmol/L, group 5: Hcy > 100 149 

µmol/L. 150 

Other biochemical parameters, including fasting plasma concentrations of glucose, 151 

cholesterol, triglycerides, HDL-cholesterol, ASAT, ALAT, C-reactive protein, and albumin 152 

were determined by colo-turbidimetry on an AU 2700 Olympus Chemistry Analyzer 153 

(Beckman Coulter, Villepinte, France). LDL-cholesterol values were calculated using the 154 

Friedwald formula. Hematological parameters, including hemoglobin and mean corpuscular 155 

volume, were determined by fluorescence flow cytometry on a Sysmex® XN-9000 analyzer 156 

(Sysmex Corporation, Villepinte, France). Activated partial thromboplastin time (aPTT), 157 
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prothrombin time (PT), and fibrinogen were determined by viscosity-based detection system 158 

on a STAR MAX2 analyser (Stago, Asnières-sur-Seine, France). Anti-thrombin (AT), Protein 159 

C and Protein S assays were determined by photo-optical clot detection on an ACLTop 700 160 

(Werfen, Le Pré-Saint-Gervais, France). Antiphospholipid antibodies (aPL), which included 161 

lupus anticoagulant (LA), IgG and IgM anticardiolipin antibodies (aCL), and IgG and IgM 162 

anti-β2-glycoprotein I antibodies (aβ2GPI) were performed according to established guidelines 163 

as previously described (37). The genotyping of coagulation factors II (F2, 164 

NM_000506.4:c.97G>A , rs1799963) and V (F5, NM_000130.4:c.1601G>A, rs6025) 165 

variants was performed using loop-mediated isothermal amplification (LACAR Kit, Seraing, 166 

Belgium) on a LightCycler LC480 instrument (ROCHE, Meylan, France). The genotyping of 167 

the MTHFR (NM_005957.5:c.665C>T), (NM_005957.4:c.1286A>C), MTRR 168 

(NM_002454.3:c.66A>G), (NM_002454.3:c.524C>T), MTR (NM_000254.2:c.2756A>G), 169 

variants was performed using fluorescence resonance energy transfer on a LightCycler LC480 170 

instrument. 171 

 172 

Next-generation clinical exome sequencing 173 

Patients were assessed at the Department of personalized medicine in the setting of the 174 

National Reference Center of Rare Inherited Disorders to look for genetic defects that could 175 

elucidate their clinical presentation. We performed a molecular diagnosis approach based on 176 

next-generation sequencing of 4813 genes using the TruSight One sequencing panel. All the 177 

details related to the panel, including the technical note and the gene list, are available at 178 

https://emea.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-one.html. We 179 

have developed a standardized and systematic approach for analyzing and prioritizing the 180 

genetic variants in the setting of our molecular diagnosis approach, as previously described 181 

(38, 39). The following strategy was used for filtering and prioritizing the genetic variants: 182 
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Step #1: Import all retrieved genetic variants; Step #2: Retain only low frequency and rare 183 

variants by excluding variants with a reported alternative allele frequency (AAF) > 5% in the 184 

following databases: the Exome Aggregation Consortium (ExAC) and the Genome 185 

Aggregation Database (gnomAD Exomes). The aim of step #2 is to retain rare (AAF < 1%) 186 

and low-frequency (AAF < 5%) variants which exhibit relatively large effects on disease risk 187 

such as those involved in severe monogenic diseases; Step #3: Exclude intronic or 188 

synonymous variants; Step #4: Prioritization of genetic variants for their association with the 189 

studied phenotype using the PhoRank gene ranking based on the Phevor algorithm. The 190 

Phorank score was calculated according to the RefSeq Genes 105v2, NCBI gene source, using 191 

the following ontologies: Human Phenotype Ontology, Gene Ontology, and OMIM 192 

Phenotype Ontology. Functional variant annotation was performed using the following tools: 193 

MutationTaster (40), Functional Analysis through Hidden Markov Models (FATHMM) (41), 194 

MetaSVM / MetaLR scores (42), Sorting Tolerant From Intolerant (SIFT) (43), Protein 195 

Variation Effect Analyzer (Provean) (44), and deleterious annotation of genetic variants using 196 

neural networks (DANN) (45). Variant pathogenicity was reported according to the American 197 

College of Medical Genetics and Genomics/Association for Molecular Pathology 198 

(ACMG/AMP) variant guidelines (46). All bioinformatic analyses were performed using the 199 

SNP & Variation Suite (v8.8.3; Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA). 200 

 201 

Statistical analyses 202 

All quantitative variables are shown as the median and interquartile range (IQR, 25–75th 203 

percentile) and qualitative variables as percentages and 95% confidence interval (95% CI). 204 

We used the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis test to compare the distribution of 205 

biological biomarkers according to the different subgroups, as appropriate. We compared 206 

homocysteine levels before and after treatment using the Wilcoxon paired test. Statistical 207 
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analyses were performed using Stata SE, version 12.1 (College Station, Texas, US), based on 208 

a two-sided type I error with an alpha level of 0.05. 209 

 210 

RESULTS 211 

Clinical and biological characteristics of patients  212 

During the study period, 1400 patients had plasma Hcy assay. Among these, 394 were 213 

excluded for missing data on extraction. Of the 1006 remaining patients, a total of 165 214 

patients had plasma Hcy determination in relation with a diagnosis of cardiovascular and/or 215 

thromboembolic disease (Figure 1), including 152 patients admitted in the department of 216 

cardiology for arterial thrombosis, venous thrombosis, vasculitis, vascular-placental 217 

pathology, arterial and venous thrombosis, and 13 patients admitted in other departments for 218 

hematological or digestive disease associated with CVD outcomes. The details of the clinical 219 

and biological characteristics of the 165 patients are reported in Table 1. The median age was 220 

46 years (IQR, 35–59) and the proportion of males was at 57% (94/165). Most of the patients 221 

had arterial (79/165, 47.8%) or venous thrombosis (65/165, 39.3%). 80.6% (133/165) of 222 

patients had at least one risk factor for CVD other than HHcy, including 39.8% (53/165) with 223 

one risk factor, 38.3% (51/165) with two risk factors, 17.2% (23/165) with three risk factors 224 

and 4.5% with four or five risk factors (6/165). The most frequently observed risk factors 225 

were: smoking (78/165, 47%), hypertension (64/165, 39%), and dyslipidemia (56/165, 34%) 226 

(Table 1). Few patients had a family history of cardiovascular disease 5% (9/165). Around a 227 

quarter of patients (44/165, 26%) had at least one abnormal biological markers of 228 

thrombophilia (Table 1). 229 

The median Hcy concentration was 38.9 µmol/L (IQR, 31.5–51.5). The majority of patients 230 

(94/165, 57%) had an intermediate HHcy, and 27% (44/165) had a Hcy >50 µmol/L. Only 6% 231 

(10/165) of patients have a normal Hcy concentration and 10.3% (17/165) a moderate HHcy. 232 

There was no significant difference in Hcy concentration between the different groups of 233 
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cardiovascular/thromboembolic events (Figure 2). 234 

Vitamin B12 was assayed in 87 cases (55%) and serum B9 in 50 of these cases. A deficit in 235 

vitamin B12 was reported in 36 cases (41.3%), a deficit in folate in 18 cases (36%) and a 236 

combined deficit in both vitamins in 6 cases (7%). The median concentrations of Hcy and 237 

methylmalonic acid in B12 deficient patients were at 36.3 mol/L (IQR, 27.7–46.5) and 0.58 238 

mol/L (IQR 0.37–0.79), respectively (Supplemental Table 1). The median concentrations 239 

of Hcy and methylmalonic acid in B9 deficient patients were at 42 mol/L (IQR, 38.8–59.2) 240 

and 0.33mol/L (IQR, 0.17–0.62), respectively (Supplemental Table 1). The deficiency was 241 

mainly due to malabsorption and/or mutations in genes of B12 absorption and/or iatrogenic 242 

effects of proton pump inhibitors. HHcy was also related with renal failure in 44 other cases 243 

(26.6%), including 23 cases (52.3%) with KDIGO stage 3, 10 with KDIGO stage 4 (22.7%) 244 

and 11 with end-stage renal failure (KDIGO stage 5) (25%) (Supplemental Table 1). 245 

 246 

Patients with HHcy as the single risk factor of CV diseases 247 

A subgroup of 15 cases (9%) had HHcy with no other identified CVD risk. The median age of 248 

this subgroup was 33 years (IQR, 27–47), and the proportion of males was 57% (94/165). The 249 

median concentrations of Hcy and methylmalonic acid were 50.4 µmol/L (IQR, 31.3–50.4) 250 

and 0.225 µmol/L (IQR, 0.11–0.335), respectively. 47% (7/15) had a Hcy level between 30 251 

and 50 µmol/L and 53% (8/15) Hcy > 50 µmol/L. Only one patient had a deficit in folate. The 252 

median concentrations of vitamin B12 and serum folates were 191 pmol/L (IQR, 130–292) 253 

and 9.9 nmol/L (IQR, 5.9–18.5), respectively. Among the 15 patients, seven had venous 254 

thrombosis, five had arterial thrombosis, and one had both arterial and thrombosis. Most of 255 

the patients (10/15, 66.7%) were assessed at the National Center of Inborn Errors of 256 

Metabolism, 5 (33.3%) were diagnosed with a genetic abnormality related to 1-CM, and 10 257 

(66.7%) received a supplementation therapy. 258 
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Patients treated in the National Center of Inborn Errors of Metabolism 259 

Forty-six patients were referred to the National Center of Inborn Errors of Metabolism. 95.6% 260 

(44/46) and 4.4% (2/46) of these patients were adults and children, respectively. Among these 261 

patients, 45.6% (21/46) had arterial thrombosis, 39% (18/46) venous thrombosis, 8.7% (4/46) 262 

had both arterial and venous thrombosis, and 4.3% (2/46) vascular placental pathology. NGS 263 

exome analysis was performed in 30 patients (65.2%). We reported mutation of genes of 264 

vitamin B12 and 1-CM in 19 patients (63.3%), including in CUBN, AMN and GIF genes 265 

related with B12 absorption in seven cases, CD320, ABCC1, MMAB genes related with blood 266 

transport and intracellular metabolism in four cases and MTR, MTRR, MTHFR and CBS genes 267 

encoding enzymes of the 1-CM in eleven cases (Table 2). Additionally, the rs1801133 268 

polymorphism of MTHFR, was assessed in 55 patients (33.3%). Among them, 28 patients 269 

(50.9%) were homozygous for the minor allele of MTHFR, a frequency that was 5-fold higher 270 

than that reported in the French population (47). The median (IQR) level of Hcy was 48 271 

mol/L (IQR, 38.2–58.7), 36.2 mol/L (IQR, 32.5–42.7), and 34.6 mol/L (IQR, 24.6–41.7) 272 

in patients exhibiting homozygous genotype for the minor allele (TT), heterozygous genotype 273 

(CT), and homozygous genotype for the major allele (CC), respectively. 274 

 275 

Supplementation of patients 276 

On the 165 studied patients, 101 (61.2%) received a supplementation therapy by vitamin B12 277 

and/or folate and/or betaine and/or vitamin B6 in relation with either a folate or vitamin B12 278 

deficiency or a genetic cause of HHcy. On the 101 treated patients, 44 (43.5%) were treated 279 

and followed at the National Center of Inborn Errors of Metabolism. After a median follow-280 

up of 44 months, the median Hcy concentration was lowered from a baseline median Hcy 281 

value of 41.5 µmol/L (IQR, 33.6–60.4) to a median post-treatment Hcy value of 17.6 (IQR, 282 

12.1–28) µmol/L (difference = 23.9 µmol/L; P <0.001 ) (Figure 3). We observed no 283 
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recurrence of CVD outcomes in patients who had no other risk factor than HHcy after nearly 284 

4-years follow-up. 285 

 286 

DISCUSSION 287 

Our study highlights the high frequency of intermediate or severe HHcy (84%, 138/165) in 288 

165 patients that have undergone an assessment of their plasma Hcy level in the setting of 289 

thromboembolic and other cardiovascular manifestations, among 1006 patients consecutively 290 

recruited during 3.5 years at a University Regional Hospital Center in France. Among them, 291 

84% had HHcy above 30 mol/L, which was related to either vitamin B12 and/or folate 292 

deficiency, genetic cause or renal failure.  293 

The search for a deficiency in vitamin B12 and or folate was carried out in only 55% (91/165) 294 

of the reported patients, including all the 44 patients studied in the reference center for 295 

metabolic diseases. US and European Societies of Cardiology do not recommend including 296 

HHcy as a risk factor of CVD, and as a consequence, there is a lack of consideration and/or 297 

knowledge of cardiologists to diagnose and treat patients with intermediate and severe HHcy. 298 

The vitamin B12 deficiency was established according to evocative clinical symptoms, low 299 

concentration of B12, and increased Hcy and/or MMA. Nearly 55% (87/65) of patients had a 300 

deficit in vitamin B12 or folate, with the same cardiovascular outcomes as the other cases. 301 

The deficiencies were related to malabsorption and/or mutations in the CUBN, AMN, or GIF 302 

genes involved in B12 absorption and/or iatrogenic effects of proton pump inhibitors. Four 303 

patients had malabsorption related to ileitis in the context of Crohn's disease. The increased 304 

risk of thromboembolic outcomes associated with HHcy has already been reported in Crohn's 305 

disease, where it is secondary to vitamin B 12 deficiency caused by ileitis (48).  306 

Next-generation sequencing-based molecular diagnosis to search for rare genetic variants 307 

related to inherited disorders of vitamin B12 and HHcy had never been performed in a CVD 308 
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adult population. All patients recruited in the Reference Center who had a familial history of 309 

HHcy were screened by clinical exome sequencing. In total, we reported mutations in 1-CM 310 

genes in 19 cases (11% of the reported population). The identified genes were related to the 311 

absorption and metabolism of vitamin B12 and with key enzymes of the 1-CM. Our data 312 

show, therefore, that the presence of 1-CM genetic variants is dramatically enriched in 313 

patients with intermediate to severe HHcy, compared to reference populations. The 314 

identification of genetic variants made it possible to provide personalized therapeutic 315 

approaches and follow-up adapted to the inherited disorders, using vitamin B12 and/or folate 316 

and/or vitamin B6 and/or betaine. 317 

Chronic kidney disease was observed in 26% (44/165) of patients with HHcy in the absence 318 

of any other causal factor. The association of HHcy with CVD outcomes can be secondary to 319 

chronic kidney disease (49). Conversely, vascular disease may impair renal function, which in 320 

turn could lead to HHcy (50). Renal failure produces HHcy through reduced filtration and 321 

decreases the transsulfuration of Hcy, leading to increased Hcy plasma concentrations (51). 322 

Of note, renal failure contributed to HHcy in nine cases with B12 and folate deficiency.  323 

Besides the well-known influence of renal failure in HHcy, it has been shown that renal 324 

failure may increase the risk of vitamin B12 deficit (52) and impairs the cellular uptake of 325 

B12 (53). 326 

To our knowledge, no previous retrospective cross-sectional study has reported the rate of 327 

CVD manifestations in patients consecutively recruited with median Hcy > 30 mol/L in 328 

relation to vitamin B12 or folate deficiency and/or mutations in genes of vitamin B12 329 

absorption or metabolism, or 1-CM. Most observational studies have compared Hcy between 330 

CVD cases and controls, or have prospectively studied the occurrence of outcomes in 331 

extensive population studies with a normal-to-intermediate range of Hcy median 332 

concentrations ranging from 9.8 to 14.6 mol/L (Supplemental Table 2). In contrast, the 333 
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median of Hcy of our case series was as high as 38.9 µmol/L, and only 6% (10/165) of the 334 

patients had Hcy < 15 µmol/L. Another limitation of most of these observational studies is 335 

that Hcy has been assayed a long time after the onset of the vascular accident. It is therefore 336 

impossible to distinguish the influence of Hcy on the development of atherosclerosis and 337 

arterial thrombosis, from the influence of CVD and related treatments on secondary Hcy (54). 338 

A strong relationship has been identified between Hcy and carotid stenosis in prospectively 339 

recruited patients (55). The percentage of subjects with carotid stenosis greater than or equal 340 

to 25% increased linearly, from 25% for Hcy at 8 µmol/L to 50% when Hcy was above 18 341 

µmol/L. These differences remain highly significant after adjusting for age, sex, HDL-342 

cholesterol, systolic blood pressure, and smoking. We, therefore, assumed that the risk of 343 

vascular lesions was much higher in our series than in the previous observational studies in 344 

regard to the association between the magnitude of HHcy and the risk of CVD (55). Several 345 

observational studies have shown an increased plasma Hcy in patients with arterial 346 

thrombosis (54, 56-64) with median Hcy concentrations even lower than the cut-off of 15 347 

µmol/L. In most of these studies, patients presented CVD outcomes before the age of 55. In 348 

our study, we reported AT and VT as prominent outcomes at a median age of 46 years (IQR, 349 

35–59).  350 

Up to three-quarters of CVD can be attributed to what is considered as classical risk factors, 351 

highlighting the search for other second-line risk factors (65). We reported HHcy as the single 352 

risk factor of CVD in 9% (15/165) of cases. These patients were younger, had higher Hcy 353 

levels, and a higher rate of genetic substratum for HHcy when compared to patients with other 354 

risk factors (Supplemental Table 1). These results point out HHcy as a biomarker of CVD 355 

risk, as previously suggested (66, 67). Indeed, the addition of Hcy level to the Framingham 356 

Risk Score significantly improved the risk prediction in post-hoc analyses of the MESA 357 

(Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) and NHANES III (National Health and Nutrition 358 
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Examination Survey III) studies (66, 67). 359 

Despite the association between plasma Hcy and CVD events reported in most observational 360 

studies, the randomized controlled trials and meta-analyses have shown that Hcy-lowering 361 

interventions by vitamin B12, folate and/or vitamin B6 did not reduce the occurrence of most 362 

CVD, even if debate still exists on a possible benefit on stroke (68, 69). Our study may help 363 

to understand better the discrepancy between observational studies and randomized clinical 364 

trials. In the trials which did not include patients with renal failure or heart transplantation, the 365 

Hcy concentration at baseline ranged from 9.7 to 14.3 µmol/L, a range of concentrations close 366 

to Hcy of control populations and dramatically lower than those reported in our study. 367 

Consequently, these trials lowered Hcy by less than 5 units, while in our study, the specific 368 

treatment of deficiencies and inherited disorders produced a decrease of 24.5 units of median 369 

homocysteine levels, with no recurrence of CVD outcomes after severals months follow-up in 370 

patients without other risk factors. Furthermore, the studies reported in the literature did not 371 

evaluate the effect of the treatment on CVD outcomes in patients with B12 and/or folate 372 

deficiency and/or genetic causes of HHcy at baseline. They did not consider the influence of 373 

vitamin B supplementation in the subgroup of patients with Hcy > 30 µmol/L, despite the 374 

initial evidence provided by the Hcy vascular hypothesis published in 1969 by McCully (18). 375 

This first report on Hcy association with CVD observed early athero-thrombosis in children 376 

linked to a dramatic increase in plasma Hcy due to mutations in key genes of 1-CM. 377 

Subsequent studies reported that treatment of severe HHcy with folic acid and vitamin B6 378 

significantly reduced the risk of cardiovascular events and venous thrombosis, in a series of 379 

32 patients with congenital homocystinuria (70). Despite these evidences, large-scale 380 

epidemiological studies and interventional studies have only focused on the vascular risk 381 

generated by moderate HHcy. 382 

In conclusion, our study shows a high frequency of vitamin B12 and/or folate deficiency 383 
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and/or genetic causes related to intermediate/severe HHcy in patients consecutively recruited 384 

for CVD occurrence at a University Regional Hospital Center. The high frequency of 385 

intermediate/severe HHcy differs from that of moderate HHcy reported in observational 386 

studies of patients with pre-existing cardiovascular disease. For many practitioners, the failure 387 

of intervention studies to prevent the occurrence or recurrence of CVD outcomes has ruled 388 

out the need to assess and treat HHcy. The results of interventional studies have jeopardized 389 

the debate for the proper management of patients with intermediate to severe HHcy. Our 390 

study points out the importance of diagnosing and treating nutritional deficiencies and 391 

inherited disorders of 1-CM in order to reverse intermediate/severe HHcy and their potential 392 

impact on CVD outcomes. On the other hand, there is no benefit of vitamin B supplements in 393 

patients who already present a cardiovascular disease and for whom there is a modest 394 

elevation of homocysteine. This message should be translated into recommendations by 395 

medical societies. 396 
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Figure 1. Flow of participant in the study. 401 

 402 

  403 
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Figure 2. Levels of homocysteine and B12 according to clinical manifestations. 404 

 405 

Note. AT: Arterial Throbosis. VPP: Vascular Placental Pathology. VT: Venous Thrombosis. 406 

 407 

Figure Legend: 408 

There was no significant difference in Hcy concentration between the different groups of 409 

cardiovascular / thromboembolic events. 410 

  411 
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Figure 3. Pairwise comparison of homocysteine values in patients before and after 412 

diagnosis-oriented therapy and which included at least one of the following treatments: 413 

cobalamin, folic acid, pyridoxine, and betaine.  414 

 415 

 416 

  417 

A 

C B 
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Figure legend:  418 

A : All cardiovascular patients: After a median follow-up of 44 months, the median Hcy 419 

concentration was lowered from a baseline median Hcy value of 41.5 µmol/L (IQR, 33.6–420 

60.4) to a median post-treatment Hcy value of 17.6 µmol/L (IQR 12.1–28) (difference = 23.9 421 

µmol/L; P <0.001). 422 

B : Patients patients outside the referral center: After a median follow-up of 44 months, 423 

the median Hcy concentration was lowered from a baseline median Hcy value of 36.25 424 

µmol/L (IQR 31.9–43.9) to a median post-treatment Hcy value of 17.15 µmol/L (IQR, 12.4–425 

24.9) (difference = 19.1 µmol/L; P <0.001 ). 426 

C: Patients treated in the National Center of Inborn Errors of Metabolism: After a 427 

median follow-up of 44 months, the median Hcy concentration was lowered from a baseline 428 

median Hcy value of 57 µmol/L (IQR 42.5–72.7) to a median post-treatment Hcy value of 429 

17.7 µmol/L (IQR, 12.1–32.7) (difference = 39.3 µmol/L; P <0.001 ) 430 
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Table 1. Characteristics of the 165 patients included in the study.  431 

Demographics and BMI N Whole population 

Age — N, median (IQR) 165 46 (35–59) 

Male sex — n/N, % (95% CI) 94/165 57.0 (49.3–64.6) 

Body mass index (kg/m²) — N, median (IQR) 104 24.5 (20.8–29.8) 

Patient’s medical history and Risk factors   

Tobacco consumption — (n/N, %) 78/165 47.3 (39.6–55) 

Obesity — (n/N, %) 27/165 16.4 (10.7–22.1) 

Hypertension — (n/N, %) 64/165 38.8 (31.3–46.3) 

Dyslipidemia — (n/N, %) 56/165 33.9 (26.6–41.2) 

Diabetes — (n/N, %) 13/165 7.88 (3.72–12) 

Cardiovascular disease — (n/N, %) 133/165 80.6 (74.5–86.7) 

Kidney transplantation — (n/N, %) 9/165 5.45 (1.95–8.96) 

Renal failure — (n/N, %) 22/165 13.3 (8.09–18.6) 

Hemodialysis — (n/N, %) 17/165 10.3 (5.62–15) 

Family history of early cardiovascular event — (n/N, %) 9/165 5.45 (1.95–8.96) 

Laboratory findings — N, median (IQR)   

Homocysteine (µmol/L) 165 38.9 (31.5–51.5) 

Methylmalonic acid (µmol/L) 65 0.61 (0.26–0.82) 

Vitamin B12 (pmol/L) 87 191 (130–292) 

Folates, serum (nmol/L) 50 9.9 (5.9–18.5) 

Folates, erythrocyte (nmol/L) 29 769 (537–1149) 

Hemoglobin (g/dL) 153 13.6 (12.1–15.1) 

MCV (fL) 153 93 (89–97) 

Glomerular filtration rate (mL/min) 141 72 (54–94) 

Total cholesterol (g/L) 113 5.02 (3.99–6.01) 

HDL cholesterol (g/L) 97 1.09 (0.95–1.33) 

LDL cholesterol (g/L) 92 3.11 (2.36–4.16) 

Triglycerides (g/L) 112 1.75 (1.06–2.65) 

ASAT (U/L) 120 23 (18–30) 

ALAT (U/L) 120 20 (14–32) 

Albumin (g/L) 18 37.2 (33.6–41.9) 

Iron (µmol/L) 99 14.0 (9.3–19.0) 

C-reactive protein (mg/L) 110 4.7 (1.5–14.4) 

Patients’ subgroups according to 

homocysteine level — (n/N, %) 
  

Homocysteine, stratum 1 (<15 µmol/L) 10/165 6.1(2.4–9.7) 

Homocysteine, stratum 2 (15–30 µmol/L) 17/165 10.3 (5.6–15) 

Homocysteine, stratum 3 (30–50 µmol/L) 94/165 57 (49.3–64.6) 

Homocysteine, stratum 4 (50–100 µmol/L) 39/165 23.6 (17.1–30.2) 

Homocysteine, stratum 5 (>100 µmol/L) 5/165 3.03 (0.4–5.7) 
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Patients’ subgroups according to 

the KDIGO classification — (n/N, %) 
  

KDIGO Stage 1 43/141 30.5 (22.8–38.2) 

KDIGO Stage 2 54/141 38.3 (30.2–46.4) 

KDIGO Stage 3 23/141 16.3 (10.1–22.5) 

KDIGO Stage 4 10/141 7.09 (2.8–11.4) 

KDIGO Stage 5 11/141 7.8 (3.3–12.3) 

Thrombophilia investigations  0 (–) 

Testing for LA, aCL, and aB2GP1 133/165 80.6 (74.5–86.7) 

Positive result for LA, aCL, and/or aB2GP1 28/133 21.1 (14–28.1) 

Positive result for LA, (Class IIa) 14/28 50 (30.3–69.7) 

Positive result for aCL, (Class IIb) 9/28 32.1 (13.7–50.6) 

Positive result for aB2GP1, (Class IIc) 0/28 0 (–) 

Positive result 23/28 82.1 (67–97.3) 

Double positive result 4/28 14.3 (0.5–28.1) 

Triple positive result 1/28 3.57 (0–10.9) 

Note. aB2GP1: anti-β2-glycoprotein I antibodies. aCl: anticardiolipin antibodies ALAT: 432 
Alanine aminotransferase. ASAT: Aspartate aminotransferase. HDL cholesterol: High 433 
Density Lipoprotein cholesterol. LA: lupic anticoagulant. LDL cholesterol: Low Density 434 
Lipoprotein cholesterol. MCV: Mean corpuscular volume 435 
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Table 2. Results of NGS exome analysis in the study. 436 

Patient 
Age 

(years) 
Sex 

Cardiovascular 

manifestation 

Homocysteine 

(µmol/L) 

MMA 

(µmol/L) 

B12 

(pmol/L) 

B9 

(nmol/L) 
Gene 

Variant 

(HGVS, c.) 

Variant 

(HGVS, p.) 

Alternative 

Allele 

Frequency 

Vitamin B12 absorption gene 

P1 26 M VT, AT (Others) 80.5 0.3 121 NA AMN c.773T>C p.Leu258Ser 4.31×10
–3

 

P2 40 M VT (DVT), PE 87.1 0.31 648 NA GIF c.910C>T p.Pro304Ser 9×10
–4

 

P3 31 M AT (MI) 51.9 0.34 116 45 CUBN c.5840C>A p.Ser1947Tyr 2.63×10
–4

 

P4 27 M VT (DVT), PE 51.4 NA 144.9 NA 
CUBN 

CUBN 

c.2461T>G 

c.8635C>A 

p.Leu821Val 

p.Leu2879Ile 

6×10
–5

 

2.64×10
-2

 

P5 31 F AT (Others) 60.4 0.21 62.58  CUBN c.6469A>G p.Asn2157Asp 5.62×10
–3

 

P6 39 M PE 48.2 NA NA NA 
CUBN 

AMN 

c.7365T>A 

c.829A>G 

p.Asp2455Glu 

p.Thr277Ala 

5.62×10
–3

 

4.96×10
–3

 

P7 31 F VT (DVT) 71.7 NA 175 NA CUBN c.6469A>G p.Asn2157Asp 5.62×10
–3

 

Vitamin B12 transport and metabolism gene 

P8 30 M AT (Others) 40.5 NA 324.1 8.8 MTRR c.1549A>G p.Thr517Ala 4.48×10
–3

 

P9 35 F VT (DVT), PE 116 0.21 222 NA ABBC1 c.1299G>T p.Arg433Ser 1.36×10
–2

 

P10 58 M AT (MI) 57 NA 90 NA CD320 c.11G>A p.Gly4Asp 2.29×10
–3

 

P3 31 M AT (MI) 51.9 0.34 116 45 MTRR c.147A>G p.Ile49Met 4.66×10
–1

 

Vitamin B12 intracellular metabolism gene 

P11 57 M AT (MI) 31.9 0.87 406 45 MTR c.2044-2A>T p.Gly999Glu 1.27×10
–2

 

P12 28 M VT (DVT), PE 73.2 0.12 NA NA MTR c.2044-2A>T p.Gly999Glu 1.27×10
–2

 

P13 35 M AT (MI) 58.6 0.63 306 32 MMAB c.556C>T p.Arg186Trp 1.4×10
–4

 

P14 38 F VT (SVT) 45.9 NA 73.9 NA MMAB 
c.*1742_*1752 

delAAAAAAAAAAA 
Intronic Not reported* 
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Other one carbon metabolism gene 

P15 35 M AT (MI) 182 1.3 74 7 MTHFR c.665C>T p.Ala222Val 3.15×10
–1 

P16 63 F AT (Others) 46.5 NA 83.62 130 MTHFR c.665C>T p.Ala222Val 
3.15×10

–1 

 

P17 44 M AT (Others) 75.2 0.82 188 12.3 MTHFR c.665C>T p.Ala222Val 
3.15×10

–1 

 

P3 31 M AT (MI) 51.9 0.34 116 45 MTHFR c.665C>T p.Ala222Val 3.15×10
–1 

P7 31 F VT (DVT) 71.7 NA 175 NA MTHFR c.665C>T p.Ala222Val 3.15 ×10
–1 

P18 75 F VT (DVT), PE 72.7 1.73 119.6 4.8 CBS c.451G>A p.Gly151Arg 1.21×10
–5

 

P19 3 M VT (Others) 64.3 NA 1311 45 CBS c.526 G>A p.Glu176 Lys Not reported* 

Note: AT: Arterial Thrombosis. DVT: Deep Venous Thrombosis. MI: Myocardial Infarction. PE: Pulmonary embolism. SVT: Superficial 437 
Venous Thrombosis. VT: Venous Thrombosis. 438 



 

78 

Supplemental Table 1. Characteristics of the 165 patients included in the study stratified according to B12/folate deficiencies, renal failure 439 

and inherited disorders. 440 

 

Whole 

population 

Subgroup: vitamin B12 

Deficiency 

Subgroup: folates 

deficiency 

Subgroup: CKD 

KDIGO, stage 3–5 

Subgroup: Inherited disorders 

of OCM 

Demographics and BMI   P-value*  P-value*  P-value*  P-value* 

Age — N, median (IQR) 165 
46  

(35–59) 
34 

53 

(40–67) 
0.03† 18 

41  

(33–50) 
0.37† 44 

61  

(50–66) 
<0.0001† 19 

35  

(30–43) 
0.003† 

Male sex — n/N, % (95% CI) 94/165 
57.0  

(49.3–64.6) 
14/34 

41.2  
(23.7–58.6) 

0.19‡ 6/18 
33.3  

(9.2–57.5) 
0.10‡ 25/44 

56.8  
(41.6–72.1) 

0.99‡ 14/19 
73.7  

(51.9–95.5) 
0.14‡ 

Body mass index (kg/m²) — N, median 

(IQR) 
104 

24.5  

(20.8–29.8) 
23 

26.2  

(19.8–30.3) 
0.77† 12 

28.3  

(20.0–31.4) 
0.43† 33 

25.9  

(21.1–30.2) 
0.55† 10 

26.9  

(19.4–32.4) 
0.53† 

Patient’s medical history  

and Risk factors — (n/N, %) 
              

Tobacco consumption 78/165 
47.3  

(39.6–55) 

18 

/34 

52.9  

(35.3–70.6) 
0.38‡ 6/18 

33.3  

(9.2–57.5) 
0.26‡ 16/44 

36.4  

(21.6–51.2) 
0.02‡ 7/19 

36.8  

(13–60.7) 
0.46‡ 

Obesity 27/165 
16.4  

(10.7–22.1) 
9/34 

26.5  

(10.8–42.1) 
0.26‡ 5/18 

27.8  

(4.9–50.7) 
0.50‡ 9/44 

20.5  

(8.1–32.9) 
0.47‡ 5/19 

26.3  

(4.5–48.1) 
0.20‡ 

Hypertension 64/165 
38.8  

(31.3–46.3) 
18/34 

52.9  
(35.3–70.6) 

0.12‡ 8/18 
44.4  

(19–69.9) 
0.77‡ 31/44 

70.5  
(56.4–84.5) 

<0.0001‡ 4/19 
21.1  

(0.9–41.2) 
— 

Dyslipidemia 56/165 
33.9  

(26.6–41.2) 
11/34 

32.4  

(15.8–48.9) 
0.65‡ 6/18 

33.3  

(9.2–57.5) 
0.77‡ 20/44 

45.5  

(30.1–60.8) 
0.13‡ 8/19 

42.1  

(17.7–66.6) 
0.44‡ 

Diabetes 13/165 
7.88  

(3.72–12) 
6/34 

17.6  

(4.2–31.1) 
0.05‡ 1/18 

5.6  

(0–17.3) 
— 6/44 

13.6  

(3.1–24.2) 
0.19‡ 0/19 0 (–) — 

Cardiovascular disease 133/165 
80.6  

(74.5–86.7) 
31/34 

91.2  

(81.1–100) 
0.08‡ 14/18 

77.8  

(56.5–99.1) 
0.74‡ 42/44 

95.5  

(89–101.9) 
0.03‡ 13/19 

68.4  

(45.4–91.4) 
0.21‡ 

Renal failure 22/165 
13.3  

(8.09–18.6) 
1/34 

2.9  
(0–8.9) 

0.007‡ 2/18 
11.1  

(0–27.2) 
— 19/44 

43.2  
(27.9–58.4) 

<0.0001‡ 2/19 
10.5  

(0–25.7) 
— 

Hemodialysis 17/165 
10.3  

(5.62–15) 
1/34 

2.9  

(0–8.9) 
0.02‡ 2/18 

11.1  

(0–27.2) 
— 14/44 

31.8  

(17.5–46.1) 
<0.0001‡ 1/19 

5.3  

(0–16.3) 
— 

Kidney transplantation 9/165 
5.45  

(1.95–8.96) 
0/34 0 (–) 0.04‡ 2/18 

11.1  

(0–27.2) 
— 8/44 

18.2  

(6.3–30) 
<0.0001‡ 1/19 

5.3  

(0–16.3) 
— 

Family history of early CV event 9/165 
5.45  

(1.95–8.96) 
2/34 

5.9  
(0–14.2) 

0.99‡ 2/18 
11.1  

(0–27.2) 
— 0/44 0 (–) — 0/19 0 (–) — 

Laboratory findings  

— N, median (IQR) 
              

Homocysteine (µmol/L) 165 
38.9  

(31.5–51.5) 
34 

36.3  
(27.7–46.5) 

0.27† 18 
42.0  

(38.8–59.2) 
0.22† 44 

33.4  
(30.5–41.5) 

0.003† 19 
60.4  

(49.0–74.7) 
<0.0001† 

Methylmalonic acid (µmol/L) 65 
0.61  

(0.26–0.82) 
25 

0.58  

(0.37–0.79) 
0.62† 11 

0.33  

(0.17–0.62) 
0.09† 20 

0.71  

(0.47–0.92) 
0.002† 11 

0.34  

(0.23–0.86) 
0.87† 

Vitamin B12 (pmol/L) 87 
191  

(130–292) 
33 

116  

(81–132) 
<0.0001† 18 

206  

(120–255) 
0.33† 27 

219  

(145–321) 
0.12† 13 

188  

(110–319) 
0.63† 

Folates, serum (nmol/mL) 50 
9.9  

(5.9–18.5) 
15 

7.2  
(6.0–13.3) 

0.59† 18 
5.4  

(3.9–5.9) 
<0.0001† 18 

10.2  
(8.4–20.7) 

0.19† 8 
28.7  

(7.9–45.0) 
0.08† 

     Folates, red cell (nmol/L) 29 
769  

(537–1149) 
12 

562  

(421–954) 
0.05† 5 

430  

(388–535) 
0.003† 11 

1133  

(734–2217) 
0.02† 5 

564  

(432–1199) 
0.35† 

Hemoglobin (g/dL) 153 13.6  31 13.9  0.46† 16 13.2  0.55† 44 12.2  <0.0001† 17 13.7  0.12† 
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(12.1–15.1) (11.7–15.2) (11.1–14.3) (10.5–13.3) (13.0–15.8) 

Mean corpuscular volume (fL) 153 
93  

(89–97) 
31 

95  
(90–102) 

0.11† 16 
97  

(94–103) 
0.009† 44 

93  
(90–97) 

0.93† 17 
97  

(88–104) 
0.35† 

Estimated GFR (mL/min)§ 141 
72  

(54–94) 
30 

75  

(59–87) 
0.23† 16 

79  

(67–99) 
0.02† 44 

32  

(15–47) 
<0.0001† 15 

75  

(42–101) 
0.73† 

Total cholesterol (g/L) 113 
5.02  

(3.99–6.01) 
22 

4.96  

(4.25–5.59) 
0.91† 10 

4.91  

(4.04–6.47) 
0.86† 34 

4.74  

(3.94–5.96) 
0.54† 13 

5.49  

(3.71–6.15) 
0.64† 

HDL cholesterol (g/L) 97 
1.09  

(0.95–1.33) 
18 

1.08  
(0.98–1.40) 

0.62† 8 
1.18  

(0.82–1.38) 
0.75† 24 

1.06  
(0.85–1.40) 

0.83† 13 
1.06  

(0.76–1.22) 
0.60† 

LDL cholesterol (g/L) 92 
3.11  

(2.36–4.16) 
18 

3.11  

(2.43–4.30) 
0.90† 8 

3.86  

(2.62–4.61) 
0.44† 24 

2.74  

(1.87–3.88) 
0.14† 12 

3.41  

(2.58–4.20) 
0.65† 

Triglycerides (Unit) 112 
1.75  

(1.06–2.65) 
22 

2.11  
(1.21–2.81) 

0.21† 10 
2.12  

(1.14–3.63) 
0.58† 33 

1.87  
(1.40–2.69) 

0.33† 13 
2.06  

(0.86–2.80) 
0.72† 

ASAT (U/L) 120 
23  

(18–30) 
20 

24  

(20–35) 
0.53† 12 

28  

(17–43) 
0.17† 34 

21  

(16–26) 
0.02† 12 

26  

(21–31) 
0.39† 

ALAT (U/L) 120 
20  

(14–32) 
20 

19  

(15–32) 
0.78† 12 

27  

(15–47) 
0.12† 34 

15  

(11–22) 
0.005† 12 

22  

(19–25) 
0.59† 

Albumin (g/L) 18 
37.2  

(33.6–41.9) 
4 

40.2  
(36.9–45.0) 

— 2 
34.5  

(33.6–35.3) 
0.50† 7 

34.8  
(33.2–41.0) 

0.56† 0 — — 

Iron (Unit) 99 
14.0  

(9.3–19.0) 
19 

13.0  

(7.3–20.5) 
0.66† 9 

16.0  

(7.8–21.3) 
0.44† 32 

12.0  

(8.5–15.0) 
0.01† 9 

15  

(11.8–18.0) 
0.96† 

C-reactive protein (mg/L) 110 
4.7  

(1.5–14.4) 
22 

5.0  

(2.0–10.6) 
0.92† 11 

11.400  

(4.9–17.8) 
0.17† 31 

7.8  

(3.4–20.2) 
0.008† 12 

8.7  

(2.0–15.8) 
0.29† 

Patients’ subgroups according– 

homocysteine level — (n/N, %) 
              

Homocysteine, < 15 µmol/L 10/165 
6.1 

(2.4–9.7) 
3/34 

8.8 

(0–18.9) 
— 0/18 0 (–) — 4/44 

9.1 

(0.3–17.9) 
— 0/19 0 (–) — 

Homocysteine, 15-30 µmol/L 17/165 
10.3  

(5.6–15) 
8/34 

23.5  
(8.5–38.6) 

0.14‡ 1/18 
5.6  

(0–17.3) 
0.26‡ 6/44 

13.6  
(3.1–24.2) 

0.57‡ 0/19 0 (–) — 

Homocysteine, 30–50 µmol/L 94/165 
57  

(49.3–64.6) 
15/34 

44.1  

(26.5–61.7) 
0.51‡ 11/18 

61.1  

(36.2–86.1) 
0.27‡ 28/44 

63.6  

(48.8–78.4) 
0.27‡ 5/19 

26.3  

(4.5–48.1) 
0.005‡ 

Homocysteine, 50–100 µmol/L 39/165 
23.6  

(17.1–30.2) 
7/34 

20.6  

(6.3–34.9) 
0.99‡ 6/18 

33.3  

(9.2–57.5) 
0.32‡ 5/44 

11.4  

(1.6–21.1) 
0.03‡ 12/19 

63.2  

(39.3–87) 
<0.0001‡ 

Homocysteine >100 µmol/L 5/165 
3.03  

(0.4–5.7) 
1/34 

2.9  
(0–8.9) 

0.64‡ 0/18 0 (–) 0.31‡ 1/44 
2.3  

(-2.3–6.9) 
0.99‡ 2/19 

10.5  
(0–25.7) 

— 

Patients’ subgroups according– 

the KDIGO classification || — (n/N, %) 
              

KDIGO Stage 1 43/141 
30.5  

(22.8–38.2) 
6/30 

20  
(4.8–35.2) 

0.99‡ 6/16 
37.5  

(10.9–64.1) 
0.06‡ 0/44 0 (0–0) — 5/15 

33.3  
(6.3–60.4) 

0.77‡ 

KDIGO Stage 2 54/141 
38.3  

(30.2–46.4) 
15/30 

50  

(31–69) 
0.35‡ 7/16 

43.8  

(16.4–71.1) 
0.77‡ 0/44 0 (0–0) — 6/15 

40  

(11.9–68.1) 
0.99‡ 

KDIGO Stage 3 23/141 
16.3  

(10.1–22.5) 
7/30 

23.3  

(7.3–39.4) 
0.54‡ 2/16 

12.5  

(0–30.7) 
0.48‡ 23/44 

52.3  

(36.9–67.6) 
— 2/15 

13.3  

(0–32.8) 
— 

KDIGO Stage 4 10/141 
7.09  

(2.8–11.4) 
1/30 

3.3  

(0–10.2) 
0.64‡ 0/16 0 (–) 0.55‡ 10/44 

22.7  

(9.8–35.6) 
— 1/15 

6.7  

(0–21) 
— 

KDIGO Stage 5 11/141 
7.8  

(3.3–12.3) 
1/30 

3.3  
(0–10.2) 

0.13‡ 1/16 
6.3  

(0–19.6) 
0.42‡ 11/44 

25  
(11.7–38.3) 

— 1/15 
6.7  

(0–21) 
— 

Thrombophilia investigations               
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Testing for LA, aCL, and aB2GP1 133/165 
80.6  

(74.5–86.7) 
23/34 

67.6  

(51.1–84.2) 
0.12‡ 14/18 

77.8  

(56.5–99.1) 
0.99‡ 31/44 

70.5  

(56.4–84.5) 
0.03‡ 15/19 

78.9  

(58.8–99.1) 
0.76‡ 

Positive result for LA, aCL, and/or 

aB2GP1 
28/133 

21.1  

(14–28.1) 
8/23 

34.8  

(13.7–55.8) 
0.24‡ 2/14 

14.3  

(0–35.3) 
0.70‡ 7/31 

22.6  

(7–38.2) 
0.58‡ 3/15 

20  

(0–42.9) 
— 

Positive result for LA, (Class IIa) 14/28 
50  

(30.3–69.7) 
5/8 

62.5  
(19.2–100) 

— 0/2 0 (–) — 4/7 
57.1  

(7.7–106.6) 
— 3/3 100 (–) — 

Positive result for aCL, (Class IIb) 9/28 
32.1  

(13.7–50.6) 
2/8 

25  

(0–63.7) 
— 1/2 50 (–) — 2/7 

28.6  

(0–73.7) 
— 0/3 0 (–) — 

Positive result for aB2GP1, (Class IIc) 0/28 0 (–) 0/8 0 (–) — 0/2 0 (–) — 0/7 0 (–) — 0/3 0 (–) — 

Single positive result 23/28 
82.1  

(67–97.3) 
7/8 

87.5  

(57.9–100) 
— 1/2 50 (–) — 6/7 

85.7 

(50.8–
120.7) 

— 3/3 100 (–) — 

Double positive result 4/28 
14.3  

(0.5–28.1) 
0/8 0 (–) — 0/2 0 (–) — 1/7 

14.3 

(0–49.2) 
— 0/3 0 (–) — 

Triple positive result 1/28 
3.57 (0–

10.9) 
1/8 

12.5  

(0–42.1) 
— 1/2 50 (–) — 0/7 0 (–) — 0/3 0 (–) — 

* Comparison were performed between the studied subgroup and those not belonging to the sub-group. 441 
† Mann-Whitney U test; the P-value was not reported in case of low sample size. 442 
‡ Chi-squared test or Fisher’s exact test as appropriate; the P-value was not reported in case of low sample size. 443 
§ The glomerular filtration rate was estimated according to MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) and Schwartz formulas. 444 
ALAT: Alanine aminotransferase; ASAT: Aspartate aminotransferase; GFR: glomerular filtration rate; HDL: High Density Lipoprotein; LDL: Low Density Lipoprotein. 445 
|| Stages of Kidney Disease: Stage 1 with normal or high GFR (eGFR > 90 mL/min), Stage 2 Mild Chronic Kidney Disease (eGFR = 60-89 mL/min), Stage 3 Moderate 446 
Chronic Kidney Disease (eGFR = 59-30 mL/min), Stage IV Severe Chronic Kidney Disease (eGFR = 15-29 mL/min), Stage 5 End Stage Chronic Kidney Disease (eGFR <15 447 
mL/min).  448 
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Supplemental Table 2. Characteristics of randomized controlled trials in cardiovascular disease as single preexisting disease. 449 

Author, 

year 
Country Design 

Name of 

RCT 

Treatment 

(y) 
N 

Preexisting 

disease 

FA 

fortification 

Age, 

(Y) 

Male, 

(%) 

Folate, 

(nmol/L) 

HCY, 

Baseline 
Control 

FA 

plus 

vitamin 

B 

B6 
B6 

(mg/day) 
B9 

B9 

(mg/day) 
B12 

B12 

(µg/day) 
Ref 

Baker, 
2002 

UK RCT CHAOS 1.7 1882 CHD No NA NR 14.5 11.2 Placebo No No NA Yes 5 No NA (64) 

Schnyder, 

2002 
Switzerland RCT 

Swiss heart 

study 
1 553 CHD No 63 87 NA 11.2 Placebo Yes Yes 10 Yes 1 Yes 400 (65) 

Lange, 

2004 

Germany 

Netherlands 
RCT NA 0.7 636 CHD No 61 77 NA 12.6 Placebo Yes Yes 48 Yes 1.2 Yes 60 (66) 

Liem, 
2004 

Netherlands RCT FOLARDA 1 283 CHD No 59 69 NA NA 
Usual 
care 

No No  Yes 5 No  (67) 

Tool, 

2004 

USA 
Canada 

Scotland 

RCT VISP 2 3680 Stroke Partial 66 63 26 13.5 
Low dose 

vitamin B 
Yes Yes 25 Yes 2.5 Yes 400 (30) 

Liem, 
2005 

Netherlands RCT GOES 3.5 593 CHD No 65 78 16 12.1 
Usual 
care 

No No NA Yes 0.5 No NA (69) 

Bonaa, 

2006 
Norway RCT NORVIT 3.3 2815 MI No 63 74 11.5 13.1 Placebo No No NA Yes 0.8 No NA (29) 

Lonn, 

2006 

13 

countries 
RCT HOPE-2 5 5522 CHD Partial 69 72 27.4 12.2 Placebo Yes Yes 50 Yes 2.5 Yes 1000 (70) 

Cole, 

2007 

USA 

Canada 
RCT 

Polyp 
prevention 

study 

7 1021 
Colon 

adenomas 
Yes 57 64 23.8 9.8 Placebo No No NA Yes 1 No NA (71) 

Albert, 
2008 

USA RCT WAFACS 7.3 5442 CVD Yes 63 0 NA 12.3 Placebo Yes Yes 50 Yes 2.5 Yes 1000 (28) 

Ebbing, 

2008 
Norway RCT WENBIT 3.2 2324 CVD No 62 80 10d 10.8 Placebo Yes Yes 40 Yes 0.8 Yes 400 (72) 

Hodis, 

2009 
USA RCT BVAIT 3.1 506 Atherosclerosis Yes 61 61 21.4 9.7 Placebo Yes Yes 50 Yes 5 Yes 400 (73) 

Imasa, 
2009 

Philippines RCT NA 0.5 240 CHD No 59 58 NA 12.8 Placebo Yes Yes 10 Yes 1 Yes 400 (74) 

Armitage, 

2010 
UK RCT SEARCH 6.7 12064 CHD No 64 83 16.8 13.5 Placebo Yes No NA Yes 2 Yes 1000 (75) 

Galan, 

2010 
France RCT SU.FOL.OM3 4.7 2501 CVD No 61 79 15.2 12.8 Placebo Yes Yes 3 Yes 0.56 Yes 20 (76) 

VITATOPS 

2010 

20 

Countries 
RCT VITATOPS 3.4 814 Stroke Partial 63 64 NA 14.3 Placebo Yes Yes 25 Yes 2 Yes 500 (77) 

Bostom, 

2011 

USA 

Canada 
Brazil 

RCT FAVORIT 4 4110 CKD Yes 52 63 NA 16.4 
Low dose 

vitamin B 
Yes Yes 50 Yes 5 Yes 1000 (78) 

Lamas, 

2013 

USA 

Canada 
RCT TACT 4.6 1708 CHD Yes 65 82 NR NR Placebo Yes Yes 50 Yes 0.8 Yes 100 (79) 

Huo, 

2015 
China RCT CSPPT 4.5 20702 Hypertension No 60 41 8.1 12.5 

Usual 

care 
No No NA Yes 0.8 No NA (80) 
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Note: ASFAST indicates Atherosclerosis and Folic Acid Supplementation Trial; BVAIT, B-Vitamin Atherosclerosis Intervention Trial; CHAOS, Cambridge 450 

Heart Antioxidant Study; CHD, coronary heart disease; CSPPT, China Stroke Primary Prevention Trial; CVD, cardiovascular disease; FA, folic acid; 451 

FAVORIT, Folic Acid for Vascular Outcome Reduction in Transplantation; FOLARDA, FOLic Acid on Risk Diminishment after Acute myocardial infarction; 452 

HOPE-2, The Heart Outcomes Prevention Evaluation; MI, myocardial infarction; NORVIT, Norwegian Vitamin Trial; RCT: randomized controlled trials 453 

SEARCH, Study of the Effectiveness of Additional Reductions in Cholesterol and Homocysteine; SU.FOL.OM3, Supplementation en Folates et Omega-3 trial; 454 

TACT, Trial to Assess Chelation Therapy; VISP, Vitamin Intervention for Stroke Prevention; VITATOPS, The VITAmins TO Prevent Stroke trial; WAFACS, 455 

Women’s Antioxidant and Folic Acid Cardiovascular Study; WENBIT, Western Norway B Vitamin Intervention Trial. 456 

 457 
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5. CONCLUSION 

Pour conclure, notre travail met en évidence une proportion importante de patients avec 

carence en vitamine B12 et/ou vitamine B9 et/ou avec causes génétiques liées à une HHcy 

intermédiaire ou sévère chez des patients successivement recrutés pour la survenue d’une 

maladie cardiovasculaire. La fréquence élevée des HHcy intermédiaire et sévère diffère de 

celle rapportée dans les études observationnelles et interventionnelles existantes. Pour de 

nombreux praticiens, l’échec des études interventionnelles visant à prévenir la survenue ou la 

récurrence des pathologies cardiovasculaires, exclu la nécessité d’évaluer et de traiter les 

HHcy. 

Notre étude souligne donc l’importance du diagnostic, du traitement, des carences 

nutritionnelles et des troubles héréditaires du métabolisme des monocarbones, afin de 

normaliser les HHcy qui leurs sont associées. En revanche, les suppléments vitaminiques du 

groupe B ne montrent aucun bénéfice chez les patients qui présentent déjà une maladie 

cardiovasculaire et pour lesquels il n’existe qu’une légère augmentation de l’Hcy plasmatique. 
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RÉSUMÉ DE LA THÈSE 

 

Background: The association of moderate hyperhomocysteinemia (HHcy) (15–30 μmol/L) 

with cardiovascular diseases (CVD) in most observational studies has been challenged by the 

lack of benefit of vitamin supplementation to lowering homocysteine. Consequently, the 

results of interventional studies have confused the debate regarding the management of 

patients with intermediate/severe HHcy. 
 

Objective: To evaluate the influence of intermediate (30–100 μmol/L) and severe (> 100 

μmol/L) HHcy related to vitamin deficiencies and/or inherited disorders on CVD outcomes.  
 

Design: We carried out a retrospective cross-sectional study on consecutive patients who 

underwent a homocysteine assay in a French University Regional Hospital Center. Patients 

with CVD outcomes were assessed for vitamin B12, folate, Hcy, methylmalonic acid, and 

next-generation clinical exome sequencing. 
 

Results: We report 165 patients hospitalized for thromboembolic and other cardiovascular 

manifestations among 1006 patients consecutively recruited. Among them, 84% (138/165) 

had Hcy >30 μmol/L and 27% Hcy >50 μmol/L (44/165). HHcy was related to a deficiency in 

vitamin B12 and/or folate in nearly 55% (87/165), mutations in one or more genes of one-

carbon and/or vitamin B12 metabolisms in 11% (19/165), and renal failure in 26% (44/165) 

of the studied patients. HHcy was the single vascular risk retrieved in almost 9% (15/165) of 

patients. 60% (101/165) of patients received a supplementation to treat HHcy, with a 

significant decrease in median Hcy from 41 to 17 µmol/L. No recurrence of thromboembolic 

manifestations was observed after treatment of patients with HHcy as singe risk, after nearly 

4-years follow-up. 
 

Conclusion: The high frequency of intermediate/severe HHcy differs from the moderate 

HHcy reported in previous observational studies of patients with pre-existing CVD. Our study 

points out the importance of diagnosing and treating nutritional deficiencies and inherited 

disorders to reverse intermediate/severe HHcy associated with CV outcomes. 
 

TITRE EN ANGLAIS :  Cardiovascular Manifestations of Intermediate and Major 

Hyperhomocysteinemia Due to Vitamin B12 and Folate deficiency and/or Inherited Disorders 

of One-Carbon Metabolism: A 3.5-years Retrospective Cross-sectional Study of Consecutive 

Patients. 
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