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RESUME EN FRANCAIS

La relative immunité des femmes vis-a-vis du risqaadiovasculaire a longtemps été
attribuée aux hormones sexuelles. Néanmoins, ke pobtecteur des estrogenes dans le
développement de I'athérosclérose et de ses caamtiphis a été récemment remis en cause
chez les femmes ménopausées. A partir de la coli@meaise des Trois Cités incluant
environ 10.000 sujets de plus de 65 ans, jai évdlassociation entre les estrogenes
endogenes et le risque de maladies cardiovasculaivez des femmes n'utilisant pas de
traitement hormonal.

J'ai montré pour la premiére fois que des taux &deyestradiol plasmatique étaient
associés a une augmentation du risque artérieéngictue a 4 ans, indépendamment des
facteurs de risque cardiovasculaire traditionne$amment I'obésité ou le diabéete.

Dans une deuxiéme partie, jai étudié le rbéle mathur des polymorphismes
génétiques des récepteurs des estrogen@&SR) et B (ESR2. J'ai montré que le risque
cardiovasculaire augmentait avec les taux élevéstrddiol chez les femmes porteuses du
génotypers9340799AA mais pas chez celles avec le génotyp8340799AG/GG. Des
analyses complémentaires m’ont également pernssigigérer que l'effet des estrogenes était
lié en partie a une hypercoagulabilité et/ou uhiétammatoire.

Dans une derniere étape, jai évalué le rdle ptédica long terme des estrogénes
endogenes. Jai confirmé la relation indépendamiee les taux élevés d’estrogénes et la
survenue d’'un évenement cardiovasculaire apresddesuivi.

Globalement, ces résultats suggérent un effet atélétles estrogénes dans le
développement des maladies artérielles ischémiglues les femmes ménopausées apres 65
ans . Si ces résultats étaient confirmeés, une eoedl stratification du risque artériel pourrait
étre proposée chez les femmes meénopausées aveenplesations potentielles dans la

prévention des maladies cardiovasculaires.

MOTS-CLES : Estradiol « Risque cardiovasculaires Femmes ménopausées

Polymorphismes des récepteurs des estrogenes



RESUME EN ANGLAIS

The low incidence of coronary heart disease amoogen has often been attributed
to sex hormones. However, adverse effects of estiogn arterial disease have been recently
reported in older postmenopausal women. In the dfr&iinree-City prospective cohort study
of subjects over 65 years of age, | investigatedasociation of endogenous estradiol with
cardiovascular risk among postmenopausal womendichnot use any hormone therapy.

In a first part, | showed that high levels of plasestradiol were related to the 4-year
incidence of ischemic arterial disease (IAD), inelegently of traditional cardiovascular risk
factors such as obesity or diabetes.

Then, | reported that the relation between estregen IAD risk could be modulated
by estrogen receptar{ESRJ) polymorphisms. Indeed, endogenous estrogens peesiéively
associated with IAD risk in women carrying tBSR1rs9340799AA genotype but not in
those carrying th&aSR1rs9340799AG/GG genotype. Further analyses revealed that bot
hypercoagulability and inflammatory state might astmediators.

Finally, |1 assessed the long-term predictor roleenflogenous estrogens in arterial
disease. | showed a positive and independent as®wcof estrogens levels with the 10-year
incidence of cardiovascular disease.

Overall, high plasma levels of endogenous esilaginerge as a new significant
predictor of cardiovascular disease in older postipausal women. If confirmed, these
findings could have the potential to improve thatsication of IAD risk in postmenopausal

women.

KEYWORDS: Estradiol- Postmenopausal womerCardiovascular risk Estrogen receptor

polymorphisms
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Les maladies cardiovasculaires représentent laipale menace pour la santé des
femmes. Elles sont responsables d'environ 80.008sdgar an en France et se manifestent le
plus souvent sous la forme de cardiopathies isaiéssi (infarctus du myocarde (IDM) et
angor) ou d’accident vasculaire cérébral (AVC).oA4 les ages de la vie, leur incidence reste
cependant plus faible comparée a celle des homibesstemmes bénéficient en effet d'une
protection coronaire qui ne peut s'expliquer a ipades seuls facteurs de risque
cardiovasculaire traditionnels. Cette relative inmitéi féminine a souvent été attribuée aux
hormones sexuelles notamment aux estrogénes. &leudans le développement des maladies
artérielles ischémiques reste aujourd’hui incereairparticulier aprés la ménopause.

Apres avoir rappelé les principales caractérissquades maladies artérielles
ischémiques (étiopathogénie, incidence, facteunssdeie), nous décrirons les grandes lignes
de la physiologie des estrogénes, notamment leiha&yge et leur mécanisme d’action. Enfin,
nous nous intéresserons a la relation entre legestes endogenes et la survenue

d’événements artériels ischémiques.
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A. Les maladies artérielles ischémiques

1. Etiopathogénie des maladies artérielles ischémiques

La paroi artérielle se caractérise par 3 tuniquexentriques : lI'intima au contact de
la lumiéere constituée d’'un endothélium, la médiemportant des fibres musculaires lisses et
'adventice composée de fibres de collagene etasfigle. Selon 'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé), 'athérome est défini par deemaniements de I'intima et de la média
des arteres de gros et moyen calibre consistaninenaccumulation focale de lipides, de
glucides complexes, de sang et de produits sangientsssus fibreux et de dépots calcaires ».
Ce processus dégénératif des artéres lié prinomalea une dysfonction endothéliale permet
'entrée du LDL cholestérol dans la paroi artéaedt son accumulation dans l'intima sous
forme oxydée. L’endothélium Iésé va ensuite fawrie recrutement de monocytes. Ces
derniers pénétrent ainsi dans l'intima pour cafgdrDL et se transformer en macrophages,
puis en cellules spumeuses. L’association de cliglese spumeuses aux lipides forme le
noyau lipidique de la plaque. Parallelement a césamismes, les cellules musculaires lisses
se multiplient et sécretent du collagene et de d&rioe extracellulaire pour former la chape
fibreuse de la plague qui sépare le noyau lipidided’intima. Ces remaniements artériels
forment alors des plaques d’athérome responsahleségpaississement de la paroi artérielle
et d’'une réduction progressive de la lumiéere atiériors de leur développement (Figure 1).
A plus ou moins long terme, si la sténose se sies les artéres coronaires, ces lésions
peuvent se traduire cliniguement par un angor ataier une ischémie myocardique
chronique. Ces lésions peuvent conduire a la edalis d’'un pontage aortocoronarien ou
d’'une angioplastie caractérisée par la dilatatienl’drtére associée ou non a la pose d'un
stent. La plague d’athérome peut également se dcguepl d’ulcération ou de rupture a
I'origine de thrombose voire d’embolie artériell@ans ce cas, la mise en contact du noyau
lipidique de la plague avec la circulation sangwengaine une activation de la coagulation et
la constitution d'un thrombus. Ce phénomene d'alusion artérielle est responsable
cliniguement d’'un infarctus du myocarde pour le®rms coronaires, d'un AVC pour les
artéres des troncs supra-aortiques ou encore daoh@mie aigue des membres inférieurs

pour les arteres des membres inférieurs. Dans tteis®, nous nous sommes concentrés sur
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les AVC et les cardiopathies ischémiques incluatamment I'angor, I'IDM, I'angioplastie

et le pontage aortocoronarien.

Rupture de plaque
4
Formation d’un thrombus

4
Ischémie aigue

Ex : Infarctus du myocarde, AVC

Artére saine Plaque d’athérome \

Sténose artérielle
4
Ischémie chronique

Ex : angor

Figure 1. Athérogénése et ses complications

2. Incidence des maladies artérielles ischémiques

Les maladies cardiovasculaires sont la premiéreecde mortalité dans le monde et
sont responsables de 15,2 millions de déces pao#ni27 % de la mortalité totale (1). Bien
gue la mortalité cardiovasculaire diminue depuissiglurs années, elle devrait rester la
premiére cause de mortalité d’ici 2030 avec pré23j@ millions de déces.

Ces maladies sont le plus souvent d'origine atiérét de nature ischémique (IDM,
AVC). Elevée dans les pays développés, leur incielesst en augmentation dans les pays a
revenu faible ou moyen. Aux Etats-Unis, le taux dixes attribuables a une maladie
cardiovasculaire est de 235 pour 100 000 persof®)e&n France depuis 2004, les maladies

cardiovasculaires représentent la 2éme cause dalit@oapres les cancers avec une part de
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27.5%. Néanmoins, elles demeurent au premier réweg ¢es femmes (30,1%) avec une
Iégere prédominance des maladies cérébrovascu{@an®s) sur les cardiopathies ischémiques
(21%) (3).

L’incidence des maladies cardiovasculaires augmasmsidérablement avec I'age. En
France, elles sont responsables d’'un tiers dessdgm@s 65 ans (3). La Framingham Heart
Study a montré une augmentation de leur incidehee les femmes de 8.9 %0 a 20.0 %o pour
les tranches d’ages respectives de 55-64 ans &4 @his(4). Aux Etats-Unis, I'age moyen de
survenue d’'un IDM est de 72 ans chez les femmeds 66 ans chez les hommes (2).

L'incidence des maladies cardiovasculaires diffeselon le sexe avec une
prédominance des cardiopathies ischémiques chezhdesmes. Ainsi, linfarctus du
myocarde affecte prés de 2 fois plus les hommes lgsiefemmes avec une incidence
respective dans le monde de 195 et 115 pour 10G3)0&n France, le taux de mortalité par
cardiopathies ischémiques est 2,4 fois plus él&ez tes hommes que chez les femmes (3).
Cette différence de risque liée au sexe tend némsma s'estomper avec l'age. Les
cardiopathies ischémiques sont rares chez les femamant 50 ans mais leur incidence
augmente par la suite pour atteindre au cours €illissement des taux comparables a ceux
observés chez les hommes (6) (figure 2). Le rigf€C varie peu en fonction du sexe. Son
incidence chez les hommes est Iégérement supéaecete des femmes (14.9 %o et 13.7 %o
respectivement, 7) mais cette différence a tendance a s'inverser éége (8-10).
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Figure 2. Incidence de l'infarctus du myocarde endnction de I'age chez les hommes
et les femmes. D’apres MONICA (6)

3. Facteurs de risqgue cardiovasculaire

L’age n’est pas le seul facteur de risque implidags le développement des maladies
artérielles ischémiques. L'obésité, le diabeteypértension artérielle, I'hypercholestérolémie
et le tabagisme contribuent également a 'augmientate leur incidence et sont considérés
comme des facteurs de risque cardiovasculaire msa{éd-14). A I'exception du tabagisme,
leur prévalence augmente considérablement avee. |@gt effet est particulierement marqué
pour I'hypercholestérolémie et I'hypertriglycéridem(15). En France, la prévalence du
diabéte et de I'obésité augmente respectivemeitxeso a 14 % et de 9.9 % a 17 % entre les
ages de 30 et 65 ans (16). L’hypertension artéragincerne 70 % des sujets aprées 65 ans (2)
et constitue I'un des facteurs de risque majeudd/@ pour lequel le risque attribuable est de
30% (17). Néanmoins, cette part de risque liéehgpkrtension artérielle serait moins
importante chez les sujets agés aprés 80 ansOg@7acon similaire, la valeur prédictive des
autres facteurs de risque cardiovasculaire dimggesement aprés 65 ans (18), notamment
I'obésité (19), le diabéte (17) et I'hypercholestémie (20, 21).

La répartition par sexe des principaux facteursigsbpie cardiovasculaire a fait I'objet

de nombreuses investigations montrant dans I'enleequie les femmes ont un meilleur profil
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gue les hommesprévalence plus faible du tabagisme (11, 22), sanguin plus élevé de
HDL-cholestérol (23, 24) et meilleur comportemeatsénté (2). Ces différences ne peuvent
cependant pas expliquer a elles seules pourqudemhesies sont protégées des cardiopathies
ischémiques (24). De plus, certains facteurs dpieipeuvent avoir un effet différentiel sur le
développement de I'athérothrombose en fonctionecke.sPar exemple, I'impact du tabagisme
serait plus important chez les femmes avec un eisigucardiopathie ischémique augmenté de
25% par rapport aux hommes (11). De méme, le diabpparait plus délétére chez les
femmes qui perdent ainsi dans ce contexte leuegtion coronaire par rapport aux hommes
(25, 26).

A partir de ces facteurs de risque, différents esant été établis pour prédire le
risque individuel cardiovasculaire a 5 ou 10 amspectivement pour les hommes et les
femmes. Le score de Framingham est le plus couratnuidisé et il consiste a calculer la
probabilité absolue de développer un événementiasastulaire a partir d’'un algorithme
dans lequel une pondération est attribuée a chiagteur de risque (27). Sa validité externe
reste cependant limitée et des équations de risgefiques ont été proposées dans les pays
européens notamment en France (28). De plus, Scmees permettent une bonne prédiction
du risque cardiovasculaire, ils n’expliquent qu'upart de I'ensemble des événements
cliniques et ne sont pas nécessairement adaptésageuavanceé. lls ne tiennent pas compte,
d’autre part, des caractéristiques liees a la gmaductive des femmes. Il apparait donc
opportun de rechercher de nouveaux facteurs étgpleg pour améliorer la stratification du
risque cardiovasculaire, notamment chez les femawesours du vieillissement. Certains
parametres de I'hémostase et de linflammation étét identifiés comme de nouveaux
biomarqueurs du risque cardiovasculaire. Des étadésSrieures ont montré que des taux
elevés de C-réactive protéine (CRP) et de fibrinegaugmentaient le risque artériel
ischémique chez les hommes et les femmes (29-3'Buti®s biomarqueurs seuls ou
combinés peuvent également améliorer la prédiction premier événement cardiovasculaire
(32-37). Bien que souvent évoque, le role des hoemosexuelles et notamment des
estrogenes chez les femmes a été peu étudié etdeuribution reste incertaine en particulier

chez les femmes ménopausées.
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B. Les estrogéenes

1. Synthése des estrogenes

Les estrogénes sont des hormones stéroides exgsiast3 formes. Les deux formes
physiologiques principales sont left&stradiol (E2) correspondant a 'hormone la plkisva
et I'estrone (E1). La®8*forme d’estrogénes, I'estriol (E3), n’est synthé qu'au cours de la
grossesse. Les estrogenes sont sécrétés princapdleians les ovaires, mais également dans
des organes périphériques incluant notamment e kes$, le tissu adipeux et les surrénales.
Leur synthese s’effectuant a partir du métaboliginecholestérol et de la prégnélonone
impligue de multiples enzymes conduisant a la fdiona d’androsténedione et de
testostérone, précurseurs directs des estrogeniggsirF2). L'androsténedione et la

testostérone sont ensuite converties par I'arora@asstrone et estradiol respectivement.

Cholestérol

CYP 17 CYP 17 4
Pregnélonone [REad 1 ,OH e— - Dehydr9
pregnélonone épiandrostérone
3B HSD [ [
- Aromatase

. CYP17. 17-OH - CYP17. _ CYP19.
Progestérone — BroBectarons te==== | Androsténedione === Estrone
17B HSD [ 178 HSDH }

Aromatase

i CYP19. .
Testostérone \— Estradiol

Figure 3. Biosynthése de I'estradiol a partir du chlestérol (d’aprés Naessen (38))

Une fois synthétisé, I'estradiol circule dans legaous forme libre en trés faible
guantité. En grande majorité, elle est liée a detémes de transport, notamment la sex
hormone binding globulin (SHBG) (52%) avec unedaaffinité et a 'albumine (48%) plus
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faiblement (39). Seules les fractions libres etdi@ I'albumine peuvent atteindre les tissus
cibles. Elles constituent ainsi la forme biologiment active de [I'estradiol appelée
biodisponible.

2. Evolution de la synthése des estrogenes avec I'age

La puberté chez la femme est marquée par l'apparities premiéres regles. Ce
phénomene se traduit physiologiguement par le dééutactivité ovarienne via I'activation
de I'axe hypothalamo-hypophysaire. Cette activi@rieznne est définie par son caractere
cyclique liée au recrutement mensuel d’'un follicdkstiné a I'ovulation et perdure jusqu’a
épuisement de la réserve ovarienne folliculairateCgériode de la femme se caractérise par
une sécrétion continue des estrogenes par lesesvamec des taux plasmatiques d’estradiol
plus élevés en fonction de la période du cycleamotent en phase préovulatoire ou en cas de
grossesse.

La ménopause est la conséquence de I'épuisemdatréigerve ovarienne et se définit
cliniquement par une aménorrhée supérieure a 18.r8ar le plan biologique, elle se traduit
par une diminution considérable de la concentrapi@smatique des estrogenes, liée a leur
faible synthése par les ovaires. Cependant, |&gecrestrogénique persiste dans les tissus
périphériques notamment le tissu adipeux deveriast la principale source des estrogéenes.
La diminution de la synthése des estrogenes lié® ménopause est plus marquée pour
I'estradiol que pour I'estrone. En effet, I'estroest synthétisé en plus forte proportion que
'estradiol dans les tissus périphériques et devedors prépondérant chez les femmes
ménopausées. Néanmoins, il est considéré commadaao® compare a I'estradiol, en raison
de ses faibles propriétés estrogéniques dues ailske faffinité pour les récepteurs des
estrogénes (ER) (40).
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3. Mécanisme d’action vasculaire des estrogenes viaits récepteurs

a) Généralités

Les estrogenes agissent sur différents tissussairiese fixant sur leurs récepteurs. Les
récepteurs des estrogenesoER ERB sont des récepteurs stéroidiens respectivemesgscod
par les gene€SR1et ESR2situés sur les chromosomes 6 et 14 (figure 4)teRunt
homologues, ER et ER3 s’expriment de fagon variable et spécifique dasstissus
mammaire, ovarien, osseux, hépatique, cérébrahreiaque. Appartenant a la superfamille
des récepteurs nucléaires, ce sont par définitiea fhcteurs de transcription ligand-
dépendant. Suite a la liaison de I'E2 sur I'ER,clemplexe E2-ER induit une cascade

d’événements permettant a la cellule de moduleasigtés en réponse a ce stimulus.
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Figure 4. Gene encodant le récepteur EiR: ESR1(d’aprés Herrington et al. (41))

Les estrogenes peuvent agir selon différentes vdiessignalisation: la voie
génomique et la voie non génomique (Figure 5). dia génomique dite « classique » permet
d’activer la transcription de génes cibles suitdaafixation du complexe E2-ER a une
séquence spécifique de I'ADN appelée ERE (Estrdgesponse Element), située en amont
des genes cibles. Il existe également deux auties de signalisation génomique permettant
la transcription de genes cibles : ERE-indépendahlegand-indépendante, dans lesquelles
d’autres cofacteurs ou facteurs de transcriptiomst secrutés. La voie non génomique
correspond a un effet des estrogenes rapide gquisodte pas de la transcription d’'un géne ou
de la synthese d’'une nouvelle protéine. Cette actapide des estrogenes consiste en
I'activation de plusieurs voies cellulaires, notaemhla cascade des kinases, afin de moduler

directement la fonction de certaines protéines.
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Figure 5. Mécanisme d’action des récepteurs des esjenes (d’apres Heldring et al.
(42); Hall et al. (43))

b) Effets biologiques des estrogeénes sur les vaisseaux

Par ces différentes voies de signalisation, le®gshes peuvent agir directement sur
les arteres en se fixant sur les ER présents darcellules endothéliales et musculaires lisses
(Figure 6). Par voie non génomique, les estroggres/ent induire de fagon rapide la
vasodilatation d’'une artére, par libération de mguae d’azote (NO) et relaxation des
cellules musculaires lisses (44). Par voie génomjitgs estrogénes auraient un effet a plus
long terme sur les vaisseaux qui limiterait le déppement de I'athérosclérose, en favorisant
I'intégrité de I'endothélium des artéres et en lpamt la croissance des cellules musculaires
lisses. De plus, ils augmentent le taux de HDL-esidrol qui est un facteur protecteur
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cardiovasculaire (41). Au regard de ces différeméganismes, les estrogénes semblent jouer
un réle plutét protecteur sur le risque cardiovéesoel

Cellules musculaires lisses

Cellules endothéliales

Estrogéne

Effets a long terme (génomiques)
¥ Athérosclérose

4 Prolifération des cellules
endothéliales

¥ Prolifération des cellules

Effets rapides (non génomiques) musculaires lisses

% Dilatation
4NO

Figure 6. Effets des estrogénes sur les vaisseauanguins (d’apres
Mendelsohn (44))

Les estrogénes peuvent jouer eégalement un rélerectdisur le systéme
cardiovasculaire, en modulant notamment la syntdeseertains paramétres de 'hémostase
ou de l'inflammation impliqués dans I'athérothrorsbo En effet, I'expression hépatique de
plusieurs genes codant pour des facteurs de cdmgukst régulée par les estrogénes via le
récepteur ER (44). De plus, les estrogenes favoriseraient ah ginflammatoire dont le
mécanisme est complexe et mal connu. Des eétudeériegntales ont montré que le
complexe E2/ER augmentait la production de marguder’inflammation dans les vaisseaux
par l'intermédiaire de différentes voies cellulairet pourrait ainsi favoriser la rupture des

plagues d’athérome (45). Des études observati@melt retrouvé une association positive
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entre les estrogenes endogénes et la CRP (46Tdmtefois, I'implication des récepteurs ER
dans cette relation est incertaine.

D’aprés ces données, les estrogenes apparaisseatcdonme des biomarqueurs
pouvant agir de maniére complexe directe ou inthrecr le développement des maladies

artérielles ischémiques.
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C. Maladies artérielles ischémiques chez les femmes mopausées

1. Estrogénes et risque artériel ischémique

De nombreuses études expérimentales ont suggér@euprotecteur des estrogenes
dans le développement de I'athérosclérose et demuaplications (44). Néanmoins, cette
hypothése n’a pas été confirmée par les essaiscmér WHI (Women’s Health Initiative)
menés sur le traitement hormonal de la ménopaubM)T Ces études ont montré une
augmentation du risque d’AVC chez les femmes amnlisun THM ainsi qu'un effet
différentiel des estrogenes sur le risque de cpative ischémique en fonction de I'age
(« timing hypothesis »). Le THM pourrait étre bégéé a I'apparition de la ménopause, en
freinant le développement des plagues d’athéromaeéédste ensuite, en favorisant leur
rupture a un stade plus avancé. Les estrogénestme®goourraient ainsi jouer un réle
protecteur au début de la ménopause, puis délgtemles femmes plus agées (48, 49).

Apres la ménopause, I'estradiol continue de circdéns le plasma a des taux faibles
mais variables d'une femme a lautre. Cette valitgbia été rattachée a la survenue
d’événements de santé suggérant un effet déléeseedtrogénes. En effet, des études
antérieures ont montré une augmentation du risgueadcer du sein (50), de démence (51,
52), de fragilité (53) et de mortalité toute ca(s4) chez les femmes présentant des niveaux
elevés d’'estradiol. D’autre part, I'associationrenkes estrogenes endogenes et le risque
cardiovasculaire a été peu étudiée mais les doraréseures ne plaident pas en faveur d’'un
effet cardioprotecteur. En effet, une relation pesia été retrouvée entre les estrogénes
endogenes et le risque de cardiopathie ischémid@e55) et d’AVC (56). Toutefois, ces
associations n’étaient pas indépendantes des faafeurisque cardiovasculaire traditionnels

tels que I'obésité ou le diabéte.

2. Polymorphisme des récepteurs des estrogenes et risgartériel ischémique

Compte tenu des associations potentielles entre elgsogenes et le risque
cardiovasculaire, des recherches ont été effecsufrele role des ER dans le développement

des pathologies cardiovasculaires. Des études ieum&s ont permis d’identifier des
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polymorphismes génétiques2234693et rs9340799du récepteur ER pouvant influencer
'expression dESR1(57) et jouer un rble dans le développement deladies artérielles
ischémiques (40, 44, 58, 59). Cependant, une arabse récente n'a pas permis de
conclure a un lien entre ces polymorphismes etstpie de cardiopathie ischémique chez les
femmes ménopausées (60). De plus, les donnéeseandér concernant I'impact de ces
polymorphismes sur le risque d’AVC ont été disemtes (61, 62). Le récepteur ER
découvert plus récemment, a été beaucoup moinaséétue ER. Quelques investigations
meneées sur les polymorphismes génétigqe®®56049rs1271572t rs4986938du récepteur
ERB ont conduit a des résultats conflictuels (63, 64).

Malgré le role potentiel des estrogénes et de |lgdaspteurs dans le développement
des maladies artérielles ischémiques, I'influenee gblymorphismes des ER sur 'association

entre I'estradiol et le risque artériel ischémiqeejamais été étudiée.
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OBJECTIFS
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L’objectif principal de ma these était d’évaluer falation entre les estrogénes

endogenes et le développement des maladies casdidaaes chez les femmes ménopausées.

Pour répondre a cette question de recherche, §aldppé ce travail autour de trois

axes a partir des données de la cohorte frandas@& Cités (3C) incluant 10.000 personnes

agées de plus de 65 ans :

1) Etude de la relation entre les estrogenes endogeinks survenue de maladies

artérielles ischémiques aprés 4 ans de surveillance

Nous avons évalué 'association entre les concéoria d’estradiol et le risque de
cardiopathie ischémique et d’AVC ischémique cheg femmes meénopausées

n'utilisant pas de traitement hormonal a partim#etude de type cas-cohorte.

2) Role des polymorphismes génétiques des réceptearsstrogendsSR1et ESR2

Nous avons approfondi I'étude de la relation etigstradiol et le risque artériel
ischémique a 4 ans en évaluant le rdle modulatesipdlymorphismes génétiques des
récepteurs des estrogénes. Nous avons égalemeheraieé des mécanismes
susceptibles d’expliquer nos résultats par desyaeslcomplémentaires portant sur

des marqueurs de l'inflammation et de ’hémostase.

3) Etude de la relation entre les estrogenes endogginks survenue de maladies

cardiovasculaires a 10 ans

L’extension du suivi des sujets a 10 ans nous miget’étudier I'association entre

les estrogénes endogenes et le risque cardiovascaltong terme dans I'échantillon

aléatoire issu de I'étude cas-cohorte.

34



METHODES

35



A. Population et collection des données : I'étude d8sCités

1. Protocole de I'étude

L’étude des 3 Cités (3C) est une cohorte frangaisspective réalisée au sein de la
population générale dont le principal objectif égtvaluer le déclin cognitif lié aux facteurs
de risque vasculaire chez les sujets agés de pléd dns (65). Cette étude multicentrique a
été développée dans trois villes francaises : BamleDijon et Montpellier. Le recrutement
s’est effectué entre mars 1999 et mars 2001, @agetiau sort, a partir des listes électorales.
Le nombre de sujets par ville a été déterminé denfgproportionnelle a la taille de la
population de chacune dentre elles. Pour étreibédig les sujets devaient étre non
institutionnalisés, agés de plus de 65 ans et vilames I'une de ces trois villes ou leur
banlieue. Toutes les personnes éligibles et lenjood ont recu une lettre explicative de
I'étude avec une invitation a y participer. En dasnon-réponse a cette premiére lettre, les
sujets étaient contactés par téléphone. Par cétteoae, 9.693 sujets ont été sélectionnés, soit
37 % de la population éligible. Parmi eux, 7 éthi@gés de moins de 65 ans et 392 ont
finalement refusé le questionnaire au moment dellision.

Au total, cette cohorte a inclus 9.294 individugsfgle 65 ans ou plus, dont 3.650
hommes et 5.644 femmes. Initialement, la duréeude de la cohorte était fixée a 4 ans mais
des investigations complémentaires ont été réalis®el0 ans pour la détection des
événements cardiovasculaires, de la démence e amitalité. Des visites de suivi ont été
réalisées a 2 ans, 4 ans, 6 ans et 10 ans agmlérdate d’inclusion.

Le protocole de I'étude a été approuvé par le comiéthique du Centre Hospitalo-

Universitaire de Bicétre et un consentement aigt&gar chaque participant.

2. Recueil des données

Les données pour chaque participant ont été rdieseih linclusion par un
interrogatoire utilisant des questionnaires stasidés, réalisé en face a face avec une
infirmiére ou une psychologue. On dispose pour ubaujet de données auto-rapportées sur

les caractéristiques sociodémographiques, le meadeiel la profession, I'éducation, les
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antécédents et/ou facteurs de risque cardiovaseuldes traitements recus et les
caractéristiques de la ménopause pour les femmes.

Les données recueillies sur les médicaments ontééi@ées a partir des ordonnances
pour environ la moitié des sujets et des donnéda @&NAM. Le codage des médicaments a
ete effectué a l'aide de la classification AnatomeigThérapeuthique et Chimique (ATC) (66).

Les informations concernant les antécédents caadmaires ont été validées par
deux panels d’experts indépendants, un pour lesadies coronaires et un autre pour les
AVC. Elles ont été complétées si nécessaire augresnédecin traitant ou a partir des
comptes-rendus hospitaliers.

A linclusion, tous les individus ont été soumisia examen médical permettant les
mesures anthropométriques suivantes : poids, ,tddler de taille et tour de hanche. Les
pressions artérielles systoliques et diastoliqueg®galement été mesurées.

Des prélevements sanguins effectués lors du rewanteont pu étre obtenus pour 90%
des sujets. lls ont permis de constituer une DNdudkéet une plasmathéque ayant notamment
servi aux dosages de la glycémie et du cholesdé§ealn.

3. Facteurs de risque cardiovasculaire

A l'inclusion, les facteurs de risque cardiovasaelant été recherchés pour tous les
sujets. L’hypertension artérielle a été définie omerune pression artérielle initiale supérieure
ou égale a 140 mm Hg (systolique) et/ou 90 mm Hgs{dlique) et/ou la prise d’'un
traitement antihypertenseur. Les sujets étaiensidérés diabétiques si la valeur de leur
glycémie & jeun était supérieure ou égale a 1.26etfou s'’ils utilisaient un traitement
antidiabétique. L’hypercholestérolémie était défipar un taux de cholestérol total a jeun
supérieur a 2.40 g/L et/ou la prise d'un traitemégpolipémiant. L'indice de masse
corporelle (IMC) a été calculé en divisant la &ilm) par le poids (kg) au carré. L’'obésité
correspondait a un IMC supérieur a 30 kg/m? sedoddfinition de 'OMS (67). Le rapport
taille/hanche a également été calculé en divisambur de taille par le tour de hanche pour
tous les sujets dont les données étaient dispaniblefin, le statut tabagique a été codé en

trois catégories : jamais, ancien (arrét du taleguis moins de 6 mois) ou actuel fumeur.
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4. Définition et validation des cas

Les sujets ont été suivis initialement pendant &, @avec un premier examen entre
avril 2001 et décembre 2002 et un second examea 2003 et 2005. Durant cette période de
surveillance, 135 cas incidents de maladie artérisichémique incluant les AVC et les
cardiopathies ischémiques ont été identifiés caeZdmmes. Le suivi a ensuite été poursuivi
jusqu’a 10 ans et a permis d’enregistrer 276 cpplémentaires. Tous ces événements ont été
validés par un comité médical selon les définitiam®rnationales, a partir des comptes-

rendus hospitaliers et des dossiers médicaux.

Les cardiopathies ischémiques étaient définis pare hospitalisation pour angor
stable ou instable, ou une revascularisation coremae (pontage aorto-coronarien ou
angioplastie), ou un IDM fatal ou non. L’'anginep@trine était défini par I'association d’une
douleur thoracique a au moins un des critéres stgvasténose coronarienne supérieure a
50% a la coronographie ; épreuve d'effort positivaeintigraphie myocardique positive ;
anomalies de I'électrocardiogramme (ECG) sans grellNDM ni connaissance d’'une autre
pathologie induisant ces modifications a 'TECG.DM était défini par I'une des conditions
suivantes : I'apparition d’'une onde Q de nécrosdont autre signe d’'ischémie récente sur
'ECG ; une douleur thoracique typigue ou atypiqaeompagnée d’'une nouvelle ischémie ou
d’'une aggravation d’'une ischémie connue et d'ungmeantation des enzymes cardiaques
supérieure a deux fois la normale ; la preuve posttem d’'un IDM ou d’'une thrombose
récent. Les décés coronaires étaient définis armtes certificats de décélon la 16™
édition de la Classification Internationale des &dids (CIM 10) et incluaient les codes
suivants : 1219, 1251 a 1259, 1461 et R960.

Les AVC ont également été validés par un comitéicaédelon la définition clinique
internationale : brutal déficit neurologique foaadnfirmé par une lésion compatible sur
'IRM cérébrale. Dans notre analyse, nous nous sesnnmtéressés uniquement aux
pathologies ischémiques et avons donc exclu les Ag@ype hémorragique en raison de la

physiopathologie tres différente de ce type d’AVC.

La mortalité par cause cardiovasculaire a égale@eEnétudiée apres 10 ans de suivi.
Elle était définie a partir de la classificationMCILO par les codes suivants : 100 a 199. Elle

incluait notamment les décées par cardiopathie isaipge, AVC et insuffisance cardiaque.
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B. Etude cas-cohorte

Décrit initialement par Prentice en 1986, le schéascohorte a été utilisé dans notre
étude pour des raisons pratiques et économiqués @é&te méthodologie consiste a utiliser
tous les cas incidents de la cohorte et a les caan@aun échantillon aléatoire de sujets
témoins. Nous avons ainsi pu travailler sur un n@wbduit de sujets tout en conservant les
avantages d’'une étude de cohorte. Contrairememieaétude cas-témoins nichée dans une
cohorte, I'approche cas-cohorte permet d’utiligenéme groupe de témoins pour plusieurs
types d’événements incidents et d’incrémenter dssircidents supplémentaires sans devoir
modifier le nombre de témoins. On minimise ainsidéenbre de dosages hormonaux effectués
a partir de la plasmatheque, en les réalisant em@mnt chez les sujets de la sous-cohorte et
les cas additionnels. Cette approche est de plusplas utilisée dans les études
épidémiologiques sur les biomarqueurs (69-72).

En pratique, nous avons réalisé un tirage au aorsein de la cohorte entiére (Figure
7) et obtenu un échantillon (représentant ici®9ze la cohorte) appelé « sous-cohorte »
comprenant 1.254 sujets dont 759 femmes. Les fenpmregsgnt des traitements hormonaux
susceptibles de modifier la concentration plasmatigu I'effet de I'estradiol ont été exclues,
notamment celles utilisant un THM ou un modulateélectif des récepteurs des estrogenes
(SERM) ou une anti-aromatase (n=116). De plus, nausns exclu les femmes pour
lesquelles les taux de testostérone (T) et/ou rdidstl étaient anormalement élevés apres la
ménopause (E2 > 40 pg/ml et/ou T > 3 ng/mL) (n=Afin d’étudier le risque de premier
événement, les sujets avec un antécédent persatiA®IC et/ou de cardiopathies
ischémiques a l'inclusion (n=86) ont été exclusfifcrapres I'exclusion des perdus de vue
(n=16), la sous-cohorte comprenait 537 femmes amtld5 cas incidents de maladie artérielle
ischémique et 522 non-cas. Dans le groupe de fenmoesincluses dans la sous-cohorte
(n=4.885), nous avons conserve uniqguement lesncatents de maladie artérielle ischémique
survenus durant les quatre années de suivi (n=aps I'exclusion des non-cas (n=4.750) et
des cas incidents d’AVC hémorragique (n=7). Puise gascade d’exclusions identique a
celle effectuée pour la sous-cohorte a sélecti®iné€as incidents additionnels de maladie

artérielle ischémique. Enfin, ces cas incidentstemthels ont été rajoutés a la sous-cohorte
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afin de constituer I'échantillon cas-cohorte, cospale 522 non-cas et 106 cas incidents,

incluant 67 cardiopathies ischémiques et 39 AvV@éstiques.
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Cohorte 3C

9 294 sujets

= Hommes (n=3650)

Cohorte 3C - femme
5 644 sujets

Sujets non inclus dans

la Sous-Cohorte
4 885 femmes

Non-cas (n=4 768)

Suivi 4 ans Suivi 4 ans

110 cas incidents
de maladies artérielles
ischémiques

Sujets utilisateurs d’'un THM a l'inclusion

n=116 <— S~ n=10
4 <—1 Sujets avec T>3 ng/mL et/ou E2>40 pg/mL \} o1
egs <— Cas prévalents de maladie artérielle ischémim% -8
n=16 < Perdus de vue S n=0

Cas-Cohorte

106 cas incidents

Figure 7. Echantillonnage de I'étude cas-cohorte
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Dans l'analyse concernant les polymorphismes desptéurs des estrogénes, les
données génétiques n’étaient pas disponibles pawjdis. Ainsi, I'échantillon cas-cohorte

incluait 623 femmes ménopausées, dont 105 caseimsidle maladie artérielle ischémique.

Enfin, nous avons utilisé la sous-cohorte pour iétute risque cardiovasculaire
(cardiopathies ischémiques, AVC et déces cardiadases) aprés 10 ans de suivi. Dans cette
analyse, les cas prévalents de maladies artérimtd®@miques n'ont pas été exclus afin
d’assurer une puissance statistique suffisanteniiéms, cette variable a été prise en compte
dans notre modéle statistique. A partir de la smigrte incluant 759 femmes, nous avons
exclu les utilisatrices d’un traitement hormonaliaclusion (n=116), celles avec des taux
élevés d’estradiol ou de testostérone (n=4) epdedues de vue a 10 ans (n=18). Ainsi, notre
échantillon d’étude aprés 10 ans de suivi comptesi femmes dont 69 cas incidents de
maladies cardiovasculaires, incluant notammenta@igpathies ischémiques non fatals, 14

AVC non fatals et 25 déces cardiovasculaires.
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C. Mesure des parametres biologiques et génétiques

A Tinclusion, un prélevement sanguin a été réatibéz plus de 90% des sujets de
toute la cohorte. Des échantillons de plasma peésenv EDTA étaient disponibles pour tous
les sujets de I'étude cas-cohorte. lls ont étéralstgar centrifugation (1000 g a 4°C pendant
15 min) et immédiatement congelés a -80°C dansulkes en plastique de 1mL.

1. Mesure des hormones sexuelles

Ce travail de thése s’est concentré sur les estesgéndogénes, particulierement
l'estradiol considéré comme variable d’intérét pipral. La testostérone, précurseur de

I'estradiol a été étudiée comme covariable.

a) Dosage de I'estradiol

Différentes méthodes de dosage existent pour medee taux plasmatiques
d’estradiol. La méthode de référence dite « golthdard » est la spectrométrie de masse
couplée ou non a la chromatographie en phase équd-MS) ou gazeuse (GC-MS). La GC-
MS a été développée pour I'analyse des hormonesidés dans les années 1960 par I'équipe
de Sjoval (73). La chromatographie en phase gazeerseet de séparer les métabolites dans
une colonne par une technique de vaporisation dangé a analyser. Aprés séparation, les
analytes sont directement introduits dans le spedtre de masse qui détecte et détermine la
structure des composants apres ionisation. L'agg8ooi de ces deux techniques permet
d’obtenir une meilleure identification des molésuét d’augmenter la sensibilité et spécificité
du dosage des hormones stéroides. Néanmoins, dbsdeg trés complexes et colteuses
nécessitent du temps rendant leur utilisation gaerdifficile en pratique courante. D’autres
procédés pour mesurer les hormones stéroides @negeloppés, notamment les techniques
radio-immunologiques. Ces méthodes consistent ar fixar compétition un anticorps

radioactif a I'antigene d’intérét puis a détectes tomplexes antigénes-anticorps. La premiére
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méthode décrite par Abraham en 1969 (74) appeléd RRadioimmunoassay)
conventionnelle ou indirecte consiste en une eftitmacpar un solvant organique, une
purification par chromatographie suivies d’une méth de quantification par RIA. Puis, une
autre technique plus rapide appelée RIA directeststveloppée sans étape préalable
d’extraction ou de purification par chromatographette derniere méthode a I'avantage
d’étre simple, rapide, relativement peu colteusegtiere un faible volume de plasma (0.1
mL). Cependant, elle peut surestimer la mesuréed¢rddiol par manque de spécificité de
'anticorps utilisé, notamment chez les femmesisatiit un traitement hormonal de la
meénopause (75). De plus, I'absence d’étape deigatrdn pourrait conduire a une séparation
insuffisance de l'estradiol avec la SHBG, a qust lié avec une forte affinité. Un manque de
sensibilité a également été décrit pour mesurealbkes taux d’estradiol (75).

Dans notre étude, le f#stradiol total a été mesuré par dosage RIA dad@ide de
kits (Spectria RIA) commercialisés par la sociétéio® Diagnostica. La limite de
quantification, c’est-a-dire la valeur minimale sti@diol pour laquelle le coefficient de
variation est inférieur a 20 % était de 2 pg/mL3pmol/L) et correspondait a la limite de
détection. Une valeur de 0.6 pg/ml a été attritaréérairement aux sujets présentant des taux
inférieurs a la limite de détection (n=39). Les fliornts de variation intra et inter-dosage
étaient respectivement de 17.6% et 18.1% pour alesentrations de 3.2 pg/mL (12 pmol/L)
et de 2.8% et 5.8% respectivement pour des coratEms de 24 pg/mL (88 pmol/L).

Le 17B-estradiol biodisponible a été mesuré par prédipitadifférentielle des
hormones liées aux protéines transporteuses pAisiREprésente la partie de I'E2 total non
lie a la SHBG, supposée active.

b) Dosage des autres hormones sexuelles

La testostérone totale a été mesurée par une neefRBA similaire a celle utilisée
pour I'estradiol total. La limite de détection €t@i02 ng/mL. Les coefficients de variation
intra et inter-dosages étaient de 7.5 % et 7.0 §pertivement pour des concentrations de
0.46 et 0.31 ng/mL.
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2. Mesure des autres parametres biologigues

a) Lipides plasmatiques et glycémie

Les mesures lipidiques et la glycémie ont été séal de maniére centralisée au
laboratoire de biochimie du Centre Hospitalier émsitaire de Dijon. Les parametres
lipidiques incluaient le cholestérol total, le Lholestérol, le HDL-cholestérol et les
triglycérides. Le LDL-cholestérol a été déterminéartir du cholestérol total, du HDL-
cholestérol et des triglycérides d’apres la formideFriedewald (76). Elle n’est applicable
que si le taux de triglycérides est inférieur agfl5(5.08 mmol/L).

b)  Parameétres de I'hémostase et de I'inflammation

Le fibrinogéne est une protéine plasmatique syigdtar le foie. Sous l'action de la
thrombine, il se transforme en fibrine pour permeelh coagulation sanguine. Son dosage a
éte réalisé par une technique de coagulation $aloéthode de Clauss (Dade Behring). Cette
méthode consiste a mesurer le temps de coaguldfiom plasma, proportionnel a la
concentration de fibrinogene, en présence d’'un xi& thrombine. Ensuite, la valeur du
fibrinogene en g/L est déterminée en fonction dope de coagulation a I'aide d’une courbe
d’étalonnage. Une augmentation du taux de fibrinegésupérieur a 4 g/L) est considéerée
comme le reflet d’'une hypercoagulabilité et/ou @umflammation.

Le facteur von Willebrand (FVW) est I'un des prpmix acteurs de I'hnémostase
primaire par son r6le d’activateur de plaquettedectransport du facteur Xlll. Les D-dimeres
sont les produits de dégradation de la fibrine thrgprocessus de fibrinolyse. Leur quantité
dans le sang augmente en cas d’activation de lgutat#gon et de la fibrinolyse. Ces deux
marqueurs, le FYW et les D-dimeres, ont été mesumgr des meéthodes immuno-
enzymatiques de type ELISA. La quantité de FvWeggrimée en pourcentage par rapport a
un plasma normal de référence et les D-diméreggén u

Le test de génération de thrombine (TGT) in vitr@ta réalisé par une technique

fluorimétrique automatisée, conduisant a un thrognédmme. Les variables que nous avons
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choisies d'utiliser étaient la quantité totale teotnbine générée, notée ETP (Endogenous
Thrombin Potential) et la quantité maximale de tbom générée, représentées

respectivement sur le thrombogramme par I'aire dausourbe et la hauteur du pic. Ces

meéthodes ont été décrites (31, 53, 72, 77). Un BUTRIn pic élevé correspondent a une

hypercoagulabilité.

Enfin, la hs-CRP (« High-sensitivity » CRP ou CRRPadsensible) a été mesurée par
un dosage immunologique turbidimétrique. La limide détection et le coefficient de
variation inter-essai €étaient respectivement des Orig/L et 2.6%. Sa concentration est
augmentée en cas d’inflammation systémique.

Pour minimiser la variabilité analytique, toutes lemesures biologiques ont été
réalisées en séries dans un méme laboratoire apptigin contrble de qualité strict (Service
de Génétique moléculaire, Pharmacogénétique et éturlongie du Pr Mantel a I'Hopital de
Bicétre et Service d’hématologie du Pr GaussenHapital Européen Georges Pompidou
(HEGP)).

3. Génotypage des polymorphismes des ER

L’ADN a été extrait a partir des noyaux de globulegncs (Puregene Kit,
Qiagen,France), puis congelé a -80°C. Le génotymbege polymorphismes des ER a été
effectué selon une méthode automatisée (KASParldgwée par la société Kbiosciences
(Hoddesdon Herts, Royaume-Uni), utilisant une iéaatle polymérisation en chaine (PCR)
compétitive et allele-spécifique. Ce procédé caaeses une dénaturation de 'ADN, puis une
amplification de la région d’ADN contenant le polgrphisme nucléotidique (SNP « single-
nucleotide polymorphisms ») et enfin une hybrioatdes fragments d’ADN amplifiés a
I'aide d’une sonde marquée par fluorescence. Ledteds ont été interprétés grace au logiciel
KlusterCaller 1.1. L’erreur de mesure du syst&ASPar était inférieure a 0.3%. Les deux
principaux polymorphismes BSR1ont été recherchésrs2234693et rs9340799(nommés
égalementPvul et Xba ou encore IVS1-401 et IVS1-354), situés respectignt aux
positions 397 et 351 de l'intron 1 (figure 4). ®@olymorphismes &SR2ont été analysés :
rs1256049 (nommé égalemeniRsd), rs4986938 (nomme égalemendlul) et rs1271572
situés respectivement aux positions 1082 de I'éxoh730 de la région non traduite 3'UTR
(« Untranslated ») de I'exon 8 et dans le promotkarsélection de ces polymorphismes était
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justifiée par les données antérieures montrantagseciation entre ces polymorphismes et le
risque de cardiopathie ischémique ou d’AVC (60, &2) avec une possible fonctionnalité
(41, 78, 79).
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D. Analyses statistiques

Les analyses statistiques concernant la descripliola population, les déterminants
de l'estradiol et les fréquences génotypiques thtréalisées au sein de la sous-cohorte. Le
schéma d’étude cas-cohorte ne semblait pas adaptésen de la présence des cas incidents
additionnels qui n'ont pas été sélectionnées daaraaléatoire comme les sujets de la sous-
cohorte. Ainsi, la restriction de ces analyses adas-cohorte a permis de limiter les biais
dans la mesure des associations.

L’association entre I'estradiol et le risque agérschémique a été analysée a partir de
I'étude cas-cohorte. Néanmoins, pour I'analyse’ideitience des maladies cardiovasculaires
apres 10 ans de suivi, nous avons utilisé la sohefte en raison de I'absence de dosage de

I'estradiol parmi les cas additionnels survenuseefitet 10 ans.

1. Analyse descriptive

Nous avons analysé les données de base des femhmedusion, notamment leur
répartition au sein des centres, les caractéressigle la ménopause, les facteurs de risque
cardiovasculaire et les parametres biologiques.doesées ont été comparees entre la sous-
cohorte et la cohorte restante, afin de vérifiebdane représentativité de I'’échantillon. Les
tests du Chi2 et de Student ont été utilisés resecent pour les variables catégorielles et
continues. Les résultats sont présentés par ladrége pour les variables catégorielles et par
la moyenne arithmétique et I'écart-type pour lesialdes continues. Une transformation
logarithmique a été nécessaire pour normaliserioed variables notamment la CRP et le
facteur von Willebrand. Nous présentons ainsi layenoe géométrigue accompagnée des

interquartiles pour ces variables.
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2. Distribution et déterminants des hormones sexuelles

La distribution du 1p-estradiol et de la testostérone des femmes irellizes la sous-
cohorte a été représentée sous la forme d’'un hé&stoge. Cela nous a permis de tester
graphiquement la normalité de ces variables etéldier que les valeurs observées étaient
compatibles avec la ménopause (47, 80, 81). Unesfoamation logarithmique a été
nécessaire pour normaliser ces variables.

Les niveaux moyens de l'estradiol et de la testos& ont été calculés pour chaque
caractéristique a linclusion. Les relations enge hormones sexuelles et les parametres
biologiques ont été recherchées en estimant I6figerts de corrélations de Spearman dans
la sous-cohorte.

L’association entre l'estradiol et les caractégiséis des sujets a l'inclusion a été
étudiée de facon univariée, a I'aide d'une anatlseariance puis multivariée par régression
linéaire multiple. Nous avons construit le modeéleltmarié en prenant en compte toutes les
variables significatives (p<0.15) lors de I'analysgvariée. Pour assurer la comparabilité des
résultats, nous présentons les coefficients dees8gm standardisés, correspondant a la
variation de la variable d’'intérét pour un écapeyde la variable explicative. Ces coefficients

sont également ajustés sur les autres facteurs.

3. Polymorphismes génétiques des ER

Pour chaque polymorphisme recherché, I'équilibréidedy-Weinberg a été vérifié. |l
s’agit d'un modéle génétique dérivant des lois denbtiel et stipulant la stabilité des
fréquences génotypiques au fil des générations demes trés grande population, sans
migration, ni mutation, ni sélection naturelle atles unions entre les sujets se font au hasard.
Connaissant les fréquences alléliques de ces pophismes, on s’attend a observer certaines
fréquences génotypiques dans la population. Patertecette hypothése, les fréquences
génotypiques observées dans la sous-cohorte onbélgarées aux fréquences théoriques par
des tests du Chi2. Pour chaque polymorphisme des UBRtableau présente ainsi les
fréquences alléliques et génotypiques observéssciges aux résultats du test de I'équilibre

de Hardy Weinberg.
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La relation entre les différents polymorphismesté& étudiée en recherchant un
déseéquilibre de liaison. Il existe un déséquilibediaison lorsque la probabilité d’observer un
couple d’alléles sur un chromosome n’est pas émalgroduit des probabilités d’'observer ces
alleles individuellement, c'est-a-dire lorsqu’il & association préférentielle de ces deux
alleles. La relation entre tous les polymorphisrdes ER a donc été analysée deux a deux
dans la sous-cohorte, en estimant le coefficientateélation r2 correspondant au coefficient
de déséquilibre de liaison (D’) (82), a I'aide dgiciel Thesias (83).

L’association entre les différents polymorphismekes taux d’estradiol a été testée en
comparant les moyennes d’estradiol pour chaquetgéagoar une analyse de variances
ajustée sur le centre et I'MC. La prise en conged’obésité dans cette analyse était justifiée
par le role déterminant de cette variable surdes tI'estradiol.

4. Facteurs de risque cardiovasculaire

Afin de valider nos données, l'association entrg thfférents facteurs de risque
cardiovasculaire traditionnels (age, obésité, tedpag, hypercholestérolémie, hypertension
artérielle et diabéte) et le risque artériel isciygra a été testée parmi 623 femmes de I'étude
cas-cohorte. Les cas incidents de maladie artéristhémique ont ainsi été comparés aux
non-cas en fonction des niveaux de chaque carstiggie a I'inclusion. Ces associations ont
été testées par des tests du Chi2 pour les vasiahtégorielles et des tests de Student pour les
variables continues.

Les parametres biologiques, les marqueurs de I'stase et la CRP ont été également

comparés entre les cas de maladie artérielle isciuénet les non-cas par des tests de Student.

5. Estrogénes et risque artériel ischémique

Dans une premiere étape, les moyennes des horreereslles entre les cas de maladies
artérielles ischémiques et les non-cas ont été acdep par une analyse de variance. Puis, le
modele de Cox a été choisi pour tenir compte dysedans le suivi des sujets. Cette méthode
permet d’exprimer le risque instantané de survetiue événement en fonction de I'effet de

plusieurs variables. Ce modéle nous a permis notrhiévaluer la valeur prédictive de
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chaque variable d'intérét en tenant compte desedast de risque cardiovasculaire

traditionnels.

a) Caractéristiques du modeéle de Cox

Le modéle de Cox exprime la fonction de risqueaintstné de l'individu i en fonction
de p variables explicatives 2 (Z1, Zp, ..., Zp) sous une forme multiplicative, c’'est-a-dire
comme le produit d’'une fonction de risque de basamune a tous les individug(t) et de

I'effet de p variables explicatives eXpiZ;) :

Mt) =2o(t) expE BiZ) ou Bi sont les parametres a estimer

La fonction de risqué(t) représente la probabilité d’apparition de I'éggent dans

un intervalle de temps [t, tAt] sachant que I'événement ne s’est pas réalisét #rzstant t.

Le rapport des risques instantanés pour deux sugtgayant des caracteéristiques Z
etz est:
A(t;Zi)  do(t) exp (ZBiZi)  exp (ZBiZi)
AMGZ)  do(t) exp (EBZ)  exp (ZBZ)

Ce rapport proportionnel ne dépend pas du temsexprime en hazard ratio (HR).
L’hypothése des hazards proportionnels caractépaéda constance du rapport des risques
instantanés avec le temps est nécessaire a la&alidmodéle de Cox. Cette hypothése était
bien vérifiée dans nos modéles.

Les coefficientsp; représententeffet de la caractéristique ZS’il est nul, cette
variable n’a pas d’influence sur I'événement coésid Le principe du modéle de Cox est
d’estimer ces coefficients afin d’exprimer l'effele certaines variables d'intérét sur la
survenue d’'un événement. Les estimateurspdesnt obtenus pas la méthode du maximum

de vraisemblance.
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La probabilité de survenue d’'un événement jerc’est-a-dire dans l'intervalle de

temps [t t+ At]] est :
> ha(t) exp(z B7)
JeR(t)

Ou R(t) est 'ensemble des individus encore a risquejasant I'instant;t

La probabilité pour qu’un sujet i ait un événememt sachant qu’il est a risque;aet

gu’il n’y a qu’un seul événement grparmi les sujets a risquejavaut :

exp(Z BiZi)
Yjer(t) €Xp(Z BiZ))

Ou le dénominateur représente la somme des cotdrisudes sujets a risque au

temps i.

Cette probabilité dépend uniguement du paranfetéechaque événement, le nombre
de sujets a risque diminue au dénominateur. Lasemablance partielle se définit comme le
produit des probabilités conditionnelles sur lesge des événements. Elle s’exprime selon la

méthode du maximum de vraisemblance comme :
D
L= 1_[ exp(Z BiZi)
L Yjer(t;) €xp(Z BiZj)

Ou D est le nombre d’événements observés.

Une adaptation au schéma cas-cohorte était némegsair utiliser le modéle de Cox.
Trois méthodes différentes ont été décrites daligdeature (68, 84, 85) et nous avons choisi
celle proposée par Barlow en 1994. Toutes ces méthaonsistent a attribuer une
pondération différente aux sujets issus de la sobstte et aux cas incidents rajoutés de la
cohorte initiale. Ainsi, un cas additionnel n'apeaant pas a la sous-cohorte n’est considéré a
risque qu’'a I'instant t de son événement et iiksius dans le modéle seulement & ce moment

avec une pondération différente des sujets issudadsous-cohorte. De plus, chaque
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evenement contribue de maniére égale selon qu’ises ou non de la sous-cohorte. Apres

application de cette méthode, la vraisemblancegtiartiu modéle de Cox s’écrit alors :

exp(Z BiZi)
wi exp(Z BiZi) + Zjes wij exp(Z BiZj)

Ou w est le poids attribué au sujet i au tempkd dénominateur représente la somme
de la contribution du sujet ayant fait 'événemente I'ensemble des sujets inclus dans la
sous-cohorte S. Ainsi, les cas extérieurs a I'écham aléatoire contribuent comme individus
a risque seulement a partir de l'instarde leur événement et leur poids est égal a 0 dvant
Dans la méthode de Barlow, la pondération d’'unesagoujours égale a 1. Les non-cas de la
sous-cohorte sont pondérés par l'inverse de latidracd’échantillonnagen, c’est-a-dire
w=1/o. Dans notre étude, la sous-cohorte représenteoen¥i?™ de la cohorte initiale, soit
a=0.15. Ainsi, un sujet de la sous-cohorte a un pai¢1/0.15 tant que I'événement n'a pas
eu lieu. Si ce sujet a un événement, son poidsedewlors égal 1 au moment de

I'événement (figure 8).
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w=poids

* Non-cas de la sous-cohorte

I —

Début du suivi w=7 Fin de suivi

* Cas incidents de la sous-cohorte : ces sujets comptent comme non-cas avant leur
événement puis comme cas au moment de leur événement .
Le temps de I’événement est caractérisé par At.

At
+“—>

|

Début du suivi w="7 w=1

Evénement

» Cas additionnels issus de la cohorte initiale : ils sont comptabilisés dans le mod¢le
uniquement au moment de leur événement.
At

l ] | »
I 1 >
Début du suivi w=0 w=1

Evénement

Figure 8. Pondérations des différents sujets dane imodele de Cox adapté a une étude
cas-cohorte

Habituellement, I'échelle de temps utilisée danstalele de Cox est le délai de suivi
des sujets, correspondant a la période entre Wsnmh et la date de I'événement ou de
censure. Cependant, dans les études épidémiol@gmuée risque de maladie est fortement
lié a I'age, il est fortement recommandé d'utilif@ge comme échelle de temps au lieu du
délai de suivi (86-88). Cette procédure permetaléranchir de la nature du lien entre I'age et
la survenue d'un événement. Ainsi, on supposeagusujets sont suivis depuis leur naissance
et chaque cas est comparé a un individu a risqueéine age. L'utilisation de cette méthode
implique une entrée retardée avec une troncatgeriéhe survenant a I'adge de l'inclusion (en
'absence de données avant la date du recrutentelie).n’est applicable que si 'age de
survenue de I'événement est indépendant de I'dtectusion, c'est-a-dire si le risque de la

maladie d’intérét d’'un sujet n’est pas modifié pan entrée dans la cohortéexpression de
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ce modeéle est similaire au modele de Cox habitaeéc une censure a droite qui est
commune aux deux types d’échelles de temps. De pkidype de modéle nous permet
d’interpréter directement la fonction de risque owen une fonction d’incidence age-

spécifique. Le risque artériel ischémique étannhcopour étre fortement associé a I'age, nous

avons donc utilisé 'age comme échelle de temps.

Nous avons comparé ces différentes modalités datibn du modele de Cox dans
I'étude de I'association entre le risque artégehémique et I'estradiol au sein de I'étude cas-
cohorte. Les HR obtenus avec differents modelepr@eier ajusté sur 'age avec le délai de
suivi comme échelle de temps et le deuxieme awégel'pour échelle de temps) étaient
similaires. Ce résultat montre I'équivalence desixdstratégies dans l'analyse de cette
variable d'intérét et s’explique vraisemblablemegmatr I'absence de lien entre I'estradiol
plasmatique et 'age. Par ailleurs, nous avonsrebsgue les estimations des Hazard Ratios et
leur intervalle de confiance étaient peu modifiéssain de I'étude cas-cohorte en utilisant la

méthode de Barlow adaptée a ce schéma d’étudeésidtat montre I'impact limité des
pondérations lorsque l'incidence de la maladidagbte.

b) Mise en ceuvre du modeéle de Cox

Pour tester la relation entre le risque artériehésnique et les hormones sexuelles
endogenes, les HR et leur intervalle de confian88% (IC 95%) ont été estimés dans des
modéles continus et les variations du risque sgoiées pour une augmentation d’'un écart-
type du log de la variable explicative. Le risqueiael ischémique a également été étudié en
fonction des hormones sexuelles endogenes exprier@eguartiles ou tertiles. Le groupe
correspondant au plus bas quartile ou tertile achtd#si comme référence. Un écart a la
linéarité dans la relation entre le risque artéismhémique et les hormones sexuelles
endogenes a été systématiquement testé. Les HiRéastimeés a partir d’'un premier modeéle
ajusté sur I'age puis d’'un deuxieme modele ajustdes facteurs de risque cardiovasculaire
traditionnels tels que I'hypertension artériellaypercholestérolémie, le diabete, I'obésité et
le tabac. Enfin, nous avons utilisé le rapporigdianche dans un modeéle d’ajustement final.

L’absence d’interaction entre les hormones sexsigielogénes et les variables d’ajustement
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a ete veérifiée. De plus, afin de vérifier ’lhomogéa des résultats, nous avons effectué des
analyses stratifiées en fonction des niveaux dedias de risque des sujets a l'inclusion.

Les données sur I'IMC et le rapport taille/hanch&aient pas disponibles pour 1% et
9% des sujets respectivement. L'adiposité pouuaiiancer le risque artériel ischémique et
les niveaux d’estradiol, une imputation multiplété réalisée pour ces données manquantes.
Le modele de prédiction avec imputation multiplelurit toutes les variables d’ajustement.
Cing séries de données imputées ont été créecemlgs@es. Les résultats ont été combinés

selon la méthode de Rubin (89).

Des analyses de sensibilité ont été réaliséeslafirérifier la stabilité des résultats:

* En excluant les anciennes utilisatrices de THM,sddrypothese d’'un effet délétere
de ce traitement sur le risque artériel ischémigéene aprés son arrét ;

* En excluant les utilisatrices récentes de THM, tetedire celles qui ont arrété leur
traitement moins d'un an avant leur inclusion, sela méme hypothése que
précédemment ;

* En excluant les sujets ayant pris un THM pendamt $eiivi (n=3), dans I'hypothése
d’'une modification de leur risque cardiovasculavec ce traitement.

D’autres analyses de sensibilité ont été réaliséasgxcluant notamment les cas
prévalents ou incidents de démence et les événsroartiovasculaires survenant la premiere

année de suivi.

L’association entre des polymorphismes génétigessedtrogenes et le risque artériel
ischémique a ensuite été étudiée en estimant lepdiR chaque génotype. Les modeles
génetiques récessifs et dominants ont été exanpogs chague polymorphisme afin de
déterminer le meilleur modéle. Les résultats fin@axt ainsi présentés selon un modéle
dominant avec une variable génotypique en deuxgoets pour chaque polymorphisme.
Enfin, I'association entre I'estradiol et le risqagériel ischémique en fonction de chaque
génotype a été testée en réalisant une analyséié&traar polymorphisme avec la recherche
d’'une interaction entre l'estradiol et le génotyfg@ans ce dernier modele, le seuil de
significativité a été corrigé par la méthode de Bani qui tient compte des tests multiples

non indépendants se rapportant aux 5 polymorphigtueses.
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Dans un deuxieme temps, nous avons effectué urneajaat additionnel sur les
parametres de 'hémostase et de l'inflammationusrt notamment le fibrinogene, le facteur
von Willebrand, les D-dimeres, la génération derfirine et la CRP, afin d’évaluer I'exceés
de risque expliqué par ces variables. A noterdtamées de ces variables étaient manquantes

pour 25 sujets et les sujets prenant des anticaatgu{n=13) ont été exclus de cette analyse.

Toutes les analyses ont également été stratifid@esype d’événement (cardiopathies
ischémiques et AVC) en ne considérant que le preéiénement. Ainsi, I'échantillonnage
cas-cohorte a été de nouveau réalisé pour chagreei@ent en utilisant la méme cascade
d’exclusions que pour I'étude des maladies artésakchémiques. Le risque de cardiopathie
ischémique a été évalué parmi 549 non-cas et 7ihcetents. De fagon similaire, le risque
d’AVC ischémique a estimé a partir d'une populatimeiuant 584 non-cas et 43 cas

incidents.

Enfin, pour évaluer le risque cardiovasculaire Gaahs en fonction des hormones
sexuelles endogénes, le modele de Cox a été utitiné la sous-cohorte. Les événements
cardiovasculaires étudiés étaient les cardiopathisshémiques, AVC et décés

cardiovasculaires. Des analyses séparées par '8ypEneément ont été également réalisées.

Toutes les analyses statistiques ont été réaliages le logiciel SAS Statistical

Software version 9.2.
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V.

RESULTATS
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A. Caractéristigues des sujets a l'inclusion

La cohorte entiére inclut 5.644 femmes dont 75%e&mmnent a la sous-cohorte. Le
tableau 1 représente les caractéristiques des ferarfiaclusion dans la cohorte 3C et dans la
sous-cohorte. Globalement, les femmes étaient gremme ageées de 74 ans et légerement en
surpoids avec un IMC moyen de 25.3 kg/m2. Elleggtde plus souvent hypertendues (74%)
et dyslipidémiques (64%). Une faible proportionitédaabétique (8%) et avait des antécédents
personnels de maladie artérielle ischémique (9%%&pour les cardiopathies ischémiques et
AVC respectivement). La ménopause était naturalle 80% des femmes et un tiers d’entre
elles environ était utilisatrice ancienne ou adtude THM. Enfin, ces femmes avaient plut6t
un profil androide avec un rapport taille/hanche neayenne supérieur a 0,80. Comme
attendu, aucune différence significative n'a étéepbée entre les femmes appartenant a la

sous-cohorte et les autres.
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Tableau 1. Caractéristiqgues des femmes a l'inclugiadans la cohorte 3C et la sous-cohorte

A

Cohorte 3C Sous-cohorte Cohorte restante p
(n=5 644) (h=759) (n=4 885)

Age, moyenne (sd), années 74.4 (5.6) 741 (5.5) 745 (5.7) 0.12
Centre, n (%) 0.63

Bordeaux 1288 (22.8) 165 (21.7) 1123 (23.0)

Dijon 3043 (53.9) 409 (53.9) 2634 (53.9)

Montpellier 1313 (23.3) 185 (24.4) 1128 (23.1)
IMC*, moyenne (sd), kg/m? 25.3 (4.4) 255 (4.5) 25.3 (4.4) 0.39
Rapport Taille/Hanche*, MG (IQR  0.83 (0.79-0.87) 0.83 (0.79-0.88) 0.83 (0.79-0.87) 0.84
Diabéte*, n (%) 426 (8.1) 58 (7.7) 368 (8.1) 0.70
Hypertension artérielle, n (%) 4212 (74.7) 571 (75.2) 3641 (74.6) 0.73
Hypercholestérolémie, n (%) 3463 (64.6) 469 (61.8) 2994 (65.0) 0.09
Cholestérol total, MG (IQR), g/L  2.29 (2.06-2.56) 2.30 (2.05-2.58) 2.29 (2.07-2.55) 0.69
LDL cholestérol, MG (IQR), g/L 1.40 (1.20-1.65) 1.40 (1.21-1.65) 1.40 (1.20-1.65) 0.83
HDL cholestérol, MG (IQR), g/L 0.65 (0.56-0.76)  0.65 (0.56-0.75) 0.65 (0.56-0.77) 0.55
Triglycérides, MG (IQR), g/L 1.12 (0.85-1.45) 1.14 (0.84-1.48) 1.12 (0.85-1.45) 0.20
Statut tabagique, n (%)

Jamais 4593 (81.4) 613 (80.8) 3980 (81.5) 0.85

Ancien 827 (14.7) 114 (15.0) 713 (14.6)

Actuel 221 (3.9) 32 (4.2) 189 (3.9)
Antécédent de maladie
artérielle ischémique

Maladie coronarienne, n (%) 91 (9.2) 67 (8.8) 24 (10.4) 0.48

AVC, n (%) 202 (3.6) 26 (3.5) 176 (3.7) 0.80
Age de laménopause, moyenne , (5.6) 49.4 (5.7) 49.2 (5.5)  0.40
(sd), années
Type de ménopause, n (%)

Naturelle 4416 (79.1) 600 (79.8) 3816 (79.0) 0.89

Chirurgicale 442 (7.9) 57 (7.6) 385 (8.0)

Autre 723 (13.0) 95 (12.6) 628 (13.0)
THM, n (%)

Jamais 3772 (69.9) 521 (71.5) 3251 (69.6) 0.16

Ancien 885 (16.4) 102 (14.0) 783 (16.8)

Actuel 742 (13.7) 106 (14.5) 636 (13.6)
Activité physique, n (%)

Rarement / jamais 2037 (52.3) 272 (50.6) 1765 (52.6) 0.66

Occasionnellement 667 (17.1) 94 (17.5) 573 (17.1)

Régulierement 1189 (30.5) 172 (32.0) 1017 (30.3)
Consommation d'alcool, n (%)

Jamais 1604 (29.0) 210 (28.4) 1394 (29.1) 0.90

Occasionnellement 3709 (67.0) 501 (67.7) 3208 (66.9)

Régulierement 225 (4.1) 29 (3.9) 196 (4.1)

MG : Moyenne Géométrique ; IQR : interquartiles

* 89 données manquantes dans la cohorte 3C pour I'lMC, 674 pour le rapport taille/hanche, 7 pour I'hypertension artérielle,
280 pour I'hypercholestérolémie, 393 pour les paramétres lipidiques, 3 pour le statut tabagique, 7 et 74 pour les antécédents
de maladie coronarienne et d'AVC respectivement, 103 pour |'dge de la ménopause, 63 pour le type de ménopause, 1751 pour
|'activité physique et 1061 pour la consommation d'alcool

“ Valeurs de p obtenues par tests du Chi2 et Student comparant la sous-cohorte et la cohorte restante
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B. Distribution et déterminants des hormones sexuellesndogenes

1. Distribution des hormones sexuelles endogénes

Sur la figure 8 représentant les distributions ramales, il existe une queue de

distribution & droite pour chacune des variablesirormaliser ces variables d’intérét dans
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Figure 9. Distribution des hormones sexuelles endéges dans la sous-cohorte (n=537 femmes)
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Les moyennes géométriques des hormones sexueke$3¥e femmes de la sous-
cohorte étaient de 4.68 pg/mL pour I'estradiol lfdal1 pg/mL pour I'estradiol biodisponible
et 0.29 ng/mL pour la testostérone. Ces différemadsurs étaient tout a fait compatibles avec
celles de femmes ménopausées. La concentratiomalmide I'estradiol total était de 0.6
pag/ml correspondant a la valeur attribuée arbi#gragnt aux sujets avec des taux inférieurs a
la limite de détection. La valeur maximale de Fadtol était de 36 pg/mL apres exclusion des
femmes avec des taux supérieurs a 40 pg/mL, satudek duquel les femmes utilisaient
probablement un THM.

Le tableau 2 présente les moyennes des hormonesllesxen fonction de chaque
centre de recrutement. Les niveaux d’estradioll tdiffiéraient significativement selon le
centre 4.55, 5.37 et 5.59 pg/mL pour Bordeaux, migt Montpellier respectivement
(p=0.03). Les concentrations d’estradiol étaientspélevées a Montpellier. Des résultats

similaires sont observés pour I'estradiol biodisptmet la testostérone totale.

Tableau 2. Moyenne des hormones sexuelles seloncentre de recrutement parmi les 537
femmes de la sous-cohorte

CENTRE
Sous-cohorte Bordeaux Dijon Montpellier
n=537 n=124 n=276 n=137 p
E2 total* (pg/mL) 4.68 (3.51-7.92)  4.55(2.8-7.110)  5.37 (3.54-9.21)  5.59 (4.00-7.65) 0.03
E2 biodisponible* (pg/mL) 3.11 (2.30-5.64)  2.85(1.68-4.79)  3.61 (2.39-6.13) 3.91(2.74-5.44) <0.01
Testostérone* (ng/mL) 0.29 (0.21-0.45)  0.24 (0.16-0.41)  0.31 (0.16-0.41)  0.30 (0.20-0.46) < 0.01

* MG : Moyenne géométrique ; IQR : interquartiles

2. Déterminants des hormones sexuelles endogéenes

Le tableau 3 montre les niveaux des hormones desustlon les caractéristiques a
l'inclusion des femmes de la sous-cohorte. Les femwbeses avaient des taux d’estradiol
plus élevés que celle avec un IMC normal (5.95 @6 $g/mL, p<0.01). Ce résultat était
attendu puisque le tissu adipeux est la princigalerce des estrogenes chez les femmes
ménopausées. Les concentrations d’estradiol étaigginentées chez les femmes diabétiques

et chez celles avec un age de ménopause plus asam= atteindre néanmoins le seuil de
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signification. Par ailleurs, aucune différence gigative entre les niveaux d’estradiol n'a été
retrouvée en fonction des autres facteurs de risgraiovasculaire et du type de ménopause.
Les taux de testostérone étaient plus faibles sefemmes dont la ménopause était induite
comparés a celles ménopausées naturellement (8.223% ng/mL, p<0.01). Aucune autre
différence significative n’a été retrouvée entres laiveaux de testostérone et les

caractéristiques a l'inclusion.

Le tableau 4 représente les corrélations entrediférentes hormones sexuelles
endogenes et les paramétres biologiques. L’estradial était fortement et positivement
associée a l'estradiol biodisponible (r=0.98, p€Q)Oet a la testostérone (r=0.18, p<0.001).
Parmi les paramétres biologiques, I'estradiol taitit positivement lié aux triglycérides
(r=0.24, p<0.001), au fibrinogene (r=0.26, p<0.004) pic de génération de thrombine
(r=0.09, p<0.05) et a la CRP (r=0.37, p<0.001négativement associé au HDL cholestérol
(r=-0.14, p<0.01). Des resultats similaires ont épservés pour I'estradiol biodisponible.
Aucune relation significative n’a été mise en énicke entre la testostérone et les parametres

biologiques.
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Tableau 3. Moyenne des hormones sexuelles endogéaedonction des caractéristiques

a l'inclusion parmi les femmes de la sous-cohort@£537)

Estradiol total (pg/mL)

Testostérone (ng/mL)

n MG  (IQR) p MG  (IQR) p*

Age

<72 ans 186 4.65 (3.52-7.90) 0.81 0.28 (0.20-0.46) 0.43

72<age<78 ans 203 4.64 (3.55-7.60) 0.29 (0.21-0.44)

278 ans 148 4,77 (3.09-8.43) 0.30 (0.22-0.47)
imc, kg/m?

Normal (IMC<25) 270 3.95 (2.84-7.13) <0.01 0.27 (0.20-0.42) 0.10

Surpoids (255IMC<30) 186 5.38 (3.97-9.08) 0.32 (0.24-0.49)

Obésité (IMC=30) 80 5.95 (4.11-10.47) 0.28 (0.20-0.45)
Diabete®

Non 507 4.63 (3.48-7.88) 0.31 0.29 (0.20-0.45) 0.39

Oui 29 5.49 (3.55-11.29) 0.32 (0.29-0.52)
Hypertension artérielle

Non 126 4.41 (3.40-7.24) 0.40 0.28 (0.21-0.45) 0.68

Oui 411 4.76 (3.54-8.47) 0.29 (0.21-0.46)
Hypercholestérolémie

Non 326 4.86 (3.22-8.74) 0.22 0.30 (0.22-0.46) 0.34

Oui 211 4.4 (3.57-7.30) 0.28 (0.20-0.44)
Statut tabagique

Jamais 438 4,74 (3.60-7.91) 0.62 0.29 (0.21-0.45) 0.99

Ancien 74 4.57 (2.99-8.43) 0.29 (0.23-0.45)

Actuel 25 3.98 (3.34-6.34) 0.28 (0.20-0.44)
Rapport taille/hanche®

<0.80 134 4.17 (3.19-7.68) 0.10 0.27 (0.18-0.40) 0.14

>0.80 357 4.82 (3.57-8.21) 0.29 (0.21-0.46)
Agedela ménopause£

<45 ans 84 4.06 (2.73-7.89) 0.25 0.27 (0.20-0.38) 0.45

45<age<50 ans 108 4.56 (3.28-8.63) 0.29 (0.21-0.43)

>50ans 340 4.86 (3.66-7.91) 0.30 (0.21-0.46)
Type de ménopause£

Naturelle 430 4.75 (3.54-8.32) 0.37 0.31 (0.22-0.46) <0.01

Induite 102 436 (3.34-7.39) 0.22 (0.16-0.36)

MG : Moyenne Géométrique, IQR : interquartiles

* p obtenu par test de Student pour les variables dichotomiques ; p de tendance linéaire

obtenu par régression linéaire simple pour les variables classées en 3 catégories ordonnées

£1donnée mangquante pour I'IMC et le diabéte, 46 pour le rapport taille/hanche, 5 pour I'age

et le type de ménopause
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Tableau 4. Coefficients de corrélation entre les mmones sexuelles et les parameétres
biologiques dans la sous-cohorte (537 femmes)

E2 total E2 biodisponible Testostérone

E2 total 1.00

E2 biodisponible 0.98 ** 1.00

Testostérone 0.18 ** 0.17 ** 1.00
Cholestérol total 0.04 0.04 -0.08
LDL cholestérol 0.04 0.05 -0.04
HDL cholestérol -0.14 ** -0.13 ** -0.06
Triglycérides 0.24 ** 0.24 ** 0.01
Fibrinogéne 0.26 ** 0.25 ** 0.03
Pic TGT 0.09 * 0.07 0.02
ETP 0.03 0.03 -0.04
Facteur willebrand 0.08 0.06 0.06
D-dimeres 0.08 0.07 0.03
CRP 0.37 ** 0.36 ** 0.07

* p<0.05, ** p<0.001

Le tableau 5 présente les déterminants de l'estradial parmi 537 femmes de la
sous-cohorte. L'IMC, la testostérone, les triglydés et 'age de la ménopause sont associés
positivement et indépendamment a I'estradiol. ¥pliguent 12.5% de sa variabilité dont la

moitié par I'obésité.

Tableau 5. Déterminants de I'estradiol parmi 537 fmmes de la sous-cohorte

Estradiol Total (pg/mL)

BT (sd) P R? (%)
IMC*, kg/m? 0.21 (0.04) < 0.01 6.3
Testostérone* (log), ng/mL 0.14 (0.04) <0.01 35
Triglycérides* (log), g/L 0.12 (0.04) <0.01 1.6
Age de la ménopause™, années 0.10 (0.04) <0.01 1.1
R? du modele (%) 12.5

TCoefficients de régression linéaire multiple standardisés
*Coefficients estimés pour I'augmentation d'un écart-type de la valeur explicative
10 données manquantes
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C. Estrogénes endogenes et risque artériel ischémiqaet ans

1. Facteurs de risque cardiovasculaire

Un événement artériel ischémique est survenu duesné ans de suivi parmi 106
femmes, incluant 39 cas d’AVC ischémiques et 25 adtafarctus du myocarde dont 10

eévénements fatals, 12 angors, 25 angioplastiemanemnnes, 5 pontages aorto-coronariens.

Les caractéristiques des sujets et les paramatrkgjiques a I'inclusion sont décrits

dans les tableaux 6 et 7 en fonction du statut aladie artérielle ischémique.

Les facteurs de risque cardiovasculaire traditirassociés significativement au
risque artériel ischémique étaient 'age, le dialettl’hypertension artérielle. En effet, les cas
étaient en moyenne plus agés que les non-cas\(8&.8.3 ans respectivement, p<0.01), plus
souvent diabétiques (20.8% vs 6.7% respectiverpelt01) et hypertendus (86.8% vs 76.3%
respectivement, p=0.02). En revanche, aucune dift&r significative entre I'obésité,
I'hypercholestérolémie, le statut tabagique etidgue artériel ischémique n’a été observée.
La ménopause apparaissait a I'age de 49 ans ennmeyet était naturelle pour 80% des
femmes, sans différence significative entre lesdeasialadie artérielle ischémique et les non-
cas. Enfin, la répartition des graisses était plndrogénique chez les cas avec un rapport
taille/hanche augmenté (0.85 vs 0.84 respectiverpelt04).

Les cas avaient un profil lipidique plus défavoeabbmparé aux non-cas avec un
cholestérol total, un LDL cholestérol et des trgglsides plus élevés (2.41 vs 2.31 g/L
respectivement, p=0.01 pour le cholestérol tothb2 vs 1.42 g/L respectivement, p<0.01
pour le LDL cholestérol et 1.09 vs 1.00 respectigrtnp=0.04 pour les triglycérides). Les
taux de CRP et de fibrinogene étaient augmentésfisa@tivement chez les femmes ayant
développé une maladie artérielle ischémique conegastix non-cas (3.24 vs 2.21 mg/L
respectivement, p<0.01 pour la CRP et 3.69 vs §MA2respectivement, p<0.01 pour le
fibrinogene). Cependant, aucune différence siguifie entre les cas et les non-cas n'a été

retrouvée pour les autres parametres de I’hémostase
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Tableau 6. Comparaison des caractéristiques a l'ihgsion entre les cas et les non-cas de
maladies artérielles ischémiques chez 628 femmesl@tude cas-cohorte 3C

Cas de maladie

Non-cas artérielle ischémique*
(n=522) (n=106) p**

Age, moyenne (sd), années 74.3 (5.3) 76.6 (5.7) <0.01

Centre, n (%)

Bordeaux 120 (23) 31 (29.3) 0.38

Dijon 269 (51.5) 51 (48.1)

Montpellier 133 (25.5) 24 (22.6)

Niveau d'éducation, n (%) 0.55
Primaire 206 (39.5) 42 (39.6)
Secondaire et CAP/BEP 154 (29.5) 36 (34.0)

Bac et université 162 (31.0) 28 (26.4)

IMc?, moyenne (sd), kg/m? 25.6 (4.8) 26.5 (4.7) 0.10

Diabéte¥, n (%)

Non 466 (89.4) 80 (75.5) <0.01

Insulinorésistance 20 (3.8) 4 (3.8)

Diabete 35 (6.7) 22 (20.8)
Hypertension artérielle, n (%) 398 (76.3) 92 (86.8) 0.02
Hypercholestérolémie, n (%) 330 (63.2) 70 (66.0) 0.58
Statut Tabagique, n (%)

Jamais 427 (81.8) 86 (81.1) 0.83

Ancien 70 (13.4) 16 (15.1)

Actuel 25 (4.8) 4 (3.8)

Age ’de la ménopauses, moyenne (sd), 49.4 (5.6) 48.6 61) 017

années

Type de ménopause®, n (%)

Naturelle 421 (81.4) 84 (79.3) 0.74

Chirurgicale 41 (7.9) 8 (7.6)

Autre 55 (10.6) 14 (13.2)

Activité physique®, n (%)

Rarement / jamais 197 (53.7) 37 (52.9) 0.16

Occasionnellement 58 (15.8) 17 (24.3)

Régulierement 112 (30.5) 16 (22.9)
Consommation d'alcool”, n (%)

Jamais 144 (28.2) 34 (33.3) 0.23

Occasionnellement 347 (67.9) 67 (65.7)

Régulierement 20 (3.9) 1 (1.0)
Rapport TaiIIe/Hanche&, MG (IQR) 0.84(0.79-0.88) 0.85 (0.82-0.89) 0.04

* Incluant 67 cas de cardiopathies ischémiques et 39 cas d'AVC ischémiques

** Valeurs de p obtenues par tests du Chi? et Student

MG : Moyenne géométrique ; IQR : Interquartiles

"2 données manquantes,$ 6 données manquantes, 56 données manquantes, “5 données
mangquantes, £ 191 données manquantes, * 15 données manquantes
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Tableau 7. Comparaison des parametres biologiquesl@clusion entre les cas et les non-cas
de maladies artérielles ischémiques chez 628 femnuss|'étude cas-cohorte 3C

Cas de maladie

Non-cas - C o
artérielle ischémique

Parametre biologique a l'inclusion (n=522) (n=106) p*
Cholestérol total, MG (IQR), g/L 231 (2.07-2.59) 241 (2.12-2.73) 0.01
LDL cholestérol*, MG (IQR), g/L 1.42 (1.21-1.68) 152 (1.27-1.82) <0.01
HDL cholestérol, MG (IQR), g/L 0.65 (0.56-0.76) 0.62 (0.56-0.73) 0.12
Triglycérides, MG (IQR), g/L 1.00 (0.76-1.29) 1.09 (0.83-1.45) 0.04
CRP*, MG (IQR), mg/L 2.21 (1.10-4.20) 3.24 (1.50-5.60) <0.01
Parameétres de I'hémostase

Fibrinogene®, moyenne (SD), g/L 3.42 (0.68) 3.69 (0.82) <0.01

Pic TGT", moyenne (SD), nmol/L 334.6 (60.6) 3425 (58.2) 0.22

ETP*, moyenne (SD), nmol/L/min 1764.3 (329.7) 1789.5 (369) 0.48

Facteur von Willebrand, MG (IQR), %  131.7(110.0-159.0) 140.0 (115.0-164.0)  0.06

D-Diméres, moyenne (SD), ng/mL 760.0 (726.4) 837.8 (512.1) 0.19

MG : Moyenne Géométrique ; IQR : Interquartile

* Valeurs de p obtenues par tests du Student
"Données manquantes : 1 pour le LDL cholestérol, 3 pour la CRP, 18 pour le fibrinogéne, 10 pour le pic

de TGT et I'ETP

2. Estrogenes endogenes et risque artériel ischémique

Dans un premier temps, les moyennes des taux ddr@sisexuelles endogénes a
l'inclusion ont été comparées entre les cas dediesaartérielles ischémiques et les non-cas.
Le tableau 8 montre que les taux d’estradiol totabiodisponible étaient significativement
plus élevés chez les cas comparés aux non-casq6.2 pg/mL respectivement, p=0.01 pour
I'estradiol total et 4.0 vs 3.5 pg/mL respectivetng@=0.03 pour I'estradiol biodisponible). En

revanche, aucune association significative n’ad&eelée entre la testostérone et le risque

artériel ischémique.

68



Tableau 8. Moyenne des hormones sexuelles endogéardonction du statut cas/non-cas
de maladie artérielle ischémique parmi 628 femmesed'étude cas-cohorte 3 C

Cas de maladie

Non-cas .. s
artérielle ischémique
Hormone sexuelle (n=522) (n=106) p1
E2 Total, MG (IQR), pg/mL 5.19 (3.5-7.9) 6.05 (4.4-9.2) 0.01
E2 Biodisponible, MG (IQR), pg/mL 3.48 (2.3-5.6) 4.04 (2.7-6.4) 0.03
Testostérone, MG (IQR), ng/mL 0.29 (0.21-0.45) 0.28 (0.20-0.44) 0.57

"valeur de p obtenue par test de student

L’association entre les hormones sexuelles endagétnle risque de maladie artérielle
ischémique a été ensuite étudiée a I'aide d’'un meodé Cox. Les HR de maladie artérielle
ischémique en fonction des hormones sexuelles pofgentés dans le tableau 9. Dans
'analyse avec I'age comme échelle de temps, tpesgde maladie artérielle ischémique était
significativement associé a 'augmentation des w@estradiol total et biodisponible. Les HR
de maladie artérielle ischémique et leur IC a 98téent de 1.39 (1.13-1.72) et 1.38 (1.12-
1.70) pour une augmentation d'un écart type du BI§2 total et biodisponible
respectivement. Les sujets présentant un tauxrddbet total ou biodisponible élevé (quartile
4) avaient un risque plus important de développmer maladie artérielle comparés au groupe
de référence (quartile 1) (HR : 1.99; IC a 95%0613.73 ; p de tendance linéaire = 0.02 et
HR : 222; IC a 95%: 1.18-4.20; p de tendancedire = 0.02 respectivement).
L’association entre I'estradiol total, I'estradioiodisponible et le risque artériel ischémique
était peu modifiée apres ajustement sur le cergreedrutement et les facteurs de risque
cardiovasculaire traditionnels. Aprés ajustemesd, HR et leur IC a 95 % étaient de 1.42
(1.12-1.79) et 1.42 (1.12-1.78) pour une augmesriati'un écart type du log d’E2 total et
biodisponible respectivement. La prise en compteralport taille’/hanche montrait des
résultats similaires (HR: 1.37; IC a 95%: 1.074let HR : 1.36; IC a 95% : 1.07-1.73,
respectivement pour I'estradiol total et biodisfpde). Enfin, aucune association n'a été

retrouvée entre le risque de maladie artérielledstque et les taux de testostérone.
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Tableau 9. Hazard ratios de maladie artérielle isobmique en fonction du taux
d’hormones sexuelles parmi 628 femmes ménopauséasid I'étude cas-cohorte 3C

Maladie artérielle ischémique*

Nombre Brut Ajustét
Hormone sexuelle de cas HR (95% IC) pt HR (95% IC) pt
E2 total, pg/mL
Pour 1 SD log 106 1.39 (1.13-1.72) <0.01 1.42 (1.12-1.79) <0.01
Q1<3.51 19 1 [référence] 0.02 1 [référence] <0.05
Q2 [3.51-5.27] 20 1.33 (0.66-2.66) 1.46 (0.70-3.09)
Q3 [5.27-7.83] 31 1.71 (0.91-3.23) 1.84 (0.90-3.76)
Q4 >7.83 36 1.99 (1.06-3.73) 1.99 (0.96-4.10)
E2biodisponible, pg/mL
Pour 1 SD log 106 1.38 (1.12-1.70) <0.01 1.42 (1.12-1.78) <0.01
Ql1<2.32 18 1 [référence] 0.02 1 [référence] 0.05
Q2 [2.32-3.56] 25 1.83 (0.92-3.63) 2.03 (0.96-4.26)
Q3 [3.56-5.49] 26 1.73 (0.89-3.35) 1.90 (0.90-3.98)
Q4 >5.49 37 2.22 (1.18-4.20) 2.19 (1.05-4.56)
Testostérone, ng/mL
Pour 1 SD log 106 0.93 (0.76-1.14) 0.49 0.91 (0.72-1.15) 0.42
Q1<0.23 34 1 [référence] 0.76 1 [référence] 0.33
Q2 [0.23-0.33] 21 0.71 (0.39-1.30) 0.67 (0.36-1.26)
Q3 [0.33-0.45] 25 1.03 (0.56-1.87) 0.95 (0.49-1.85)
Q4 >20.45 26 0.83 (0.47-1.47) 0.70 (0.37-1.32)

*Incluant 67 cas incidents de cardiopathies ischémiques et 39 AVC ischémiques

t Valeur de p pour les variables continues et p de tendance linéaire pour les variables

en quartiles

¥ Modéle ajusté sur le centre, I'lMC, le diabete, I'hypertension artérielle,
I'hypercholestérolémie et le statut tabagique
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La stabilité de ces résultats a été testée enamdrieur homogénéité en fonction des
niveaux de facteurs de risque cardiovasculaire tatableau 10. Les HR étaient similaires
dans les différentes strates et aucun test d’ictiera n’était significatif entre les variables
d'intérét et les facteurs de risque cardiovascelaitels que [I'age, [Iobésite,
I’hypercholestérolémie, le diabete et I'hypertensartérielle. De plus, malgré l'effet centre
existant pour les hormones sexuelles endogenesinaunteraction significative n'a été

retrouvée entre le centre et I'estradiol (donnéesprésentées).
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Tableau 10. Analyse stratifiée du risque artérielschémique en relation avec les taux
d’hormones sexuelles en fonction des niveaux de ftears de risque cardiovasculaire
parmi 628 femmes dans |'étude cas-cohorte 3C

Hormones sexuelles

IMC < 30 kg/m?
(n=88 cas et 445 non-cas)

IMC 2 30 kg/m?
(n=18 cas et 77 non-cas)

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

p interaction*

Estradiol Total, pg/mL
Estradiol Biodisponible, pg/mL
Testostérone Totale, ng/mL

1.36 (1.08-1.7)  0.01
1.35 (1.08-1.68) 0.01
0.94 (0.75-1.18) 0.58

1.40 (0.86-2.28) 0.18
1.40 (0.83-2.37) 0.21
0.91 (0.56-1.49) 0.71

0.11
0.16
0.84

Hormones sexuelles

Diabéte

NON
(n=84 cas et 486 non-cas)

Ooul
(n=22 cas et 35 non-cas)

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

p interaction*

Estradiol Total, pg/mL
Estradiol Biodisponible, pg/mL
Testostérone Totale, ng/mL

1.30 (1.05-1.62) 0.02
1.28 (1.03-1.59) 0.03
0.88 (0.71-1.10) 0.26

1.49 (0.89-2.52) 0.13
1.61 (0.90-2.88) 0.11
0.95 (0.58-1.54) 0.83

0.65
0.50
0.73

Hormones sexuelles

Hypertension artérielle

NON
(n=14 cas et 124 non-cas)

oul
(n=92 cas et 398 non-cas)

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

p interaction*

Estradiol Total, pg/mL
Estradiol Biodisponible, pg/mL
Testostérone Totale, ng/mL

0.99 (0.54-1.83) 0.98
1.02 (0.55-1.89) 0.95
0.72 (0.38-1.35)  0.30

1.43 (1.14-1.78) 0.00
1.41 (1.13-1.76)  0.00
0.97 (0.78-1.20)  0.75

0.28
0.34
0.29

Hormones sexuelles

Age <74 ans
(n=34 cas et 265 non-cas)

Age 274 ans
(n=72 cas et 257 non-cas)

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

HR (95% Cl)
Pour 1 sd log p*

p interaction*

Estradiol Total, pg/mL
Estradiol Biodisponible, pg/mL
Testostérone Totale, ng/mL

1.64 (1.10-2.44) 0.01
1.67 (1.11-2.51) 0.01
0.89 (0.60-1.33) 0.57

1.30 (1.02-1.66) 0.03
1.28 (1.01-1.64) 0.04
0.96 (0.76-1.21) 0.71

0.09
0.06
0.47

Hypercholestérolémie

NON oul
(n=36 cas et 192 non-cas) (n=70 cas et 330 non-cas)
HR (95% Cl) HR (95% Cl)
Hormones sexuelles Pour 1 sd log p* Pour 1 sd log p* p interaction*

Estradiol Total, pg/mL
Estradiol Biodisponible, pg/mL
Testostérone Totale, ng/mL

1.39 (0.99-1.970 0.06
1.38 (0.98-1.950 0.07
1.06 (0.72-1.57) 0.76

1.41 (1.08-1.83) 0.01
1.40 (1.08-1.81) 0.01
0.88 (0.69-1.12) 0.30

0.88
0.88
0.41

*p du modele de cox
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Des analyses par type d’événements ont égalemenéalisées pour les cardiopathies
ischémiques et les AVC ischémiques et sont préssnt@ns les tableaux 11 et 12. Les
résultats obtenus pour les cardiopathies ischémigtaent semblables a ceux retrouvés pour
les maladies artérielles ischémiques (HR ajust€ &t 95% : 1.49 (1.10-2.02), p=0.01 pour
une augmentation d’'un écart type du log d’E2 tofBdutefois, I'association entre I'estradiol
total et le risque d’AVC ischémique était a la liende la significativité (HR ajusté et IC a
95% : 1.34 (0.95-1.89), p= 0.08 pour une augmematiun écart type du log d’E2 total).
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Tableau 11. Hazard ratios de cardiopathie ischémigeien fonction du taux d’hormones
sexuelles parmi 619 femmes ménopausees dans |'éteds-cohorte 3C

Cardiopathie ischémique

Nombre Brut Ajustét
Hormone sexuelle de cas HR (95% IC) pt HR (95% IC) pt
E2 total, pg/mL
Pour 1 SD log 67 1.43 (1.11-1.86) <0.01 1.49 (1.10-2.02) 0.01
Ql1<3.51 12 1 [référence] 0.07 1 [référence] 0.12
Q2 [3.51-5.27] 14 1.46 (0.62-3.42) 1.55 (0.61-3.93)
Q3 [5.27-7.83] 19 1.71 (0.77-3.78) 1.72 (0.70-4.25)
Q4=>7.83 22 1.98 (0.90-4.35) 2.08 (0.81-5.32)
E2 biodisponible, pg/mL
Pour 1 SD log 67 1.45 (1.11-1.88) <0.01 1.50 (1.11-2.04) <0.01
Q1<2.32 12 1 [référence] 0.05 1 [référence] 0.10
Q2 [2.32-3.56] 15 1.66 (0.70-3.94) 1.76 (0.68-4.54)
Q3 [3.56-5.49] 16 1.58 (0.70-3.58) 1.63 (0.64-4.15)
Q4 >5.49 24 2.20 (1.01-4.80) 2.26 (0.89-5.69)
Testostérone, ng/mL
Pour 1 SD log 67 0.91 (0.72-1.15) 0.44 0.89 (0.67-1.18) 0.42
Q1<0.23 22 1 [référence] 0.60 1 [référence] 0.42
Q2 [0.23-0.33] 12 0.61 (0.28-1.31) 0.56 (0.25-1.27)
Q3 [0.33-0.45] 17 0.98 (0.49-1.98) 0.95 (0.42-2.14)
Q4 >0.45 16 0.73 (0.36-1.48) 0.61 (0.26-1.40)

t Valeur de p pour les variables continues et p de tendance linéaire pour les variables
en quartiles

¥ Modéle ajusté sur le centre, I'[MC, le diabéte, I'hypertension artérielle,
I'hypercholestérolémie et le statut tabagique
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Tableau 12. Hazard ratios d’AVC ischémique en fondbn du taux d’hormones sexuelles
parmi 627 femmes ménopausées dans I'étude cas-caieddC

AVC ischémique

Ajustét
HR (95% IC) pt

Nombre Brut

Hormone sexuelle de cas HR (95% IC) pt

E2 total, pg/mL

Pour 1 SD log 39 1.35 (0.95-1.92) 0.08 1.34 (0.95-1.89) 0.08
Q1 <3.51 7 1 [référence] 0.10 1 [référence] 0.13
Q2 [3.51-5.27] 6 1.09 (0.35-3.35) 1.30 (0.40-4.26)

Q3 [5.27-7.83] 12 1.75 (0.67-4.58) 2.17 (0.73-6.46)

Q4 >7.83 14 2.00 (0.77-5.15) 1.95 (0.70-5.42)

E2 biodisponible, pg/mL

Pour 1 SD log 39 1.30 (0.93-1.82) 0.13 1.32 (0.94-1.84) 0.11
Q1<2.32 6 1 [référence] 0.18 1 [référence] 0.20
Q2 [2.32-3.56] 10 2.56 (0.91-7.19) 2.93 (0.98-8.76)

Q3 [3.56-5.49] 10 1.84 (0.63-5.34) 2.38 (0.77-7.38)

Q4 >5.49 13 2.26 (0.83-6.16) 2.22 (0.76-6.52)
Testostérone, ng/mL

Pour 1 SD log 39 0.95 (0.68-1.33) 0.76 0.93 (0.65-1.40) 0.69
Q1<0.23 12 1 [référence] 0.77 1 [référence] 0.61
Q2 [0.23-0.33] 9 0.98 (0.38-2.55) 0.98 (0.35-2.70)

Q3 [0.33-0.45] 8 0.81 (0.30-2.22) 0.85 (0.31-2.29)

Q4 >0.45 10  0.92 (0.38-2.24) 0.81 (0.31-2.08)

t Valeur de p pour les variables continues et p de tendance linéaire pour les variables

en quartiles

¥ Modéle ajusté sur le centre, I'lMC, le diabete, I'hypertension artérielle,
I'hypercholestérolémie et le statut tabagique
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Le tableau 13 montre une analyse de sensibilitéigiue artériel ischémique en
fonction des hormones sexuelles. Nous avons egsludnciennes utilisatrices de THM puis
celles qui avaient arrété leur THM moins d’'un aarav’inclusion et enfin celles ayant recu
un THM lors de leur suivi. Aucun de ces résultatstait discordant avec ceux retrouves
précédemment.
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Tableau 13. Analyse de sensibilité du risque de naalie artérielle ischémique
ménopausées dans I'étude cas-cohorte 3C

en fonction des taux ddrmones sexuelles chez 628 femmes

Parameétres biologiques

Exclusion des femmes
utilisant un THM

Exclusion des femmes utilisant
un THM 1 an ou moins avant

Exclusion des femmes
anciennes utilisatrices

durant le suivi I'inclusion de THM
628 femmes 625 femmes 621 femmes 508 femmes
(106 cas) (105 cas) (106 cas) (88 cas)

HR(95%1C) p

HR(95%1C) p

HR(95%1C) p

HR(95%1IC) p

Estradiol Total
Pour 1SD log Brut

Ajusté*

Estradiol Biodisponible
Pour 1SD log Brut

Ajusté*

1.39 (1.13-1.72) <0.01
1.42 (1.12-1.79) <0.01

1.38 (1.12-1.70) <0.01
1.42 (1.12-1.78) <0.01

1.39 (1.13-1.72) <0.01
1.42 (1.13-1.80) <0.01

1.38 (1.12-1.71) <0.01
1.42 (1.13-1.79) <0.01

1.39 (1.13-1.71) <0.01
1.42 (1.12-1.79) 0.01

1.38 (1.12-1.70)  0.00
1.42 (1.12-1.78) <0.01

1.39 (1.12-1.72) <0.01
1.43 (1.11-1.85) <0.01

1.38 (1.11-1.72) <0.01
1.42 (1.10-1.84) <0.01

*Modeéle ajusté sur le centre, statut tabagique, obésité, diabéte, hypertension artérielle et hypercholestérolémie

(2 valeurs manquantes dans le modéle ajusté)
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3. Estrogénes endogénes et risque artériel ischémiguen fonction des

polymorphismes génétiques associés aux estrogenes

a) Polymorphismes des récepteurs des estrogenes

Le tableau 14 présente les fréquences alléliquegmtypiques associées a chaque
polymorphisme des ER dans la sous-cohorte. Lailalision des polymorphismeSSR1et
ESR2correspondait a celle attendue dans une populadanasienne et se répartissait pour
rs9340799 notamment comme suit: 45.6%, 42.9% et 11.5% pdbAr AG and GG
respectivement. De plus, les fréquences génotypiqaspectaient I'équilibre de Hardy
Weinberg, puisque tous les tests comparant lesudrézps théoriques a celles observées
étaient non significatifs. Un déséquilibre de Ileisa été retrouvé entre les deux
polymorphisme€ESR1(D’=1.00 et r?=0.64) et entries trois polymorphismeERS2(0.96<
D’<1.00 et 0.08r<0.36), témoignant d'une forte association entre abBérents

polymorphismes.
Les moyennes d’estradiol en fonction des polymamless ESR1 et ESR2 sont

représentées dans le tableau 15. Aucune assocggpificative entre les polymorphismes

des ER et les taux d’estradiol n’a été retrouvée.
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Tableau 14. Fréquence allélique et génotypique dgmlymorphismes génétiques des
récepteurs des estrogenes parmi les femmes de las@ohorte (n=533)

. g Fréquence Fréquence
Polymorphisme génétique

n génotypique allélique p HW *
cC 93 18.4
rs2234693 CT 254 49.7 F(C)=0.43 0.68
F(T)=0.57
ER a TT 161 31.9
ESR1
rs9340799 AA(A; iig 32'2 F(A)=0.67 0.61
' F(G)=0.33 '
GG 59 11.5
AA 0 0.0
F(A)=0.05
rs1256049 . 0.23
AG >1 9-9 F(G)=0.95
GG 459 90.1
AA 7 15.
ERB 4086938  AG 2398 43 g F(A)=0.39 0.67
ESR2 ' F(G)=0.61 '
GG 194 37.4
1271572 2$ ;;g ?i; F(6)=0.59 0.11
s ' F(T)=0.41 '
T 75 15.0

Données manquantes : 10 pour rs2234693, 4 pour rs9340799, 8 pour rs1256049, 7
pour rs4986938, 11 pour rs1271572
* p obtenu par un test du chi? pour vérifier |'équilibre de Hardy Weinberg
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Tableau 15. Taux d'estradiol en fonction des polyntphismes génétiques des ER parmi les femmes de taus-cohorte 3C (n=533)

Estradiol (pg/mL) Estradiol (pg/mL)

Estradiol (pg/mL)

Polymorphisme génétique N MG (IQR) p* N MG (IQR) p* N MG (IQR) p*
ER o - ESR1 rs2234693*
CC 96 5.53(3.62-9.33) 0.42 §C356 5.18 (3.20-7.91)0.55 CC 96 5.53(3.62-9.33) 0.36
CT 260 5.06 (3.07-7.66) T C}F_AP? 5.18 (3.48-7.91)
TT 167 5.37 (3.60-8.42) TT 167 5.37 (3.60-8.42) ' ) )
rs9340799*
AA 241 5.22 (3.57-7.90) 0.17 $468 5.15 (3.51-7.85)0.07 AA 241 5.22 (3.57-7.90) 0.88
AG 227 5.08 (2.99-7.68) AE 8 5.27 (3.15-8.33)
GG 61 6.04(3.71-9.75) GG 61 6.04(3.71-9.75) 268 ' ) )
ER B-ESR2 rs1256049*
A0 NA 0.22 AAE 52 4.71 (2.56-7.34)0.22 M0 NA NA
AG 52 4.71 (2.56-7.34) A A?S 5 522 (3.51-7.91)
GG 473 5.28 (3.57-8.03) GG 473 5.28 (3.57-8.03) G& ) ’ ’
rs4986938*
AA 82 4.88(2.82-8.47) 0.51 §€329 5.24 (3.57-7.88) 0.99 AA 82 4.88 (2.82-8.47) 0.28
AG 247 5.37 (3.68-7.72) A?444 5.31 (3.60-7.87)
GG 197 5.24 (3.04-8.04) GG 197 5.24 (3.04-8.04) GG ' ' )
rs1271572*
GG 173 5.34 (3.57-8.47) 0.92 §G444 5.26 (3.54-8.04)0.99 GG 173 5.34 (3.57-8.47) 0.70
GT 271 5.21 (3.51-7.74) T G}]mg 5.22 (3.51-7.87)
TT 78 5.26 (3.52-8.00) TT 78 5.26 (3.52-8.00) ' ’ '

MG : moyenne géométrique, IQR : interquartiles
* p ANOVA ajusté sur le centre et le BMI
** Données manquantes : 10 posP234693 4 pourrs9340799 8 pourrs1256049 7 pourrs4986938 11 pounsl1271572
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b) Impact des estrogenes endogenes et de leurs récepteurs sur le

risque artériel ischémique

Nous avons tout d’abord examiné la relation ergradque artériel ischémique et les
polymorphismes des ER parmi les femmes de I'étuakecohorte. Cette analyse qui n'a

retrouvé aucune association significative est t2dans le tableau 16.

Les tableaux 17 et 18 présentent 'analyse ded@ation entre I'estradiol et le risque
artériel ischémique stratifiée par génotypes. Corazd le polymorphism&SR1rs9340799
le risque artériel ischémique était lié positivein@iestradiol chez les femmes porteuses du
génotype AA, mais pas chez celles avec le genopsG (HR:1.62, IC 95%:1.22-2.17 et
HR:1.03, IC 95%:0.81-1.30, pour une augmentatiomnd'écart-type du log d'EZ2,
respectivement; p d’interaction<0.05) (tableau 1IZ)nteraction entre |'estradiol et le
génotypears934079%estait significative apres I'application de larextion de Bonferroni. De
plus, chez les femmes porteuses du génotype AA,ndesmux élevés d’estradiol étaient
associés a une augmentation significative du ristpienaladie artérielle ischémique (HR
ajusté du $"tertile vs £ tertile : 3.78, IC 95%:1.59-8.99, p de tendannédire<0.05). Ce
résultat est également illustré par un graphiqpeésentant le risque artériel ischémique en
relation avec les quartiles d’estradiol en fonctoiun génotypers9340799(figure 9). Une
association similaire a été observée pour le pofpitiemers2234693 bien que l'interaction
entre ce polymorphisme et [l'estradiol ne soit pagniicative. Concernant les
polymorphismesESR2 aucune interaction significative n'a été déteaéére le risque de

maladie artérielle ischémique et les taux d’estiadableau 18).
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Tableau 16. Hazard ratio de maladie artérielle iscémique en fonction des polymorphismes génétiques SIER parmi 623 femmes

ménopausées de I'étude cas-cohorte 3C

Maladie artérielle ischémique

Non-cas Cas
Polymorphisme génétique N % N % HR® (IC395%) p HR® (IC295%) p HR® (ICA95%) p
ER a - ESR1 rs2234693 **
cC 93 183 22 214 100 TT 100 T
CT 254 500 52 505  081(050-132) 040  Tc] ;10070180 o040  TC 0.78 (0.49-1.23) 0.28
TT 161 317 29 281 072 (0.42-1.23) 023 ¢ 119(079-180) 040 =7, 4
rs9340799 *
AA 233 452 47 456  1.00 AA . 1.00 AA
AG 223 433 41 398  094(0.63-141) 077 G| | ) 070448 003  AG 0.75(0.44-1.28) 0.29
GG 59 115 15 146  1.30(0.73-2.28) 037 qg| 1:02(0-70-1.48) 0. GG 1.00
ERB-ESR2  rs1256049 *
AA 0 NA 0 NA AA AA
VA D NA Ml M1 050(021-117) 0.11
GG 459 900 100 95.2 NA g GG 1.00
rs4986938 *
AA 79 155 21 200  1.00 AA 100 AA}
AG 238 830 51 486  0.89 (0.53-1.48) 0.65 AG} 075 (049-127) 032 A6 137 (0.91-2.06) 0.13
GG 194 380 33 314  067(039-115 015 ggJ >7° 041 : GG 1.00
rs1271572 *
GG 170 335 36 349  1.00 GG 1.00 GG
GT 262 831 52 505  094(062142) 077 6T go3063137) 070 GT} 1.10 (0.65-1.85) 073
TT 75 148 15 146  0.88(0.50-1.57) 067 17 0o (0631 : T 1.00

* 12 données manquantes pour rs2234693, 5 pour rs9340799, 8 pour rs1256049, 7 pour rs4986938, 13 pour rs1271572

Y HR ajusté sur age et centre ; NA : Non Applicable
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Tableau 17. Hazard ratio de maladie artérielle iscémique en relation avec l'estradiol en fonction depolymorphismes génétiques de
ESR1parmi 623 femmes ménopausées de |'étude cas-coleoBC

Maladie artérielle ischémique**

p
Nombre p Nombre P p d'interaction
Polymorphisme génétique d'événemen HR (IC 95% pJr corrigéx d'événemen HR (IC 95% pT corrig@ dinteraction  corrigé
rs2234693 TT (=190 TCICC (n=421
Estradiol total, pg/m
Pour 1 SD lo¢ 28 1.5z (1.06-2.18 0.0z 0.11 74 1.1£ (0.94-1.42 0.1¢ 0.91] 0.1: 0.6t
Tl1<4.2: 4 1 [référence 0.04 0.2Z 2C 1 [référence 0.4¢  1.0C
T2[4.21-7.27 13 3.3¢ (1.02-11.2¢ 28 1.61 (0.90-2.89
T3>7.2i 12 3.0¢ (0.98-9.82 2€ 1.2% (0.65-2.38
ER a
ESR1 19340799 AA (n=280; AG/GG (n=338
Estradiol total, pg/m
Pour 1 SD lo¢ 47 1.6z (1.22-2.17 <0.01 <0.0¢ 5€ 1.0¢ (0.81-1.30 0.8¢  1.0C 0.01 <0.0t
Tl1<4.2: 7 1 [référence <0.01 <0.0% 18 1 0.5¢ 1.0C
T2[4.21-7.27 1¢ 3.1¢ (1.33-7.45 21 1.2z (0.65-2.27
T3>7.2i 21 3.7¢ (1.59-8.99 17 0.7€¢ (0.36-1.61

* 12 données manguantes prs223469& 5 pourrs934079¢ 8 pourrs125604€ 7 pourrs498693! et 13 pours127157.
** incluant 67 cas incidents de cardiopathies isailjées et 38 cas incidents d'AVC

f p pour les variables continues et p de tendanaele® variables en tertile

g p obtenu aprés correction de Bonfer
Modéle ajusté sur le centre, IIMC, le diabétgpértension artérielle, I'hypercholestérolémieetthtut tabagique
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Tableau 18. Hazard ratio de maladie artérielle iscbmique en relation avec I'estradiol en fonction degolymorphismes génétiques d&SR2
parmi 623 femmes ménopausées de |'étude cas-cohdste

Maladie artérielle ischémique**

p
Nombre P Nombre p p d'interaction
Polymorphisme génétique d'événemen HR (IC 95% pT corrig¢’  d'événemen HR (IC 95% pJr corrig¢’  dinteraction  ¢orrigé
rs1256049* GG (n=559) AG/AA (n=56)
Estradiol total, pg/m
Pour 1 SD lo¢ 10C 1.22 (1.01-1.48 0.04 0.2 5 3.0€ (0.53-17.7 0.21  1.0C 0.3( 1.0C
T1<4.2: 23 1 [référence 0.1C  0.5C 3
T2[4.21-7.27 4C 1.7¢ (1.06-3.02 1 NA
T3>7.2i 37 1.6C (0.91-2.82 1 NA
rs4986938* AA (n=100) AG/GG (n=516)
Estradiol total, pg/m
ER B Pour 1 SD lo¢ 21 1.8F (1.17-2.94 <0.01 <0.0% 84 1.0¢ (0.88-1.34 0.4z  1.0C 0.1¢ 0.5C
ESR2  11<42 1 1 <0.01 <0.0F 2t 1 0.7 1.0C
T2 [4.21-7.27 12 22.47 (2.20-229.87 2¢ 1.0z (0.60-1.76
T3>7.2i 8 9.6 (0.91-102.4¢ 3C 1.1( (0.62-1.95
rs1271572* GG (n=206) GT/TT (n=404)
Estradiol total, pg/m
Pour 1 SD lo¢ 3€ 1.3€ (0.95-1.94 0.0¢ 0.47 67 1.2( (0.96-1.51 0.11 0.5¢ 0.6¢ 1.0C
Tl1<4.2: 8 1 0.2z 1.0C 1€ 1 0.37 1.0C
T2 [4.21-7.27 14 1.9¢ (0.85-4.51 27 1.57 (0.82-2.99
T3>7.2i 14 1.7£(0.68-4.44 24 1.37 (0.69-2.73

* 12 données manguantes pos2234693,5 pourrs9340799,8 pourrs1256049,7 pourrs4986938et 13 pours1271572
** incluant 67 cas incidents de cardiopathies ischémiques et 38 AVC ; § p pour les variables continues et p de tendance pour les variables en tertiles

g p obtenu apres correction de Bonferroni ; Modgiet@ sur le centre, IMC, le diabéte, 'hyperiensartérielle, 'hypercholestérolémie et le stébiagioue
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Toutes les femmes
(n=628)

HR (IC 95 %)

Génotypeas9340793AG/GG*
(n=338)

HR (IC 95 %)

Génotypas9340793-AAA
(n=280)

HR (IC 95 %)

Quartiles d'E2*

|
Q1 +

|

I
p de tendance linéaire !

I

|
I
p de tendance linéaire ! p de tendance linéaire
| p<0.05 p=0.77 p<0.05
Q2 T L— T
Q3 :47 +— : _  m
Q4 :—Ii + : N T
r I T T 1 r I T T 1 r I T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6

Intéraction génotype x estradiol : p<0.05

A 10 donnés manquantes pour le génotgd840799
* Q1<3.51, Q2 [3,51-5,27[, Q3 [5,27-7,83[, ©%,83 pg/mL

Figure 10. Hazard Ratio (IC 95%) de maladie artérile ischémique en relation avec les
guartiles d'estradiol en fonction du génotypas9340799

c) Stratification par type d’événement

L’analyse stratifieée de l'interaction entre I'eslid et les polymorphismes des ER par
type d'événement est représentée dans les tablé8uet 20, pour les cardiopathies
ischémiques et AVC ischémiques respectivement.tiddml était positivement lié au risque
de cardiopathie ischémique chez les femmes porgalisgénotypes9340799AA, mais pas
chez celles avec le génotym9340799AG/GG (HR: 1.93, 1C95%: 1.28-2.91 et HR: 1.01,
IC95%: 0.76-1.35, respectivement; p d’'interactio®8). En revanche, aucune interaction
significative n'a été observée entre I'estradioleepolymorphismes9340799pour le risque
d’AVC.
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Tableau 19. Hazard ratio de cardiopathie ischémiquen relation avec l'estradiol en fonction
des polymorphismes génétiques des ER parmi les ferasm ménopausées de I'étude cas-

cohorte 3C
Cardiopathies ischémiques (n=6
p
Nombre Nombre d'interaction
Polymorphisme génétique d'événements HR (IC 95% pT d'événements HR (95% CI pJr corrigé'
ERa rs2234693* T CCICT
ESR1
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 18 1.82 (1.13-2.91) 0.06 50 1.10 (0.85-1.41300 0.31
Tl1<4.21 2 1 [référence] 0.06 14 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 8 3.24 (0.81-13.01) 18 1.64 (0.76-3.54)
T3>7.27 8 4.18 (1.22-14.32) 18 1.12 (0.48-2.59)
rs9340799* AA AG/GG
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 28 1.93 (1.28-2.9150.05 40 1.01 (0.76-1.35) 1.00 <0.05
Tl<421 3 1 [référence]<0.05 13 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 12 4.60 (1.34-15.78) 13 1.09 (0.49-2.43)
T3>7.27 13 6.58 (1.89-22.93) 14 0.70 (0.28-1.76)
ERpB rs1256049* GG AG/AA
ESR2
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 66 1.27 (0.99-1.64) 0.31 4 3@653-17.7¢ 1.00 0.32
Tl<421 14 1 [référence] 0.57 3 NA
T2 [4.21-7.27] 25 1.94 (0.98-3.84) 1
T3>7.27 27 1.79 (0.86-3.74) 0
rs4986938* AA AG/IGG
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 11 2.64 (1.13-6.17) 0.12 59 1.12 (0.87-1.4600 1.00
Tl1<4.21 1 1 [référence] 0.17 16 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 6 23.30 (2.15-253.11) 20 1.22 (0.61-2.42)
T3>7.27 4 8.20 (0.42-160.24) 23 1.18 (0.59-2.37)
rs1271572* GG TG/TT
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 20 1.38 (0.79-2.41) 1.00 49 1.19 (0.92-1.5895 1.00
Tl1<4.21 5 1 [référence] 1.00 11 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 8 2.02 (0.66-6.13) 18 1.76 (0.79-3.94)
T3>7.27 7 1.71 (0.43-6.76) 20 1.36 (0.62-2.98)

* 12 données manguantes paaR234693,5 pourrs9340799,8 pourrs1256049,7 pourrs4986938et 13 pours1271572
Tp pour les variables continues et p de tendancelgouariables en tertiles (Aprés correction def@wooni)

Ap obtenu apres correction de Bonferroni

Modéle ajusté sur le centre, [IMC, le diabetgpHrtension artériele, 'hypercholestérolémie esthtut tabagique
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Tableau 20. Hazard ratio d'AVC ischémique en relabn avec l'estradiol en fonction des
polymorphismes génétiques des ER parmi les femmesnopausées de I'étude cas-cohorte
3C

AVC ischémiques (n=62'

p

Nombre Nombre d'interaction
Polymorphisme génétigue d'événements HR (95% CI pJr dévénements HR (95% CI pJr corrigé’
ERa rs2234693* T CCICT
ESR1
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 12 1.460.85-2.5( 0.83 29 1.31 (0.94-1.83) 0.56 1.00
Tl<4.21 2 1[référence 1.00 6 1 [référence] 0.65
T2 [4.21-7.27] 5 3.62 (0.27-48.02) 12 1.99 (0.71-5.54)
T3>7.27 5 2.98 (0.26-34.06) 11 2.00 (0.77-5.17)
rs9340799* AA AG/IGG
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 22 1.380.90-1.9¢ 0.77 20 1.10 (0.71-1.69) 1.00 1.00
Tl<4.21 4 1[référence 0.88 5 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 8 2.16 (0.63-7.42) 9 1.71 (0.57-5.20)
T3>7.27 10 2.24 (0.69-7.35) 6 1.18 (0.35-3.99)
ERB rs1256049* GG AG/AA
ESR2
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 40 1.200.91-1.5¢ 0.94 2 0.38 (0.11-1.33) 1.00 1.00
Tl<4.21 9 1[référence 1.00 0 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 16 1.69 (0.74-3.86) 1 NA
T3>7.27 15 1.60 (0.71-3.63) 1 NA
rs4986938* AA AG/GG
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 10 2.181.15-4.1: 0.08 32 1.10 (0.78-1.54) 1.00 0.87
Tl<4.21 0 1[référence 0.18 9 1 [référence] 1.00
T2 [4.21-7.27] 6 NA 11 1.00 (0.42-2.34)
T3>7.27 4 NA 12 1.36 (0.57-3.27)
rs1271572* GG TG/TT
Estradiol total, pg/mL
Pour 1 SD log 17 1.380.90-2.1: 0.68 24 1.40 (0.92-2.15) 0.60 1.00
Tl1<4.21 3 1[référence 0.93 5 1 [référence] 0.70
T2 [4.21-7.27] 7 2.98 (0.72-12.38) 10 1.84 (0.60-5.63)
T3>7.27 7 2.31 (0.62-8.64) 9 2.41 (0.73-7.93)

* 12 données manquantes pe2234693,5 pourrs9340799,8 pourrs1256049,7 pourrs4986938et 13 pours1271572
Tp pour les variables continues et p de tendancelg®wariables en terties (Aprés correction def@woni)

Ap obtenu apreés correction de Bonferroni
Modele ajusté sur le centre, I[IMC, le diabétgpbrtension artériele, 'hypercholestérolémie estatut tabagique
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d) Réle médiateur des parametres de I’hémostase et de

I'inflammation

Pour identifier des médiateurs biologiques implgjaians I'augmentation du risque
artériel ischémique chez les femmes a niveau étbsstradiol et porteuses du génotype
rs9340799AA, nous avons évalué la part de cette associaiptiquée par les parametres de
I’hémostase et de linflammation (figure 11 et &l 21). La prise en compte de tous les
parametres de 'hnémostase chez les femmes avemtgype AA réduisait de 29% le risque
artériel ischémique (HR: 1.58 (IC 95%:1.21-2.08) 1.41 (IC 95%:1.06-1.90) pour une
augmentation d'un écart-type du log d’E2, avantaptes ajustement respectivement),
suggérant le role médiateur d'une hypercoaguléblli fibrinogene expliquait a lui seul 21%
de I'exces de risque. L’ajustement sur la CRP seaxpliquait 13% du risque artériel
ischémique. Toutefois, la prise en compte de la @RPlus des parametres de 'hémostase
n'expliquait pas davantage la relation entre ladiol et le risque de maladie artérielle

ischémique.

Tableau 21. Impact des parametres de I'hémostase de I'inflammation sur la relation
entre l'estradiol et le risque artériel ischémiquechez les femmes porteuses du génotype

rs9340799AA (n=266)

Maladie artérielle ischémiq

HR % du risque
Modéle Covariates pour 1 SD log E 95% IC expligué’
Brut Age et centre 1.46 (1.10-1.95) -
Ajusté sur Facteurs de risque cardiovasculaire 1.58 (1.21-2.05) -
Fibrinogene 1.46 (1.09-1.96) 21
Pic TGT 153 (1.17-2.01) 9
ETP 1.57 (1.21-2.05) 2
W 154 (1.19-2.01) 7
Ddimeéres 1.58 (1.21-2.06) 0
Tous les parameétres de I'hémostase 141 (1.07-1.93) 29
CRP 151 (1.12-2.03) 13
Hémostase + CRP 141 (1.05-1.95) 29

(HR{— HRn) x 100
(1-HRy)

* % du risque expliqué =

ou HR représente le HR estimé avec le modéle ajustiestiacteurs de risque cardiovasculaire e EEx
estimés en ajoutant chaque covariate n (hémostaslammation) dans le mode
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Exces de risque expliqué
par les variables (en %)
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Figure 11. Impact des paramétres de I'hnémostase dé I'inflammation sur la relation entre
I'estradiol et le risque artériel ischémique chez ds femmes porteuses du génotype
rs9340799-AA

D. Estrogenes endogénes et risque cardiovasculaire a&sr10 ans de suivi

L’'association entre les estrogenes endogenes etridgue cardiovasculaire
(cardiopathie ischémique, AVC et déces cardiovas@)lapres 10 ans de suivi a été étudiée a
'aide d’'un modele de Cox dans la sous-cohortetdtdeau 22 présente les HR du risque
cardiovasculaire en fonction des hormones sexuglsni 623 femmes ménopausées
n’utilisant pas de THM a l'inclusion. Aprés 10 aihes suivi, 69 événements cardiovasculaires
incluant 30 cardiopathies ischémiques, 14 AVC et d&sés cardiovasculaires ont été

observés.

Le risque cardiovasculaire était significativemassocié a 'augmentation des taux

d’estrogénes endogénes dans le modeéle brut etéajsist les facteurs de risque
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cardiovasculaire. Les HR ajustés de maladie caadioyaire et leur IC a 95% étaient de 1.34
(1.05-1.70) et 1.31 (1.02-1.67) pour une augmesriati'un écart type du log d’E2 total et
biodisponible respectivement. Les sujets présemntanaux d'estradiol total élevé (quartile 4)
avaient un risque plus important de développermakadie artérielle comparés au groupe de
référence (quartile 1) (HR: 2.29; IC a 95% : 1489 ; p de tendance linéaire = 0.01).
L’'association entre I'estradiol total, I'estradiblodisponible et le risque cardiovasculaire
n'était pas modifiée par I'inclusion des antécédesdrdiovasculaires dans le modéle. Nous
avons ensuite stratifié ces analyses par type d&mént cardiovasculaire. Les résultats
obtenus pour les cardiopathies ischémiques éta@mblables a ceux retrouvés pour tous les
événements cardiovasculaires (tableau 23). En cbearmucune association significative n'a

été retrouvée entre I'estradiol total et le risglAVC ou de décés cardiovasculaire.

Aucune association n’'a été retrouvée entre le eistpicardiovasculaire et les taux de
testostérone dans le modele brut (tableau 22). iNé@s, une relation inverse entre les
concentrations de testostérone et le risque caadowaire a été mise en évidence aprés
ajustement sur les facteurs de risque cardiovaseudd les antécédents cardiovasculaires
(HR: 0.79; IC a 95% : 0.64-0.98). De plus, laspren compte de la testostérone renforcait
I'association entre I'estradiol total et le risquerdiovasculaire (HR : 1.41 ; IC a 95% : 1.10-
1.79). Ces résultats suggerent que le risque caaskolaire est associé a une activité de
'aromatase plus élevée, se traduisant par unseddis la testostérone et une augmentation de

I'estradiol.
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Tableau 22. Risque cardiovasculaire (cardiopathiestchémique, AVC ou déces cardiovasculaire) aprés Hhs de suivi en fonction des taux
d'hormones sexuelles parmi 623 femmes ménopauséesia sous-cohorte 3C n'utilisant pas de THM

Evénement cardiovasculaire a 10 ans

Brut*

Modele 1°

Modele 2°

Modele 3°

Nombre
de cas

+

HR (95% Cl) p

+

HR (95% Cl) p

HR (95% Cl)

+

p

HR (95% Cl)

+

P

Estradiol Total (pg/ml)
Pour 1 SD log
Tertile 1 (E2<3.96)

Tertile 2 (3.96<E2<7.08)

Tertile 3 (E2>7.08)

Estradiol Biodisponible (pg/ml)

Pour 1 SD log

Tertile 1 (E2 bio<2.62)
Tertile 2 (2.62<E2 bio<4.77)
Tertile 3 (E2 bio=4.77)

Testostérone Totale (ng/ml)

Pour 1 SD log
Tertile 1 (T<0.25)

Tertile 2 (0.25<E2<0.39)

Tertile 3 (E220.39)

69
13
25
31

69
15
27
27

69
25
20
24

1.40 (1.11-1.77) <0.01
1 <0.01

1.92 (1.00-3.71)

2.60 (1.37-4.91)

1.36 (1.07-1.73) 0.01
1 0.02

1.89 (1.01-3.56)

2.04 (1.09-3.83)

0.86 (0.69-1.070) 0.17
1 0.67

0.79 (0.44-1.43)

0.88 (0.51-1.55)

1.34 (1.05-1.70)  0.02
1 0.01

1.75 (0.90-3.42)

2.29 (1.20-4.39)

1.31 (1.02-1.670) 0.03
1 0.10

1.67 (0.87-3.19)

1.73 (0.91-3.27)

0.81 (0.66-1.01) 0.06
1 0.30

0.79 (0.43-1.46)

0.72 (0.40-1.32)

1.32 (1.04-1.68)
1

1.68 (0.85-3.31)

2.19 (1.15-4.18)

1.30 (1.01-1.66)
1

1.58 (0.82-3.04)

1.67 (0.88-3.15)

0.79 (0.64-0.98)
1

0.82 (0.45-1.49)

0.71 (0.39-1.31)

0.02
0.02

0.04
0.12

0.03
0.28

1.41 (1.10-1.79)
1

1.81 (0.93-3.54)

2.55 (1.34-4.83)

1.37 (1.06-1.76)
1

1.69 (0.88-3.22)

1.90 (1.00-3.60)

NA

<0.01
<0.01

0.02
0.05

* Modele ajusté sur age et centre
®Modele 1 : ajusté sur le centre, statut tabagique, obésité, diabéte, hypertension artérielle et hypercholestérolémie (5 valeurs manquantes)

$Modéle 2 : modeéle 1 + antécédents cardiovasculaires
$I\/Iodéle 3 : modeéle 2 + testostérone

T . . e s . . .
Valeurs de p pour les variables continues et p de tendance linéaire pour les variables en tertiles
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Tableau 23. Risque de cardiopathie ischémique aprd® ans de suivi en fonction des taux d'hormonesxelles parmi 623 femmes ménopausées de

la sous-cohorte 3C n'utilisant pas de THM

Cardiopathie ischémique (fatal ou non)

Brut* Modele 1° Modele 2° Modele 3°
Nombre
de cas HR (95% Cl) pt  HR (95% Cl) pt  HR(95% Cl) pt HR (95% Cl) p'
Estradiol Total (pg/ml)

Pour 1 SD log 36  1.46(1.11-1.93) 0.01  1.35(1.03-1.77) 0.03  1.34 (1.01-1.77) 0.04 1.49 (1.10-2.00) <0.01
Tertile 1 (E2<3.96) 5 1 <0.01 1 0.03 1 0.03 1
Tertile 2 (3.96<E2<7.08) 15 3.04 (1.12-8.22) 2.7 (0.99-7.38) 2.7 (0.99-7.23) 2.93 (1.07-8.03) <0.01
Tertile 3 (E2>7.08) 16 3.52 (1.29-9.64) 2.9 (1.06-7.81) 2.7 (0.99-7.95) 3.51 (1.29-9.57)

* Modéle ajusté sur age et centre

* Modele 1 : ajusté sur le centre, statut tabagique, obésité, diabéte, hypertension artérielle et hypercholestérolémie (5 valeurs manquantes)

®Modele 2 : modéle 1 + antécédents cardiovasculaires

*Modele 3 : modeéle 2 + testostérone

t . . .. . .
Valeurs de p pour les variables continues et p de tendance linéaire pour les variables en tertiles
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L'impact des parametres de I'hémostase et de dmfhation sur la relation entre
I'estradiol et le risque cardiovasculaire aprésab@ de suivi a été recherché. Les résultats
étaient similaires a ceux retrouvés a 4 ans cheZdmmes porteuses du génotypsR1
rs9340799AA. La prise en compte de tous les paramétreshariostase chez les femmes de
la sous-cohorte réduisait de 35% le risque cardioyaire (HR : 1.34 (IC 95%:1.04-1.72) et
1.22 (IC 95%:0.95-1.57) avant et apres ajustenmesgactivement). L'inflammation explique
un tiers de la relation entre I'estradiol et lequs cardiovasculaire (HR : 1.23 (IC 95%:0.95-
1.60) apres ajustement). Enfin, la prise en congatda CRP en plus des parametres de
’hémostase explique pres de 50 % la relation elfgstradiol et le risque cardiovasculaire
(HR : 1.18 (IC 95%:0.91-1.52) apres ajustement).

Tableau 24. Impact des parametres de ’hémostase @€ I'inflammation sur la relation
entre l'estradiol et le risque cardiovasculaire apés 10 ans de suivi parmi 623 femmes
ménopausées de la sous-cohorte 3C n'utilisant pas THM

Risque cardiovasculaire

HR % du risque
Modeéle Covariates pour 1 SD log E2 95% IC expliqué*
Brut Age et centre 1.40 (1.09-1.8) -
Ajusté sur Facteurs de risque cardiovasculaire 1.34 (1.04-1.72) -
Fibrinogene 1.26 (0.96-1.64) 24
Pic TGT 1.33 (1.03-1.70) 3
ETP 1.34 (1.03-1.75) 0
FYW 1.29 (1.19-2.01) 15
D-Diméres 1.34 (1.04-1.72) 0
Tous les parametres de I'hémostase 1.22 (0.95-1.57) 35
CRP 1.23 (0.95-1.60) 32
Hémostase + CRP 1.18 (0.91-1.52) 47
* 9% du risque expliqué = (HR, — HRm) x 100
(1-HR,)

ou HR: représente le HR estimé avec le modeéle ajustiestdiacteurs de risque cardiovasculaire ef HR
ceux estimés en ajoutant chaque covarie(hémostase et inflammati) dans le model
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V.

DISCUSSION
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A. Synthése des principaux résultats

La relation entre les estrogenes endogenes esdaaicardiovasculaire a été étudiée

dans une cohorte de femmes ménopausées agées de it ans.

Dans un premier temps, 'augmentation des estragendogenes est apparue comme
un nouveau predicteur du risque artériel ischémiquel ans. Cette association était
indépendante des facteurs de risque cardiovaseutaditionnels. Dans I'analyse stratifiée
par type d'événement, l'estradiol était positiveinessocié au risque de cardiopathie
ischémique. Néanmoins, la relation entre les esetreg endogénes et le risque d’AVC

ischémique était a la limite de la signification.

Dans un second temps, la relation entre les estesgendogenes et le risque artériel
ischémique a 4 ans a été évaluée en fonction dgspphismes des ER. Nous avons montré
gue cette association dépendait du statut généetu®R1 Le risque artériel ischémique
augmente avec I'élévation de I'estradiol chez Earhes porteuses du génotyp€340799
AA mais pas chez celles avec le génotyp@340799AG/GG. Cet exceés de risque peut
s’expliquer en partie par une hypercoagulabilitér Rilleurs, les polymorphismes des ER
n’étaient significativement associés ni aux tauastfadiol, ni au risque artériel ischémique.
De plus, aucune interaction significative entredages polymorphismes des ER et I'estradiol
n'a été observée dans la prédiction de maladieigtetischémique.

Enfin, I'extension du suivi de la cohorte 3C a 1flsa permis de montrer que
I'estradiol était un prédicteur indépendant du ussgardiovasculaire a long terme. De plus,
nous avons retrouvé que cette association étaitfphte en tenant compte de la testostérone.
Ainsi, I'élévation des estrogenes peut étre li@m@ augmentation de I'activité de I'aromatase
avec une conversion plus importante d’androgenasaieurs, la relation positive entre les
estrogénes endogenes et le risque cardiovascala@té retrouvée spécifiguement pour les
cardiopathies ischémiques mais pas pour les AV@odéces cardiovasculaires.
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B. Données antérieures

1. Estrogénes endogenes et risque cardiovasculaire

A notre connaissance, I'étude 3C est la premiesaiggérer un effet délétere des
estrogenes endogenes sur le risque artériel isguénmdépendamment des facteurs de risque
cardiovasculaire traditionnels chez les femmes pansées apres 65 ans.

Peu d’études ont évalué le risque artériel ischéen@n fonction des taux d’estrogenes
endogenes chez les femmes ménopausées. Les pegtigdes de cohorte sur ce sujet n‘ont
pas montré d’association entre le risque cardiauase et les taux plasmatiques d’estradiol.
La Rancho Bernardo Study a évalué le risque deatitércardiovasculaire chez 650 femmes
ménopausées agées de 65 ans en moyenne, ne asatd THM a l'inclusion (90). Cette
étude n’a pas mis en évidence d’association eafr¢aux d’estradiol et la survie. Une autre
étude de cohorte réalisée chez des femmes ménegaagées de 65 ans en moyenne et
portant sur 115 cas incidents de maladies artésieichémiques a conduit également a des
résultats négatifs (55). Toutefois, les femmes ek deux études étaient en moyenne moins
agées que dans la cohorte 3C. Cependant, dansude de cohorte suédoise incluant 195
femmes agées de 70 a 80 ans, aucune associatniiicaig/e n’a été retrouvée entre les taux
d’estradiol des 29 cas de maladies cardiovascslairées non-cas (91). Plus recemment, une
étude de cohorte et une étude cas-témoins ontnmésidence que les estrogenes endogénes
étaient liés positivement au risque de cardiopastbémique (92) et d’AVC ischémique
(56), respectivement. Nos résultats sont cohésargis ces deux dernieres études bien que ces
associations ne soient plus significatives apréstament sur les principaux facteurs de

risque, notamment I'obésité et la dyslipidémie.

Nous avons montré dans I'étude 3C que la prisecempte des taux de testostérone
renforcgait la relation entre les estrogenes etidque cardiovasculaire, suggérant un lien
positif entre I'activité de l'aromatase et le rigquardiovasculaire. Ce résultat a été
notamment retrouvé dans une étude transversal®iseédcluant 72 femmes ménopausées
n’utilisant pas de THM. L’'activité de 'aromatasstienée par le rapport E2/testostérone était
augmentée chez les femmes ayant un antécédentla@ienzardiovasculaire (93). De plus, la

Rancho Bernardo Study a retrouvé une relation eentge I'activité de I'aromatase et le
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risque de mortalité cardiovasculaire (94). Néanmola rapport androsténédione/estrone et
non E2/testostérone était utilisé comme indicattaromatisation. Par ailleurs, les données
antérieures concernant le réle propre de la testwst dans la prédiction du risque

cardiovasculaire sont conflictuelles (55, 94-96ptd étude ne permet pas de conclure a
l'existence d'un lien entre la testostérone et itgue artériel ischémique. Cependant, la
testostérone biodisponible n'a pas été mesuréapmebre d’événements cardiovasculaires
était plus faible et les femmes plus agées companént aux données antérieures.

2. Polymorphismes des ER et risque cardiovasculaire

Un grand nombre d’études a recherché un lien éedrpolymorphismes des ER et le
risque artériel ischémique mais a conduit a deslteds conflictuels. Ces discordances
peuvent s’expliquer en partie par une forte hé#mnégé dans la qualité des investigations,
avec notamment des differences entre les popufati@tiudiées, les modalités
d’échantillonnage ou les méthodes d’analyse (6@ffét des polymorphismes des ER sur le
risque cardiovasculaire semblent étre différenezdes hommes et les femmes mais seules
guelques études ont été stratifiées sur le sexeplid® la ménopause et l'utilisation d'un
THM ont été rarement prises en compte dans leysa®l Finalement, peu d’auteurs se sont
intéressés aux femmes ménopausées et nous avdmene®mos résultats a ceux des études
antérieures stratifiées sur le sexe incluant desnfies ménopausées ou l'utilisation du THM

était prise en compte.

Une étude de cohorte en population générale agahisi 3.488 femmes ménopausées
agees de 55 ans et plus, a mis en évidence uneasso positive entre le risque d’infarctus
du myocarde et I'haplotype constitué des alleE2234693T etrs9340799A du geneESR1
(97). Cependant, aucune donnée n’était disponible fes femmes n’utilisant pas de THM,
bien que les résultats aient été ajustés sur & mhe ce traitement. Par ailleurs, une autre
étude a montré que le risque d’AVC augmentait clezfemmes ménopausées porteuses du
génotypers2234693TT et non utilisatrices de THM (62). Les résultdesces deux dernieres
études suggérent une augmentation du risque castiolaire chez les femmes porteuses des
allelesrs2234693T ours9340799A tous deux en fort déséquilibre de liaison. Cainement

a ces dernieres données, une étude cas-témoimgmjapancluant des femmes ménopauseées a
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montré que les génotypex2234693CC etrs9340799GG étaient plus fréquents chez les cas
de maladie coronarienne que chez les témoins (&)endant, toutes les femmes incluses
étaient issues d’'une population particuliere avae hypercholestérolémie familiale. Nos

résultats négatifs sont finalement compatibles aesaconnées discordantes.

Tres peu d’études ont évalué la relation entrgptdgmorphismesESR2et le risque
artériel ischémiqueLa «Women'’s Health Studya retrouvé que les alleles1256049G et
rs1271572T augmentaient le risque de cardiopathie ischémiqais pas d’AVC, tandis que
le polymorphismers4986938 n’était lié significativement a aucun évenementéral
ischémique (63). Nos données relatives aux polyhmsnpes ERS2 ne concordent pas
totalement avec les résultats de M/emen’s Health Study Méanmoins, dans cette étude les
femmes étaient plus jeunes et les utilisatricesTH® n’étaient pas exclues bien que

l'utilisation d’'un THM ait été prise en compte ddas résultats ajustés.

Enfin, la plupart des autres investigations surrdiation entre les cardiopathies
ischémiques, les AVC et les polymorphisnteSR1et ESR2,0ont conduit a des résultats
négatifs (61, 64, 99-101). Nos résultats sont aaitéravec ces derniéres données et une
meéta-analyse récente confirme I'absence de lieredetrisque artériel ischémique et les
polymorphisme&£SR1(60).

L’interaction entre les polymorphismes des ER astfadiol dans la survenue
d’événements de santé a été peu recherchée chdemeses ménopausées. Néanmoins,
'association bien établie entre le risque caneesein et I'estradiol a été testée en fonction
des polymorphismes du gerneSR1dans une étude cas-témoins hollandaise (102). Les
résultats ont mis en évidence que cette relatiait ptus forte chez les femmes avec le
génotype rs2234693CT/TT que chez celles avec le génotype2234693CC. Cette
interaction peut étre rapprochée de nos donnéetesusque cardiovasculaire puisque les
allelesrs2234693F et rs9340799A sont en fort déséquilibre de liaison.
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C. Interprétation des données

Le rGle des estrogénes dans le développement diegliesacardiovasculaires reste
aujourd’hui débattu. La relative immunité des fersnis-a-vis des cardiopathies ischémiques
a été longtemps attribuée a un réle protecteur edtiogeénes dans le développement de
I'athérosclérose et de ses complications. Cette@tingse n’a cependant pas été confirmée par
les résultats des vastes essais randomisés suHN& T’administration d’estrogénes ne
permet pas de prévenir les maladies artérielldgm@mues chez les femmes ménopausées et
pourrait méme avoir un effet délétére sur le risquemnaire chez les femmes plus agées.
Nous avons montré dans ce travail que des taunlants élevés d’estradiol pouvaient prédire
la survenue d’'un évenement cardiovasculaire clefelames ménopausées agées de plus de
65 ans. Certains mécanismes biologiques pourragpliquer ces résultats. Néanmoins,
'existence d’'une association positive entre lesogenes endogenes et le risque artériel

ischémique n’'implique pas nécessairement un liecadealité.

1. Interprétation non causale des résultats

L’interprétation de nos résultats doit rester pnidecompte tenu notamment de la
nature particuliere des études de cohorte réalidées les personnes agees. En effet, ce type
d’étude expose a un biais de sélection puisqu’iprend pas en compte les sujets décédeés
avant I'adge de 65 ans requis pour I'inclusion. D&gtside 3C, cette troncature & gauche de la
survie peut conduire a sous-estimer voire invetassociation entre la maladie étudiée et la
variable d’intérét. La validité des résultats pammsi en étre affectée. L'impact de ce biais de
sélection peut néanmoins étre limité en raisonadéaible proportion d'évenements fatals
contribuant au risque cardiovasculaire global (enmviLl0% des événements cardiovasculaires
sont fatals). De plus, les principaux facteursidgue cardiovasculaire traditionnels sont en

général retrouvés dans notre étude.
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L’interprétation des études de cohorte réaliséeg ts personnes agées est également
limitée par les risques compétitifs. En effet, éesmorbidités sont fréquentes chez les sujets
aprés 65 ans, avec une augmentation importantea daottalité totale et de l'incidence
d’autres maladies. Par exemple, les démences s&mqientes au cours du vieillissement et
leur risque peut augmenter avec les taux d’estrétboes (51, 52). Dans notre étude, il n’est
pas exclu que I'élévation des estrogénes chez dssimcidents de maladies artérielles
ischémiques s’explique en partie par une démengs-jsgente. Cette hypothése est d’autant
plus pertinente que les démences vasculaires samest associées a la survenue antérieure
d’'un AVC. Néanmoins, I'exclusion des cas prévalasitincidents de démence modifie peu
nos résultats. De plus, I'estradiol est plus faii@at associé au risque d’AVC gu’a celui de
cardiopathie ischémique. Plus généralement, laucendes observations au moment d’un
décés non cardiovasculaire n'a pas beaucoup ddnfle sur les modeles de Cox. L'impact
des risques compétitifs semble ainsi limité dartsenétude.

L’élévation des taux d’estrogénes pourrait étreledgant le reflet un état de santé
général altéré sans réelle signification pathogénijs-a-vis des maladies cardiovasculaires.
Une augmentation non spécifique de I'estradioléaatiservée lors de la phase aigué d’une
maladie (103). Une élévation de I'activité de l'ava@tase dans le tissu adipeux a été également
rapportée chez des femmes ménopausées ayant sylointage aortocoronarien (104). De
plus, une augmentation de I'estradiol peut étreprédicteur de la mortalité toutes causes a
court terme chez des sujets hospitalisés en sai@ssifs pour défaillance organique multiple
(105), mais également a long terme dans la populgi&nérale (54).

Une autre source de difficultés rencontrées danétledes sur le vieillissement est liée
a l'inclusion fréquente de sujets polymédicameniiésst difficile de prendre en compte ce
phénomene dans les analyses. Par exemple, la pldgarfemmes utilisent un traitement
antihypertenseur ou hypolipidémiant. Bien qu'aucefiet de ces traitements sur les
concentrations d’estrogénes n’ait été rapporté, integaction médicamenteuse ne peut étre
exclue.

La relation entre les estrogenes endogenes etdaeicardiovasculaire est peu altérée
par I'ajustement sur les facteurs de risque caediowlaire traditionnels. Ce résultat est
d’autant plus intéressant que l'obésité est fortgnassociée aux taux d’estrogenes éleves
chez les femmes ménopausées (106, 107). L'impaatedéacteur de confusion potentiel
apparait donc limité dans notre étude. De plussbaiation entre I'estradiol et le risque
artériel ischémique n’est pas modifiée en tenantpte du rapport taille/hanche également lié

positivement aux estrogenes (106). La relationtpasentre I'estradiol et 'IMC s’explique
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par l'origine des estrogenes endogenes produitengsdement par aromatisation des
androgénes dans le tissu adipeux aprés la ménoddlM€ et le rapport taille sur hanche
sont des marqueurs indirects de la masse grafise’edt donc pas exclu que I'adiposité soit
un facteur de confusion résiduel. Par ailleurs, éssrogenes endogénes sont associés
positivement a d’autres facteurs de risque cardioMaire, notamment l'insulinorésistance, le
diabéte (106) (107) et le tabagisme (108). Cepéendarrelation entre les estrogénes et le
risque cardiovasculaire est peu modifiée apréstajpent sur ces variables. De méme,
I'hypertension artérielle et les anomalies du préifidique interviennent peu dans nos
résultats. Les données concernant leur réle coafanabtentiel restent conflictuelles chez les

femmes ménopausées (90, 109-111).

L’élévation de l'estradiol pourrait étre une conségce de la maladie artérielle
ischémique et non pas l'inverse. Cette causalit@rgée (‘reverse causation” des anglo-
saxons) est fréquemment observée dans le contegtendladies chroniques et peut remettre
en cause la temporalité entre l'effet étiologiqugpmsé d'un facteur et la maladie.
L'athérosclérose est le résultat d'un long procedégénératif évoluant tout au long de la vie
le plus souvent de fagcon asymptomatique. Une naladerielle ischémique pourrait étre
présente chez les sujets avec des taux élevésadiiedtdes I'inclusion mais se manifester
cliniguement au cours du suivi seulement. Certauteurs ont suggéré que l'augmentation de
'estradiol était un phénoméne réactionnel visantindgiter I'extension d’'un processus
athéromateux (38). Cette hypothése s’inspire dicegind’intracrinologie consistant en une
synthése locale d’estradiol par I'aromatase damgissus spécifiques (112, 113). L’estradiol
agirait directement dans la cellule elle-méme cormméacteur paracrine ou intracrine. Ainsi,
le taux d’estrogénes circulants ne serait quefletrdu métabolisme local des estrogénes. Ce
phénomene a été retrouvé chez les femmes attedites cancer du sein avec une
concentration d’estradiol dans la tumeur au moh$o®s supérieure a celle retrouvée dans le
plasma (114). De facon similaire, une étude posteno a révélé une surexpression de
'aromatase dans les plaques d’athérome de I'asuiggérant une production d’estrogenes in
situ accrue en réaction au processus athéromatdsy. (Dans I'étude 3C, I'exclusion des cas
prévalents et des cas incidents de maladie camstolaire survenant la premiere année de
suivi modifie peu les résultats. D'autres analykesensibilité réalisées en fonction du niveau
des facteurs de risque cardiovasculaire (excludenfemmes diabétiques par exemple) n'ont

pas montré de modifications importantes des résulEnfin, I'effet cardiovasculaire a long
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terme des estrogenes suggeré par I'analyse apraasl@e suivi ne plaide pas non plus en

faveur d’'une causalité inversée.

L’association entre le risque artériel ischémiqudes taux élevés d’estradiol observée
spécifiguement chez les femmes porteuses du génaggB840799AA doit aussi étre
interprétée avec prudence. Cette interaction gétrege&nes pourrait étre une simple
coincidence ou relever du hasard. Néanmoins, ngassatenté de limiter le risque de
premiere espece dans nos analyses géneétiques ant tarmpte des tests multiples par la
meéthode de Bonferroni. Par ailleurs, les polymasptas génétiques étudiés pourraient étre en
déséquilibre de liaison avec d’autres variants tgmeés dESR1ou d'autres genes, eux-
mémes impliqués de facon causale dans le dévelapgerdes maladies artérielles
ischémiques. L’hypothese de fonctionnalité des polyphismes du géereSR1est fondée sur
leur implication dans de nombreuses maladies, nmotmh les cancers du sein (79, 102, 116,
117) et de 'endomeétre (118), la démence (119, £20pstéoporose (121, 122). Cependant,
les mécanismes d’action relatifs a un possiblet effieect de ces polymorphismes sur les

tissus cibles, notamment les vaisseaux, demeureannus (41, 57).

2. Mécanismes biologigues potentiels

Des niveaux élevés d’estrogénes plasmatiques pentrppuer un rble étiologique
dans le développement des maladies artérielle€nsicues par une action directe sur
I'athérothrombose. Nos résultats suggerent un edfdétere des estrogénes dans deux

domaine-clés du risque cardiovasculaire : I'inflaation et I'hnémostase.

L’analyse transversale de I'étude 3C confirme basation positive entre I'estradiol et
la CRP (46, 47§123). Ce marqueur d’'inflammation systémique esprédicteur bien établi
du risque cardiovasculaire (31) qui explique ertipatans notre étude la relation positive
entre I'estradiol et la survenue d’'un évenemerndretischémique. Bien que I'effet médiateur
potentiel de la CRP soit limité, ce résultat suggar mécanisme d’action des estrogenes lié a
linflammation. Un effet proinflammatoire des egjémes sur les vaisseaux par augmentation

du TNFu (« Tumor Necrosis Factor») a été rapporté et pourrait ainsi étre implidaés la
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déstabilisation des plagues athéromateuses (45)plDg le tissu adipeux sécrete des
adipokines impliguées dans la production de -cy®kininflammatoires, notamment
l'interleukine-6 (IL-6) et le TNF-oa, eux-méme corrélés positivement a [I'estradiol,
particulierement chez les sujets obe4dS, 47, 124). Parallelement, plusieurs études
expérimentales ont montré que le Thouvait stimuler 'aromatase (125, 126). L'adipési
étant la principale source d'estrogénes chez lesmies ménopausées, l'estradiol pourrait
ainsi contribuer & un phénomeéne d’autoamplificatiten I'inflammation notamment via le
TNF-o. Par ailleurs, I'lL-6 stimule la production de CRRr les cellules hépatocytaires,
suggérant un effet plutot indirect de I'estradiot &8 CRP (127). L’IL-6 pourrait donc jouer
un réle médiateur central dans la relation entestitadiol et la CRP. De plus, une étude
antérieure a montré que les taux d'IL-6 étaientnamés chez les porteurs de lalléle
rs2234693T comparés aux homozygotas2234693CC (128). Compte tenu du fort
déséquilibre de liaison entre les alleles2234693T et rs9340799A, un processus
inflammatoire pourrait étre impliqué dans I'excésrique cardiovasculaire associé aux taux
élevés d’estrogene chez les femmes porteuses délel'as9340799A. Des études

complémentaires sont nécessaires pour mieux compgens interrelations complexes.

Le processus thrombotique est également une comigogtologique essentielle des
maladies artérielles ischémiques et les paraméieebhémostase pourraient jouer un réle
médiateur dans la relation entre I'estradiol etdque artériel ischémique. Quelle que soit leur
nature exogéne ou endogene, les estrogenes sorigeé d’'une hypercoagulabilité chez les
femmes pendant la vie reproductive (contraceptiiep grossesse). Cet effet est retrouve
chez les utilisatrices d’'un THM par voie orale migidien entre les estrogenes endogenes et
’hémostase reste peu documenté chez les femmespadésees. Une corrélation positive
entre I'estradiol circulant et le fibrinogene plagique a été rapportée dans les cohortes 3C et
ARIC (53, 129). Le fibrinogene est une protéine lde réaction inflammatoire dont
'association avec le risque artériel ischémiquebésn établie (29, 30, 72). Il joue un réle
important dans la formation d'un thrombus. C’estlément un co-facteur essentiel de
'agrégation plaquettaire et I'un des principautedéinants de la viscosité plasmatique. De
plus, le fibrinogene et la fibrine sont des constitts de la plague d’athérome (130). Les
estrogenes pourraient ainsi avoir un effet déléseireles vaisseaux a travers ces différents
mécanismes. Cette hypothése est supportée parnabses multivariées montrant que les
taux élevés de fibrinogéne expliquent une part mambe de la relation entre I'estradiol et le

risque cardiovasculaire. De plus, cet effet médragst peu influencé par les niveaux de CRP
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suggérant un effet procoagulant du fibrinogenedlgu’un reflet de l'inflammation. Dans
I'étude 3C, l'estradiol est également lié positiwarmha la génération de thrombine in vitro.
Bien documenté dans la maladie veineuse thromboambo ce test global
d’hypercoagulabilité a été relié récemment au esqueériel (77) et il pourrait en partie
expliquer nos résultats. Finalement, ces effetehppmbotiqgues des estrogenes souvent
attribués a leur réle modulateur dans la synthé&matigue des facteurs de la coagulation
pourraient étre génotypes dépendant B&R1 Une étude cas-témoins nichée dans l'essai
ameéricain WHI a mis en évidence une augmentatiotad@ponse plasmine-antiplasmine
chez les femmes utilisatrices d’'un THM porteusesgdnotypers9340799AA compares a
celles aveas9340799AG/GG (101). Bien que les effets métaboliques &culaires des
estrogenes exogenes et endogénes soient a pritéredis, ce résultat suggére que
laugmentation des estrogénes endogenes pourdaiirénun état thrombogéne par activation
de la coagulation et de la fibrinolyse et contribaesi au développement d’'une maladie
artérielle ischémique. Il n’est pas exclu que desipparamétres de 'hémostase non mesurés
dans notre étude soient également impliqués datts dation. De plus, des interactions
complexes entre les facteurs de coagulation emniediateurs de I'inflammation, notamment
'IL-6 connue pour augmenter le fibrinogene et lacesité sanguine (131), pourraient étre

impliqués dans les effets potentiellement délétdessestrogenes.

D’autres mécanismes localisés au niveau de l'apergraient expliquer la relation
entre les estrogenes et le risque artériel ischéeichez les femmes avec le génotype
rs9340799AA. L’action des estrogénes par lintermédiairesdER est un phénoméne
complexe faisant intervenir de multiples facteuts gctivent ou inhibent I'expression de
genes cibles dans des tissus spécifiques. Leuesse$ur les vaisseaux semblent plutét
protecteurs en limitant I'apparition d’athérosckopar des phénomenes de vasodilatation,
myorelaxation et réendothélisation des l|ésions wages (44). Les estrogénes seraient
également capables de réguler I'expression des ER) (et la chute d'estradiol a la
ménopause serait corrélée a une diminution desIBR).( De plus, I'age augmenterait la
méthylation de la région promotriceEBR1] résultant en une diminution de la transcription
d’ESR(134). Cette réduction de la quantité des ER desi€éllules vasculaires pourrait étre
encore plus prononcée chez les femmes portantrietype rs9340799AA. En effet, une
étude a suggéré que l'allels2234693T engendrait une diminution de la transcription
d’ESR1enréprimant le site de liaison du facteur de tramsicnn B-myb (57). Ce phénoméne
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pourrait s’observer de facon similaire chez lesrfeza portant I'alléles9340799A compte
tenu du déséquilibre de liaison avec l'allek2234693T. Par conséquent, ces données
suggerent que les femmes porteuses du génaggR10799AA exprimeraient moins de
récepteurs ER sur les cellules vasculaires comparées aux fenaves le génotype AG/GG
et que ce phénomene serait accéléré par I'agecetrénce estrogénique apres la ménopause.
L’action bénéfique des estrogénes sur les vaisseanait ainsi diminuée chez ces femmes qui
développeraient plus facilement des lésions atharemses. Cette hypothése est compatible
avec les données montrant une diminution de I'esgpo@ des récepteurs ERlans les
cellules endothéliales des plaques athéromateasemigmentation de la méthylatiore&R1
(134). En supposant que les femmes avec le génm9Bd0799AA soient plus susceptibles
de développer des plaques d’athérome, commentoggolgue leur risque artériel ischémique
soit augmenté avec des hauts niveaux d’estradiBlutsque [I'’hypercoagulabilité et
linflammation sont associées positivement a ladiol, ces mécanismes pourraient étre un
facteur déclenchant dans la survenue d’'un événedtiaique aigu en favorisant la rupture
d'une plaque et I'apparition d’une thrombose aet.

Toutes ces hypothéses restent cependant spécslgiiueque la signalisation des
estrogenes est un phénomeéne tres complexe imptigieamultiples cascades moléculaires

régulées par un grand nombre de cofacteurs.
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D. Forces et limites

1. Forces de I'étude

Cette étude réalisée dans la population généralprespective et multicentrique. Le
schéma d’étude cas-cohorte a permis d'utiliser &mm groupe témoin pour analyser
différents types d’événements (cardiopathies isatpées, AVC et démences). Par ailleurs,
une analyse non biaisée des associations entriade=urs de risque cardiovasculaire, les
parameétres biologiques et les hormones sexuelfes &re réalisée a partir d'un échantillon

représentatif de la cohorte totale.

Le recueil des caractéristiques des sujets a Uigich a été réalisé de facon
standardisée lors d’'un interrogatoire en face &.fddn grand nombre d’informations
collectées a I'inclusion a permis de tenir commendmbreux facteurs de confusion dans nos

analyses, notamment l'utilisation de traitementsrianmaux.

Le dosage de I'estradiol et l'identification dedypoorphismes des ER a linclusion
ont été effectués a l'aveugle du statut cas/non-dass concentrations d’estradiol

correspondaient a des valeurs compatibles aveétepause (80).

Le taux de participation était élevé durant lestguannées de suivi avec un nombre
tres faible de perdus de vue (inférieur a 3 %). @&snements d’intérét ont été bien validés
par un comité médical d’expert selon des défingioriernationales. La recherche des facteurs
de risque cardiovasculaire a été réalisée de neamigoureuse avec peu de données
manguantes. Notre étude a une bonne validité mteasque nous avons retrouvé la plupart
des facteurs de risque cardiovasculaire traditilsnamsi que des associations connues entre

I'estradiol et des parameétres biologiques.

Enfin, I'étude des associations génétiques ne pbypas étre influencée par une
stratification ou une hétérogénéité de la poputaginisque la plupart des participants étaient
caucasiens. Par ailleurs, les fréquences génolpigqdes polymorphismes des ER

correspondaient a celles attendues dans une pigputailcasienne (122).
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2. Limites de I'étude

a) Validité externe

Cette étude porte sur une population sélectionaderdmes. En effet, I'inclusion était
réalisée sur la base du volontariat, parmi desvidds majoritairement caucasiens, non
institutionnalisés, agés de plus de 65 ans. Pluss| les sujets étaient en moyenne en
meilleure santé et d’'une catégorie socioprofessibmplus élevée que la population générale.
Cette procédure de sélection pourrait expliquerples faible nombre d'événements
cardiovasculaires observé dans notre étude congpdeé population générale. En effet,
l'incidence a 10 ans des cardiopathies ischémiquédss AVC chez les femmes a été estimée
respectivement a 9.2 %o et 4.9 % par an dans ndindeé Dans I'étude américaine
Cardiovascular Health Study incluant 5.000 perssragees de plus de 65 ans, l'incidence
annuelle des cardiopathies ischémiques et des ARIEC de 22%0 et 13%0 chez les femmes.
Une autre étude américaine, la Framingham HeadySduretrouvé une incidence annuelle
chez les femmes agées de 65 a 74 ans de 11%. ebufaep cardiopathies ischémiques et les
AVC respectivement. Nos taux d’'incidence sont lpars faibles que ceux montrés dans les
études de cohorte américaine. Néanmoins, la coBQtayant été réalisée une décennie plus
tard comparée aux études précédentes, ces difé&rgreuvent s’expliquer en partie par la

diminution de l'incidence des maladies cardiovaaices observée depuis plusieurs années.

Notre étude concernait les estrogénes endogénes. &Nmns ainsi exclu les femmes
en cours d’utilisation d’'un THM a l'inclusion ou ggentant des taux anormalement élevés
d’hormones sexuelles. Nos résultats ne peuvent @aecextrapolés ni aux femmes jeunes
récemment ménopausées, ni aux utilisatrices d’'uM,Til aux sujets appartenant a d’autres

ethnies.
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b) Puissance

Le nombre d’événements incidents de maladie aliismchémique survenus a 4 ans
est relativement faible. Certains résultats négatuvent ainsi étre expliqués par un manque
de puissance statistique notamment dans les apadys#tifiees par génotype ou par type
d’événement. Dans ce travail, nous avons étudignddadies artérielles ischémiques dans leur
ensemble pour permettre une puissance raisonnglieerprétation de nos données doit
donc étre prudente car les mécanismes de dével@ppatas cardiopathies ischémiques ne
sont pas superposables a ceux des AVC. Toutefoiss pouvons conclure a des résultats
significatifs en ne considérant que les cardiogatischémiques. Les analyses concernant les

AVC ischémiques seuls portent sur un nombre déncédents insuffisant.

L’extension du suivi a 10 ans nous a permis d'éfallinfluence des estrogenes
endogenes sur le risque cardiovasculaire a lomgeteNéanmoins, nous ne disposions pas de
la concentration en estradiol pour tous les casl@mts additionnels survenus entre 4 et 10
ans. Par conséquent, nos analyses ont été ressr@ina sous-cohorte. De plus, pour évaluer
le risque cardiovasculaire aprés 10 ans de suec ame puissance suffisante, nous avons
combiné les déces d’origine cardiovasculaire eél@&nements artériels ischémiques fatals ou

non.

c) Méthode de mesure de l'estradiol

Dans notre étude, la quantité de plasma disporablénclusion était limitée et
I'estradiol a été mesuré par RIA direct. Cette rndthest généralement moins sensible que la
meéthode RIA conventionnelle ou la chromatograplueptée a la spectrométrie de masse,
particulierement pour les faibles taux d’estradiptes la ménopause (75). Néanmoins, les kits
de dosage utilisés dans notre étude présentaieriraite de détection de 2 pg/ml, inférieure
a celle notifiée dans d’autres méthodes RIA (1B®stradiol était inférieur a cette limite de
détection pour seulement 8% des sujets et cettedtore des données ne pouvaient pas
altérer les analyses par quartiles. Par ailleues) Que les méthodes RIA conventionnelles ou

la spectrométrie de masse soient recommandéesEsurer de faibles taux d’estradiol, des
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difficultés de dosage ont été également rappomé@es des niveaux inférieurs a 5 pg/ml
(135).

En I'absence d'étapes préliminaires de purificati@ahméthode RIA directe manque
eégalement de spécificité en raison de la présermetrds métabolites interférant avec
I'estradiol par des réactions croisées. Cette pha@épeut conduire ainsi a une surestimation
des valeurs de I'estradiol. Néanmoins, ce phénomsénwle plus prononcé chez les femmes

utilisant un THM par voie orale en raison notamnoigs taux élevés d’estrone circulant (75).

Comparée au « gold standard » que représente dmakwgraphie gazeuse couplée a
un spectrometre de masse, la méthode RIA n’esapteiment pas la plus fiable pour mesurer
l'estradiol a des concentrations faibles en pratiquinique courante. Néanmoins, ses
caractéristiques meétrologiques peuvent étre adolgstalans les études épidémiologiques ou
I'objectif est d’estimer un risque relatif sansém&fnce particuliére a une valeur diagnostique.
Malgré d’importantes variations inter-laboratoiréss méthodes RIA directes apparaissent
suffisamment reproductibles pour étre utilisée®éhklle d’'une population (136-138). Dans
notre étude, tous les dosages étaient réalisésnrm dans le méme laboratoire avec un
contrble de qualité strict assurant une bonne coatyiaé des mesures au cours du temps. Par
ailleurs, la validité des mesures d’estradiol paf Rirect comparé a la spectrométrie de
masse a été montrée dans les études concernardgstiegenes endogenes et le risque de
cancer du sein chez les femmes ménopausées (138% €es études, le classement des
valeurs relatives d’estradiol est généralement exwés et ne modifie pas ou peu la
transformation des variables biologiques en donnatgorielles.

Enfin, il est difficilement concevable que les lies liées au dosage de I'estradiol par
RIA direct puissent générer a tort des relatiogmificatives comme celles observées dans
notre étude. Il est plus vraisemblable que lesuesrale mesure associées a une large
variabilité intra-individuelle de l'estradiol condent a une sous-estimation des risques

relatifs et contribuent finalement a un manque wisgance (135).
Par ailleurs, au-dela des difficultés de mesuréedtradiol, il n’est pas exclu que les

taux plasmatiques ne soient qu'un faible reflet lalesécrétion hormonale et de l'effet
biologique in situ dans les tissus cibles (140,)141
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VI. CONCLUSION
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Ce travail de these avait pour but d’évaluer latreh entre les estrogénes endogenes
et le risque cardiovasculaire chez les femmes nams#es. A partir d'un schéma cas-cohorte,
les données de I'étude prospective 3C ont pernssadancées significatives chez des femmes
de plus de 65 ans.

Dans un premier temps, les résultats de notre @untdmontré que I'augmentation de
I'estradiol était un nouveau prédicteur du risgaedidvasculaire. De plus, cette association
était indépendante des facteurs de risque cardiolase traditionnels, notamment I'obésité
et le diabete connus pour étre liés positivemeieiséradiol.

Dans un second temps, nous avons montré que liaisacentre le risque artériel
ischémique et I'estradiol pouvait étre modulée lgar polymorphismes des ER. Le risque
cardiovasculaire augmentait avec I'élévation detfaiol chez les femmes porteuses du
génotypeas9340799AA mais pas chez celles avec le génotsg8840799AG/GG.

Enfin, I'extension du suivi des sujets a 10 anssnapermis de montrer une relation
positive entre les estrogénes endogénes et laerisgrdiovasculaire a long terme. Cette
association pourrait étre liée a une augmentateohadtivité de I'aromatase résultant en une
conversion accrue de la testostérone en estradiol.

A partir de ces données, des analyses complémentait montré que les estrogenes
pouvaient affecter certains mécanismes impliqguéss dBathérothrombose, notamment
linflammation et I'hypercoagulabilité. Ces résutaemettent de nouveau en cause le réle
bénéfique des estrogénes sur le cceur et les vaisdass études a venir devront confirmer
cet effet déelétére potentiel des estrogenes elirttabnature causale des associations. La
généralisation des résultats aux femmes ménopayséssjeunes devra également étre

vérifiée.

Ce travail suggere enfin gqu'a partir des taux dabl et des caractéristiques
génétiques de leurs récepteurs, il pourrait étssipte d’identifier un groupe de femmes a
risque augmenté de développer une maladie ar&geristhémique. Si ces résultats se
confirmaient, une meilleure stratification du rigqartériel pourrait étre envisagée chez les
femmes ménopausées avec des implications potestidns la prévention des maladies

cardiovasculaires.
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High Level of Plasma Estradiol as a New Predictor of Ischemic
Arterial Disease in Older Postmenopausal Women: The Three-City
Cohort Study

Valérie Scarabin-Carré, MD*; Marianne Canonico, PhD*; Sylvie Brailly-Tabard, MD; Séverine Trabado, MD; Pierre Ducimetiére, PhD;
Maurice Giroud, MD; Joanne Ryan, PhD; Catherine Helmer, MD, PhD; Geneviéve Plu-Bureau, MD, PhD; Anne Guiochon-Mantel, MD, PhD;
Pierre-Yves Scarabin, MD, MSc

Background—Despite evidence that estrogens may be involved in atherothrombosis, the role of endogenous sex steroid hormones
in ischemic arterial disease among postmenopausal women remains uncertain.

Methods and Results—In the Three-City prospective cohort study of subjects (n=9294) > 65 years of age, we investigated the
association of total 17 8-estradiol, bioavailable 17 8-estradiol, and total testosterone with the 4-year incidence of ischemic arterial
disease among postmenopausal women who did not use any hormone therapy. We designed a case-cohort study including a random
sample of 537 subjects and 106 incident cases of first cardiovascular events. Weighted Cox proportional-hazards models with age
as the time scale were used to estimate hazard ratios (HRs) and corresponding 95% confidence intervals (Cls) for ischemic arterial
disease by a 1-standard deviation increase in sex steroid hormones. In univariate analysis, HR of ischemic arterial disease was
positively and significantly associated with both total and bioavailable estradiol levels. These associations remained significant after
adjustment for traditional cardiovascular risk factors, including body mass index, diabetes, hypercholesterolemia, hypertension,
and smoking status (HR: 1.42, 95% CI: 1.12-1.79, P<0.01; and HR: 1.42, 95% Cl: 1.12-1.78, P<0.01, respectively). Separate
analysis for coronary heart disease yielded similar results (adjusted HR: 1.49, 95% CI: 1.10-2.02, P=0.01; and adjusted HR: 1.50,
95% Cl: 1.11-2.04, P<0.01, respectively), and a borderline significant trend was observed for ischemic stroke (HR: 1.34, 95% Cl:
0.95-1.89, P=0.08; and HR: 1.32, 95% Cl: 0.94-1.84, P=0.11, respectively). By contrast, no significant association was found
between total testosterone and ischemic arterial disease in both univariate and adjusted analyses.

Conclusions—High plasma level of endogenous estradiol emerges as a new predictor of ischemic arterial disease in older
postmenopausal women. (/ Am Heart Assoc. 2012;1:e001388 doi: 10.1161/JAHA.112.001388.)

Key Words: hormones ¢ women e cardiovascular diseases e risk factors

the 2 sexes closes after menopause, when CHD rates rise
sharply and cardiovascular disease becomes the leading cause
of death among women. It therefore has been hypothesized
that women’s CHD advantage could be due to the protective
effects of estrogens. Animal studies and observational studies

Incidence of coronary heart disease (CHD) is lower in
women than men of the same age."? The gap between
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have suggested that the use of postmenopausal hormone ther-
apy (HT) could be beneficial with regard to the development of
CHD.3-® However, large prevention trials showed an increased
risk of stroke in HT users and failed to confirm any estrogen-
related cardioprotective effect.®® Nevertheless, a re-analysis
of the Women’s Health Initiative data recently has suggested
that the timing of hormone initiation might influence the HT
effect on CHD risk, with a decrease in CHD risk for women
using HT close to menopause and a higher risk in older HT
users.

Despite extensive biological research on the cardiovascular
effects of estrogens,’ few studies have investigated whether
endogenous sex steroid hormones (SSHs) could affect the risk
of ischemic arterial disease among postmenopausal women.
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Previous data failed to provide evidence for an independent
role of estradiol levels in determining CHD and stroke risk
among postmenopausal women.'%'3 Nevertheless, endoge-
nous estradiol levels are positively related to cardiovascular
risk factors such as obesity,'* dyslipidemia,'®~"” diabetes,'%1?
and C-reactive protein?®2?! in postmenopausal women. In this
context, we hypothesized that high levels of endogenous SSHs
could be deleterious with regard to the risk of arterial disease
among older postmenopausal women. Using the data from the
Three-City (3C) cohort study, we therefore investigated the as-
sociation of endogenous estradiol and testosterone with the
risk of CHD and ischemic stroke among women >65 years
of age.

Methods
Population Study

The 3C study is a large ongoing French prospective cohort
study that aims to evaluate the risk of dementia attributable
to vascular disorders. The study was approved by the Ethics
Committee of the University Hospital of Kremlin-Bicétre, and
written informed consent was obtained from all participants.
A detailed methodology of the study has been described
previously.?? Briefly, 3649 men and 5645 women > 65 years of
age registered on electoral rolls and not institutionalized were
recruited in 3 French cities (Bordeaux, Dijon, and Montpellier)
between 1999 and 2001. Baseline data were collected by
trained psychologists or nurses using standardized question-
naires during a face-to-face interview at home or at the study
center. These data included information on sociodemographic
characteristics, education, medical history, medication use,
food consumption, and alcohol and tobacco use. Information
on HT use was collected with a specific questionnaire. Women
were classified as current HT users if they had used HT at
any time during the 3 months before inclusion; otherwise
they were classified as past users or never users. Systolic and
diastolic blood pressure, weight, and height were assessed
during a physical examination.

Baseline Covariates

Smoking status was studied in 3 categories (never, past,
and current). Body mass index (BMI) was calculated by divid-
ing weight by height in meters squared. Hypertension status
was defined as a high blood pressure measurement (systolic
blood pressure >140 mm Hg and/or diastolic blood pres-
sure >90 mm Hg), antihypertensive therapy at baseline, or
both. Glycemia status was considered “diabetes” if the fasting
glycemia value at inclusion was >1.26 g/L (7.00 mmol /L), the
patient was receiving treatment for diabetes, or both. Glycemia
status was “high glycemia” if the fasting glycemia value at inclu-
sion was between 1.10 and 1.26 g/L (6.10 and 7.00 mmol /L)

and was “normal glycemia” if the fasting glycemia value at in-
clusion was <1.10 g/L (6.10 mmol/L). Hypercholesterolemia
was considered present if the cholesterol level was >2.40 g/L
at baseline, the subject was treated for hypercholesterolemia,
or both. Waist-hip ratio was calculated by dividing the waist
circumference by the hip circumference.

Follow-Up and Events Ascertainment

After baseline examination, subjects have been reexamined at
home or at the study center every 2 years for the detection of
cardiovascular events and dementia. For the present analysis,
we used data collected over the 4-year follow-up.

Ischemic arterial disease consisted of either CHD or is-
chemic stroke during the follow-up. CHD was defined as a
hospitalization for either stable or unstable angina pectoris,
coronary dilatation, artery bypass, myocardial infarction, or
definite CHD death. All CHD events were adjudicated by a
medical committee. Nonfatal CHD events were validated by
using hospital charts and practitioners’ reports. CHD deaths
were validated by reviewing hospital records, medical data
obtained from family physicians or specialists, and proxy in-
terviews (coded 1210 to 1219, 1251 to 1259, 1461, and R960
according to the International Classification of Diseases, 10th
edition), as previously described.?® Stroke events were adjudi-
cated within an independent group of experts and were defined
as a rapid onset of a neurological deficit lasting >24 hours
and confirmed by a lesion compatible with an acute stroke on
computed tomography or magnetic resonance imaging of the
brain. A review of brain imaging allowed further classification of
strokes as ischemic or hemorrhagic events. The present anal-
ysis focuses on ischemic strokes. For subjects who presented
both CHD and ischemic stroke during follow-up, we used the
first cardiovascular event that occurred.

Case-Cohort Study

Recently, a case-cohort study has been set up from the 3C
study to investigate the association of blood biomarkers with
cardiovascular risk and dementia. In brief, a case-cohort
design consists of a random subsample of the original cohort
together with all incident cases of this cohort. In practice,
1264 subjects were randomly selected from the initial cohort
after stratification by study center, sex, age, and the presence
of a baseline plasma sample. From the 759 selected women,
we excluded women who were current HT users at inclusion
(n=120). To investigate the risk of a first ischemic arterial
disease event, we also excluded women with a personal history
of CHD or stroke at inclusion (n=86). Finally, we excluded
women without any follow-up data (n=16). Among these
537 remaining postmenopausal women, 15 incident cases
of ischemic arterial disease were validated during the 4-year
follow-up. With the same exclusion criteria applied, all incident
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arbitrarily assigned to

3C Cohort all women with a non-
N=9,294 detectable estradiol

concentration. The intra-

assay and interassay

Subcohort coefficients of variation
N=1,264 were 17.6% and 18.1%,

—> 505 Men

respectively, for a total
estradiol concentration of

Subcohort- Women
N=759

3.2 pg/mL (12 pmol/L)
and were 2.8% and 5.8%,

—> 120 Current users of hormone therapy

respectively, for a total
estradiol concentration of

Subcohort- Women
N=639

24 pg/mL. Bioavailable
estradiol was assessed

> 86 Prevalent CHD or stroke

—> 16 Lost forfollow-up

Subcohort
for Ischemic Arterial
Disease
N=537

Ischemic

Cases from
the Subcohort

Figure. Flowchart representing the constitution of the case-cohort study for the investigation of the
risk of ischemic arterial disease, CHD, and stroke in relation to sex hormone levels.

cases outside the subcohort were added (n=91). The final
population sample therefore consisted of 522 noncases and
106 incident cases of a first ischemic arterial disease event,
including 67 CHD events and 39 ischemic strokes (Figure).

Blood Collection and Hormone Measurements

At baseline, blood samples were collected for >90% of the full
cohort. Plasma samples were available for all the subjects in-
cluded in the case-cohort study. EDTA plasmas were obtained
after 1 centrifugation at 3000g and were immediately stored
at —80°C in 1-mL plastic tubes.

Plasma total estradiol was measured by a sensitive direct ra-
dioimmunoassay (RIA) with an Orion Diagnostica device (Spec-
tria, Espoo, Finland). The minimum detectable concentration
was 2 pg/mL (7.3 pmol/L), and a value of 0.6 pg/mL was

—3 67CHD

39ischemic
—

by differential precip-
itation  of  hormones
bound to globulins with
50% ammonium sulfate
after equilibration of the
plasma sample with [3H]-
estradiol and plasma total
estradiol determination.
Total and bioavailable
estradiol were  highly
correlated to each
other (r=0.98, P<0.01).

Plasma total testos-
terone was measured by
a direct RIA as total estra-
diol on an Orion Diagnos-
tica device (Spectria, Es-
poo, Finland). The mini-
mum detectable concen-
tration was 0.02 ng/mL
(0.06 nmol/L), and the
intra-assay and interassay coefficients of variation were 7.5%
and 7.0%, respectively, for a total testosterone concentration
of 0.46 and 0.35 ng/mL (1.6 and 1.2 nmol/L), respectively.

stroke

Additional cases
from the 3C study

Statistical Analyses

Baseline characteristics of subjects are displayed as frequen-
cies for categorical variables and arithmetic means and stan-
dard deviations (SDs) for continuous variables that presented
a normal distribution. Variables with a positively skewed dis-
tribution were log-transformed, and values were expressed as
geometric means and interquartile ranges. Baseline character-
istics of cases and noncases were compared by x? test and 2-
tailed Student ¢ test. The association of cardiovascular disease
with total estradiol, bioavailable estradiol, and testosterone
was assessed by using weighted Cox proportional-hazards
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models. Such models included a modification of the standard
errors on the basis of robust variance estimates to take into
account the case-cohort design, as previously described.?42°
In addition, because age is sharply associated to arterial dis-
ease, age was used as the time scale, as recommended.26
Each model presented met the proportional-hazards assump-
tion. Hazard ratios (HRs) and 95% confidence intervals (95%
Cls) were estimated for a 1-SD increase in the log-transformed
SSH distribution. In addition, SSH distributions were divided
into quartiles (1-Q4), and we estimated the risk of cardio-
vascular disease for each group compared with Q1 as the
reference group. Tests for linear trend across the 4 categories
of SSH levels were used to assess the significance of the vari-
ables in the models after having tested the linearity of the
associations. To assess the linearity of the relation between
SSH levels and ischemic arterial disease risk, we used tests
based on the difference in the log-likelihood between 2 mod-
els of prediction (one with 3 dummy variables corresponding
to the quartile of the parameter distribution, and the other
including the qualitative ordinal variable in 4 categories). All
tests were not significant, and thus we did not reject the hy-
pothesis of linearity. Nonlinear (U-shaped) relations were also
investigated with the use of quadratic terms in the Cox mod-
els. The risks of cardiovascular disease were assessed in an
age-adjusted analysis and then were adjusted for study cen-
ter and traditional cardiovascular risk factors (BMI, diabetes,
hypercholesterolemia, hypertension, and smoking status). Fi-
nally, these multivariable analyses were further adjusted for
waist-hip ratio. Data were missing for BMI and waist-hip ratio
for 1% and 9% of subjects, respectively. Because adiposity is
known to influence both the risk of ischemic arterial disease
and estradiol levels, we used multiple imputations for missing
data.?”’” The multiple-imputation prediction models included all
variables in the conceptual framework. Five imputed data sets
were created and analyzed together. The results were com-
bined with Rubin’s rules.?®

Primary analyses focused on arterial ischemic disease,
including both CHD and ischemic stroke. Then, subgroup
analyses including only the first arterial event were per-
formed separately for each vascular outcome. Using the
same exclusion criteria among women free of arterial dis-
ease at baseline, we studied the risk of CHD among a sub-
sample of 522 noncases and 67 incident cases. Similarly,
the risk of ischemic stroke was estimated from a popu-
lation consisting of 522 noncases and 39 incident events
(Figure).

To determine whether certain subgroups of women were
at particularly high or low risk for ischemic arterial disease,
Cox proportional-hazards analyses were stratified according
to the baseline levels of cardiovascular risk factors, and the
consistency of hormone-related HRs was assessed by formal
tests of interactions in the whole sample.

Statistical analyses were performed with the Statistical
Analysis System software version 9.2 (SAS Institute Inc, Cary,
NC).

Results

Of the 106 women who experienced cardiovascular events,
there were 25 myocardial infarctions, including 10 fatal events;
12 instances of angina pectoris; 25 coronary dilatations; 5
artery bypasses; and 39 ischemic strokes.

Characteristics of cases and noncases are presented in
Table 1. Mean age at inclusion was higher among cases
than noncase subjects (76.6 and 74.3 years, respectively).
In addition, cases of ischemic arterial disease were more
likely than noncases to have diabetes (20.7% and 6.7%, re-
spectively) and hypertension (86.8% and 76.3%, respectively).
With regard to SSH concentrations, the mean value of total
estradiol was significantly higher among cases than noncases
(6.05 and 5.19 pg/mL, respectively), and similar results were
observed for bioavailable estradiol (4.04 and 3.48 pg/mL, re-
spectively). By contrast, there was no significant difference
in mean testosterone levels between cases and noncases
(0.28 and 0.29 ng/mL, respectively).

Table 2 shows the risk of ischemic arterial disease, CHD,
and ischemic stroke in relation to total estradiol, bioavailable
estradiol, and testosterone levels. In age-adjusted analysis, the
risk of ischemic arterial disease was positively and significantly
associated with total and bioavailable estradiol. HRs and 95%
Cls for ischemic arterial disease per 1-SD increase in total and
bioavailable estradiol distribution were 1.39 (1.13-1.72) and
1.38 (1.12-1.70), respectively, and subjects with the highest
levels of estradiol (Q4) had an increased risk of ischemic arte-
rial disease as compared to subjects with the lowest levels of
estradiol (HR: 1.99,95% Cl: 1.06-3.73, Pfor linear trend=0.02
for total estradiol; and HR: 2.22, 95% Cl: 1.18-4.20, Pfor linear
trend=0.02 for bioavailable estradiol). Adjustment for study
center and traditional cardiovascular risk factors, including
BMI, diabetes, hypercholesterolemia, hypertension, and smok-
ing status, slightly attenuated these associations. HRs and 95%
Clsfora 1-SDincrease were 1.42 (1.12-1.79) and 1.42 (1.12-
1.78) for total and bioavailable estradiol, respectively, and HRs
and 95% Cls of Q4 versus Q1 were 1.99 (0.96-4.10) and 2.19
(1.05-4.56) for total and bioavailable estradiol, respectively.
Further adjustment for waist-hip ratio made no substantial
changes to the results: 1.37 (1.07-1.74) and 1.36 (1.07-1.73)
for total and bioavailable estradiol, respectively. Separate anal-
ysis for CHD (n=67 events) yielded similar results (adjusted
HR: 1.49, 95% Cl: 1.10-2.02, P=0.01; and adjusted HR: 1.50,
95%Cl: 1.11-2.04, P<0.01, respectively), and a borderline sig-
nificant trend was observed for ischemic stroke (n=39 events)
(HR: 1.34, 95% Cl: 0.95-1.89, P=0.08; and HR: 1.32, 95% Cl:
0.94-1.84, P=0.11, respectively). Stratified analyses showed
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Table 1. Baseline Characteristics and Plasma SSH Levels
Among Cases of Ischemic Arterial Disease and Noncase
Subjects in the 3C Case-Cohort Study

Ischemic Arterial

Noncases Disease Cases™
Characteristic (n=522) (n=106) pt
Age, y, mean+SD 74.31+5.3 76.61+5.7 <0.01
Study center, n (%) 0.38

Bordeaux 120 (23.0) 31(29.3)

Dijon 269 (51.5) 51 (48.1)

Montpellier 133 (25.5) 24 (22.6)

Education level, n (%) 0.55

Less than grade school | 206 (39.5) 42 (39.6)

Grade school or high 154 (29.5) 36 (34.0)

school

High school validated or | 162 (31.0) 28 (26.4)

university
BMI*, kg/m?, mean+SD 25.6+4.8 26.5+4.7 0.10
Glycemia$, n (%) <0.01

Normal glycemia 466 (89.5) 80 (75.5)

High glycemia 20 (3.8) 4(3.8)

Diabetes 35 (6.7) 22 (20.7)
Hypertension, n (%) 398 (76.3) 92 (86.8) 0.02
Hypercholesterolemia, n (%) 330 (63.2) 70 (66.0) 0.58
Smoking, n (%) 0.83

Never 427 (81.8) 86 (81.1)

Past 70 (13.4) 16 (15.1)

Current 25(4.8) 4(3.8)

Age at menopause!, y, 49.445.6 48.646.1 0.17
mean+SD
Type of menopause®, n (%) 0.74

Natural 421 (81.4) 84 (79.2)

Bilateral oophorectomy 41(7.9) 8(7.6)

Other 55 (10.7) 14 (13.2)

SSHs, geometric mean (interquartile range)
Total estradiol, pg/mL 5.19(3.47-7.91) 6.05 (4.42-9.22)| <0.01
Bioavailable estradiol, pg/mL | 3.48 (2.28-5.63)|4.04 (2.69-6.40)| <0.01

Total testosterone, ng/mL 0.29 (0.21-0.45)0.28 (0.20-0.44)| 0.49

*Including 67 CHD and 39 stroke events.

P value obtained from Student ¢ tests or x? tests except for SSHs, where Cox model
was used.

#Two missed values, § 1 missed value, |6 missed values, #5 missed values.

similar HRs for ischemic arterial disease by cardiovascular risk
factors, including BMI, diabetes, hypercholesterolemia, and hy-
pertension. For example, no risk modification related to obesity
or diabetes was found. The HRs (95% Cls) of ischemic arterial
disease for a 1-SD increase of total estradiol were 1.26 (1.02-

1.55) and 1.28 (0.79-2.08) in the nonobese and obese (BMI
>30 kg/m?) women, respectively, and 1.21 (0.99-1.49) and
1.37 (0.78-2.39) in the nondiabetic and diabetic women, re-
spectively.

Finally, we conducted sensitivity analyses with exclusion
of past HT users (102 noncases and 18 cases), women who
started HT during the follow-up (2 noncases and 1 case), or
events that occurred during the first year of follow-up (21
cases). Overall, no substantial change in the association of
SSH levels with ischemic arterial disease was observed (data
not shown).

With regard to testosterone, both age-adjusted and fully ad-
justed analyses showed no significant association with the risk
of ischemic arterial disease (for 1-SD increase in testosterone
distribution: HR: 0.93; 95% Cl: 0.76-1.14; and HR: 0.91, 95%
Cl: 0.72-1.15, respectively). There was no significant U-shaped
relationship between testosterone and the risk for ischemic ar-
terial disease. Total testosterone was not associated with the
risk of CHD and ischemic stroke separately.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to show a positive as-
sociation between plasma estradiol levels and the risk of both
CHD and ischemic stroke among postmenopausal women > 65
years of age. These associations were independent of tradi-
tional cardiovascular risk factors such as diabetes and BMI. By
contrast, plasma levels of testosterone were not significantly
related to the risk of arterial ischemic disease.

Few studies have evaluated the association between en-
dogenous estrogens and risk of ischemic arterial disease. The
Rancho Bernardo Study of 651 postmenopausal women with
a mean age of 66 years who were not using HT failed to show
any association of total and bioavailable estradiol levels with
the risk of death from ischemic heart disease.'® Nevertheless,
a recent study found that elevated endogenous estradiol levels
could predict risk of all-cause death in older postmenopausal
women.?? However, cardiovascular death was not investigated
in this study. In a nested case-control design among post-
menopausal women not using HT, crude and adjusted analyses
based on 115 incident cases of combined ischemic arterial dis-
ease, similar to our primary outcome, showed no association
between estradiol levels and cardiovascular risk.'"'3 More re-
cently, another cohort study of 99 CHD events reported an
increased risk of CHD among women with high estradiol con-
centrations. Nevertheless, this association disappeared after
adjustment for BMI and other cardiovascular risk factors.'® In
these 2 latter studies, postmenopausal women were younger
than those included in our cohort, and this difference in age,
as well as a lack of statistical power, may partly explain the di-
verging results in the association of SSH levels with CHD risk.
Finally, our findings are consistent with the recent results from
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Table 2. HRs of Ischemic Arterial Disease, CHD, and Stroke Events by SSH Level in Postmenopausal Women of the 3C Case-Cohort Study

Ischemic Arterial Disease™ CHD Ischemic Stroke
Age Adjusted Adjusted? Age Adjusted Adjusted? Age Adjusted Adjusted?

No. of No. of No. of
SSH Level Events HR | 95%Cl Pt HR  95%Cl Pt Events HR  95%Cl Pt HR  95%Cl P Events HR  95%Cl Pt HR | 95%Cl Pt
Total estradiol, pg/mL
For 1 SD log 106 |1.39| (1.13-1.72) | <0.01 | 1.42 | (1.12-1.79) | <0.01 | 67 143 (1.11-1.86) | <0.01|1.49 | (1.10-2.02) | 0.01 |39 1.35(0.95-1.92) | 0.08 | 1.34 | (0.95-1.89) | 0.08
Q1 <3.51 19 1 [reference] | 0.02 | 1 [reference] | <0.05| 12 1 [reference] | 0.07 | 1 [reference] | 0.12 |7 1 [reference] | 0.10 | 1 [reference] | 0.13
02 [3.51-5.27] | 20 | 1.33 | (0.66-2.66) 1.46 | (0.70-3.09) 14 | 1.46](0.62-3.42) 1.55 | (0.61-3.93) 6 1.09 | (0.35-3.35) 1.30 | (0.40-4.26)
03[5.27-7.83] | 31 | 1.71| (0.91-3.23) 1.84 | (0.90-3.76) 19 [ 1.71](0.77-3.78) 1.72 | (0.70-4.25) 12 | 1.75| (0.67-4.58) 2.17 | (0.73-6.46)
Q4 >7.83 36 1.99 | (1.06-3.73) 1.99 | (0.96-4.10) 22 1.98 | (0.90-4.35) 2.08(0.81-5.32) 14 2.00 | (0.77-5.15) 1.95 | (0.70-5.42)
Bioavailable estradiol, pg/mL
For1SDlog |106 |1.38| (1.12-1.70) | <0.01 | 1.42 | (1.12-1.78) | <0.01 |67 | 1.45|(1.11-1.88) | <0.01 | 1.50 | (1.11-2.04) | <0.01 |39 | 1.30 | (0.93-1.82) | 0.13 | 1.32 | (0.94-1.84) | 0.11
Q1 <2.32 18 1 [reference] | 0.02 | 1 [reference] | 0.05 |12 1 [reference] | 0.05 | 1 [reference] | 0.10 |6 1 [reference] | 0.18 | 1 [reference] | 0.20
02 [2.32-3.56] | 25 | 1.83 | (0.92-3.63) 2.03 | (0.96-4.26) 15 | 1.66/(0.70-3.94) 1.76 | (0.68-4.54) 10 | 2,56 (0.91-7.19) 2.93 | (0.98-8.76)
Q3 [3.56-5.49] | 26 1.73 | (0.89-3.35) 1.90 | (0.90-3.98) 16 1.58 | (0.70-3.58) 1.63 | (0.64-4.15) 10 1.84 | (0.63-5.34) 2.38(0.77-7.38)
Q4 >5.49 37 2.22 | (1.18-4.20) 2.19 | (1.05-4.56) 24 2.20 | (1.01-4.80) 2.26 | (0.89-5.69) 13 2.26 | (0.83-6.16) 2.22 | (0.76-6.52)
Total testosterone, ng/mL
For 1 SD log 106 |0.93|(0.76-1.14) 0.49 |0.91](0.72-1.15) 0.42 |67 0.91/(0.72-1.15)| 0.44 | 0.89 (0.67-1.18) 0.42 |39 0.95| (0.68-1.33) | 0.76 | 0.93 | (0.65-1.40) | 0.69
Q1 <0.23 34 1 [reference] | 0.76 | 1 [reference] | 0.33 |22 1 [reference] 1 0.60 | 1 [reference] | 0.42 |12 1 [reference] | 0.77 | 1 [reference] | 0.61
02 [0.23-0.33] | 21 0.711 (0.39-1.30) 0.67 | (0.36—1.26) 12 0.61 (0.28-1.31) 0.56 | (0.25-1.27) 9 0.98 | (0.38-2.55) 0.98 | (0.35-2.70)
031[0.33-0.45] | 25 | 1.03 | (0.56-1.87) 0.95 | (0.49-1.85) 17 1098/ (0.49-1.98) 0.95 | (0.42-2.14) 8 0.81 | (0.30-2.22) 0.85 | (0.31-2.29)
Q4 >0.45 26 0.83 | (0.47-1.47) 0.70 | (0.37-1.32) 16 0.73 | (0.36-1.48) 0.61 | (0.26-1.40) 10 0.92 | (0.38-2.24) 0.81 | (0.31-2.08)

*Including 67 CHD and 39 stroke events.
P value for continuous variable and P for trend for variable in quartiles.
fModel adjusted for study center, BMI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, and smoking status.
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a prospective study that reported a positive association be-
tween the free estradiol index and the risk of atherothrombotic
stroke (196 incident cases) among postmenopausal women
>65 years of age.'? However, potential mediators included
dyslipidemia and insulin resistance, whereas our data showed
an independent association between elevated estradiol levels
and ischemic arterial disease.

The existence of an independent association between high
levels of endogenous estradiol and the risk of ischemic arte-
rial disease among older women does not necessarily imply
that this relationship is causal. Nevertheless, estradiol may af-
fect several mechanisms that may be involved in atherothrom-
bosis. Adipose aromatization of testosterone represents the
main source of estradiol production in women after cessation
of ovarian activity. Therefore, obese women were more likely
than lean ones to present high levels of estradiol.’*3%3! Both
adipose tissue and high levels of endogenous estradiol have
been associated with a low-grade inflammation state that can
be a mechanism for mediating the association of estradiol with
ischemic arterial disease.?%3%33 |n our study, adjustment for
BMI and waist-hip ratio did not substantially modify the asso-
ciation of estradiol with cardiovascular disease. Nevertheless,
BMI and waist-hip ratio may be an indirect assessment of
fat mass, and therefore, we cannot exclude this mechanism.
Further prospective data including baseline measurement of
fat mass are required. Insulin resistance and diabetes also
could explain our results because both have been consistently
related to high levels of endogenous estradiol among post-
menopausal women without HT.'®'%34 However, in our study,
adjustment for diabetes slightly modified the increased car-
diovascular risk associated with high endogenous estradiol
levels. Changes in the lipid profile could be another mecha-
nism for mediating the association of estradiol with the risk
of arterial ischemic disease. However, data on the effects of
endogenous estradiol on lipids remain somewhat conflicting.
Although early investigations suggested a positive association
of estradiol levels with high-density lipoprotein cholesterol,®
recent findings have indicated a deleterious lipid profile among
postmenopausal women with the highest levels of estradiol. In-
deed, it has been shown that estradiol and estrone were pos-
itively associated with triglycerides,'® low-density lipoprotein
cholesterol,'” and total cholesterol'® and were negatively as-
sociated with high-density lipoprotein cholesterol.’® Finally,
procoagulant effects of estrogens may represent a central
mechanism in the increased risk of cardiovascular disease in
postmenopausal women with high estradiol levels. It recently
has been shown that thrombin generation time, a hypercoag-
ulability marker, could have an important role in the etiology
of ischemic arterial disease, especially among women in the
elderly.3%%” Thus, we can hypothesize that the association of
estradiol with ischemic arterial disease is partly mediated by
deleterious changes in hemostasis. However, data relating en-

dogenous estradiol levels and hemostatic variables in post-
menopausal women are required. Overall, better understand-
ing of the mediators of estradiol effects is still needed, and
further mechanisms remain to be investigated, especially with
regard to the effect of endogenous estradiol on atherogenesis
and endothelial function in older postmenopausal women.

Data on the role of testosterone in cardiovascular disease
are scarce and remain conflicting. One study has found that
low levels of total testosterone were an independent risk factor
for CHD among postmenopausal women.*® In addition, other
data showed that low levels of testosterone could predict both
all-cause and cardiovascular death among older women.%? By
contrast, the Women’s Health Study reported that a high free
androgen index was related to an increased risk of ischemic
arterial disease in postmenopausal women without HT, but this
association was not independent of traditional cardiovascular
risk factors.!" More recently, the Cardiovascular Health Study
reported an association of high testosterone levels with the
risk of CHD among older postmenopausal women.*? In ad-
dition, the same investigation showed that testosterone was
positively associated with some cardiovascular risk factors,
such as insulin resistance and metabolic syndrome.*° This lat-
est result was concordant with an earlier study that found a
positive and significant association of free testosterone with
the degree of coronary artery disease among postmenopausal
women.*! In our study, neither age-adjusted nor fully adjusted
analyses displayed an association between testosterone and
the risk of ischemic arterial disease in older women. We can-
not exclude the possibility that the inconsistency in previous
findings and absence of association in our study could be
due to heterogeneity in vascular disease outcomes, population
characteristics (eg, age, health status), and hormone measure-
ments between studies.

Our study has several strengths. First, the 3C study is a
prospective and multicenter study with a high participation rate
during the 4 years of follow-up. In addition, baseline data, in-
cluding detailed information on HT use, were collected by stan-
dardized questionnaires during a face-to-face interview. More-
over, hormone measurements were conducted without knowl-
edge of the case/noncase status via a RIA method, giving only
8% of values under the minimum detectable concentration.*?
Finally, incident cases of CHD and stroke were carefully vali-
dated by 2 independent committees of experts using medical
documentation.

The main limitation of our study is the small number of
incident cases, which may yield a lack of statistical power,
especially for subgroup analyses and for testing potential in-
teractions of SSH levels with cardiovascular risk factors on
ischemic arterial disease. In addition, this study included older
women with a high prevalence of cardiovascular risk factors,
especially hypertension, and therefore our results cannot be
generalized to healthy younger postmenopausal women. With
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regard to the SSH assays, especially at low levels of estradiol in
postmenopausal women, conventional RIAs with preceding pu-
rification steps would provide more reliable and accurate mea-
surements of plasma estradiol as compared with direct RIA.*3
However, measurement error related to direct RIA would bias
our analysis toward the null hypothesis, resulting in a potential
underestimation of the true associations.

In conclusion, a high level of endogenous estradiol emerges
as a new significant predictor of the risk of ischemic arterial
disease among postmenopausal women older than 65 years.
However, further investigations are needed to confirm these
results and to assess the role of endogenous SSHs in cardiovas-
cular disease, especially in younger postmenopausal women
without cardiovascular risk factors.
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Background: In older postmenopausal women, high levels of endogenous estrogen have been
related to adverse health outcomes including ischemic arterial disease (IAD). Whether estrogen
receptor-a (ESR1) and -B (ESR2) polymorphisms modulate the effects of estrogens on IAD has not
been investigated.

Methods: In the Three-City prospective cohort study among subjects older than 65 years, we used
a case-cohort design in which plasma levels of total and bioavailable 17B-estradiol were measured.
After exclusion of postmenopausal women using hormone therapy, a random subcohort of 533
women and 105 incident cases of first IAD events over 4 years of follow-up were analyzed. Five
common polymorphisms of ESRT and ESR2 were genotyped. Hazard ratios (HRs) of IAD for a 1-SD
increase in hormones levels by the genotypes were estimated from Cox models after adjustment
for cardiovascular risk factors and a correction for multiple testing. We also investigated the role
of hemostasis and inflammation as potential mediators.

Results: Neither estrogens nor IAD risk was significantly associated with estrogen receptor poly-
morphisms. Overall, IAD risk increased with total estradiol [HR1.40, 95% confidence interval (Cl)
1.11-1.77]. Stratified analysis by genotypes showed that total estradiol was positively related to
IAD risk in women with ESR1 rs9340799-AA genotype but not in women with the AG/GG genotype
(HR 1.62,95% Cl 1.22-2.17 and HR 1.03, 95% Cl 0.81-1.30, respectively; P for interaction <.05). An
additional adjustment for hemostatic variables reduced the HR by about one third in women
carrying the rs9340799-AA genotype (HR 1.41, 95% Cl 1.06-1.90).

Conclusion: The ESR1 rs9340799 genotype may modify the IAD risk related to high endogenous
estrogens levelsin older postmenopausal women. Hypercoagulability may act as a mediator. (J Clin
Endocrinol Metab 99: E1539-E1546, 2014)
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ew epidemiological studies have been conducted to as-
F sess the association between circulating levels of en-
dogenous estradiol and the risk of chronic diseases in post-
menopausal women (1). Despite an important estrogen
deficiency in postmenopausal women, high plasma estra-
diol levels have been related to several adverse health out-
comes including breast cancer (2), dementia (3), frailty (4),
and all-cause mortality (5). In addition, previous data re-
ported a positive relation of endogenous estrogens with
coronary heart disease (CHD) (6, 7) and stroke (8), but
these associations were not independent of traditional car-
diovascular risk factors such as diabetes and body mass
index (BMI). In a recent study, we found that the high
plasma level of endogenous estrogens was an independent
predictor of ischemic arterial disease (IAD) in older post-
menopausal women (9).

Estrogens exert their actions via two distinct types of
estrogen receptors (ER) (ER-a and ER-B), encoded by the
ER-agene (ESR1)located on chromosome 6 and the ER-3
gene (ESR2) located on chromosome 14, respectively. ERs
are expressed in many tissues, especially in vascular en-
dothelial and smooth muscle cells of cerebral and coro-
nary arteries, and may play a role in the development of
cardiovascular disease (10, 11). Previous studies suggested
that both 752234693 and 159340799 single-nucleotide
polymorphisms might influence the expression of ESR1
(12) and affect the function of estrogens on arterial disease
including CHD and stroke (13, 14). However, a recent
meta-analysis concluded to a lack of association between
ESR1 polymorphisms and CHD (15). Conflicting results
about the association of ESR1 polymorphisms with the
risk of stroke have been also reported (16, 17). Similarly,
data on the association of ESR2 polymorphisms (includ-
ing rs1256049 and rs1271572) with the risk of CHD or
stroke have been inconsistent (18, 19).

Despite the potential role of estrogens and their recep-
tors in the development of IAD, no study has evaluated
whether ER polymorphisms could modulate the effects of
estrogens on IAD. Therefore, we investigated the risk of
CHD and ischemic stroke related to endogenous estrogens
levels by ESR1 and ESR2 polymorphisms in a cohort
study among postmenopausal women over 65 years, who
did not use hormone therapy (HT). In addition, because
estradiol is known to be associated with hemostatic and
inflammation parameters (20, 21), their role was evalu-
ated as potential mediators in the association of both es-
trogens and ER polymorphisms with IAD risk.

Materials and Methods

Population study
The Three-City (3C) study is a large ongoing French pro-
spective cohort designed to evaluate the risk of dementia,
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CHD, and stroke in subjects older than 65 years. The study
was approved by the Ethics Committee of the University Hos-
pital of Kremlin-Bicétre, and a written informed consent was
obtained for all participants. A detailed methodology of the
study has been previously described (22). Briefly, 3649 men
and 5645 women, not institutionalized, registered on electoral
rolls in three French cities (Bordeaux, Dijon, and Montpel-
lier), were recruited between 1999 and 2001. At baseline, each
participant was interviewed using standardized question-
naires and underwent a clinical examination to measure blood
pressure, weight, and height.

Baseline covariates

Information on sociodemographic characteristics, education,
medical history, medication use, smoking status, and consump-
tion of alcohol were systematically collected at baseline. If HT
was prescribed at any time during the 3 months before the be-
ginning of the follow-up, women were considered as current
users. Traditional cardiovascular risk factors including BMI, hy-
pertension, diabetes, hypercholesterolemia, and smoking status
were defined as previously described (9).

Follow-up and event ascertainment

Every 2 years after inclusion, the participants have been
reexamined for the detection of dementia and IAD events. For
this study, we focused on data collected over the 4-year fol-
low-up. IAD consisted of either CHD or ischemic stroke dur-
ing the follow-up. These events were adjudicated within an
independent group of experts using medical documentation.
Details of the ascertainment of CHD and stroke have been
described (9). Briefly, CHD was defined as a hospitalization
for angina pectoris, coronary dilatation, artery bypass, myo-
cardial infarction, or CHD death. Stroke events were con-
firmed by brain imaging.

Case-cohort study

A case-cohort study was designed from the 3C study to in-
vestigate the association of blood biomarkers with cardiovascu-
lar risk and dementia (23). The case-cohort study design was
firstly described by Prentice (24) and consists of a random sample
of the original cohort together with all incidents cases of this
cohort. Advantages of case-cohort vs nested case-control design
have been described (25). In practice, after exclusion of men (n =
1264), current users of HT (n = 120), women with a personal
history of CHD or stroke at baseline (n = 86), and those lost to
follow-up (n = 16), the subcohort consisted of 537 women with
522 noncases and 15 incidents cases of IAD. Using the same
exclusion criteria, all validated incident cases outside the sub-
cohort were added (n = 91). The detailed flow chart has been
described (9). Data on all ER polymorphisms were missing for
five subjects. The final sample therefore consisted of 533 women
in the subcohort and 105 incident cases of a first IAD event (14
from subcohort and 91 outside subcohort) including 67 CHD
and 38 ischemic strokes.

Blood collection and laboratory methods

At baseline, blood samples were collected for more than 90%
of the full cohort. Plasma samples were available for all the sub-
jects included in the case-cohort study. EDTA plasmas were ob-
tained after one centrifugation at 3000 X g and immediately
stored at —80°C in 1-mL plastic tubes.
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Plasma total estradiol was measured by a sensitive direct RIA
with 2 pg/mL (7.3 pmol/L) as the limit of quantitation. Bioavail-
able estradiol was assessed as reported (9).

DNA was extracted from white blood cells (Puregene kit;
QIAGEN) and stored at —80°C. Genotyping of ER polymor-
phisms was performed by Kbiosciences using their competitive
allele-specific PCR single-nucleotide polymorphism genotyping
system (KASPar). Fluorescence scanning in a BMG Labtech
Pherastar scanner analyzed the amplified PCR products, and
the results were interpreted with KlusterCaller 1.1 software
(LGC Group). The error rate for the KASPar assay system is less
than 0.3% (26). The two most commonly studied ESR1 poly-
morphisms were investigated: 7s2234693 and rs9340799 (oth-
erwise known as Pvull and Xbal), which are located at position
397 and 351 of intron 1, respectively. Three ESR2 polymor-
phisms were genotyped: 7s1256049 (otherwise known as Rsal),
754986938 (otherwise known as Alul), and rs1271572, which
are located in position 1082 of exon 3, in position 1730 of the
3’-untranslated region of exon 8 and in the promoter region,
respectively. The selection of these polymorphisms was based on
previously published associations with risk of CHD and stroke
(15,17, 18) and possible functional significance (12, 27, 28).

Hemostatic variables including fibrinogen, von Willebrand
factor, fibrin D-dimer and thrombin generation, and high-sen-
sitivity C-reactive protein (hs-CRP) have been assessed as de-
scribed (23, 29, 30).

Statistical analyses

X~ tests were used to compare the distribution of ER geno-
types with those predicted under the Hardy-Weinberg equilib-
rium in the subcohort. Pairwise linkage disequilibrium between
the different polymorphisms was analyzed by using Thesias soft-
ware in the subcohort (31).

Baseline characteristics of all subjects in the subcohort are
presented as frequencies for categorical variables and arithmetic
means with SDs for continuous variables that presented a normal
distribution. Variables with a positive skewed distribution were
log transformed, and values are expressed as geometric means
and interquartile ranges. Baseline characteristics of subjects in
the subcohort were compared by 759340799 genotypes using x*
tests and two-tailed Student’s ¢ tests. Mean levels of total and
bioavailable estradiol were compared by ER polymorphisms in
women of the subcohort using ANOVA tests adjusted for study
center and traditional cardiovascular risk factors including age,
BMI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, and smok-
ing status. In addition, Pearson’s correlations were estimated
between hemostatic variables and estradiol by ER genotype in
the subcohort.

The association of both total and bioavailable estradiol and
ER polymorphisms with IAD risk and their interactions were
investigated using weighted Cox proportional-hazards models
adapted for the case-cohort design by the method of Barlow and
colleagues (32, 33). Because age is sharply associated with IAD
risk, age as a time scale was used as recommended (34). The
proportional hazards assumption was checked for each model.
Additive, dominant, and recessive models were initially exam-
ined to determine which genetic model best described the data.
Therefore, results are presented assuming a genotype model in
dominant model with a two-level categorical variable. The haz-
ard ratios (HRs) and 95% confidence intervals (Cls) by ER ge-
notypes were estimated for a 1-SD increase in the log-trans-
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formed hormone distribution. Hormones X ER genotypes
interaction terms were introduced into statistical models. The
HRs for IAD were adjusted for study center and traditional car-
diovascular risk factors including BMI as a continuous variable,
diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, and smoking sta-
tus. In addition, the Bonferroni correction was applied to correct
for multiple testing by multiplying the single P values by the
number of single-nucleotide polymorphism (n = 5) and main-
taining the threshold significance at P = .05.

For total estradiol, the HRs for IAD were further adjusted for
hemostatic and inflammation markers including fibrinogen,
thrombin generation, von Willebrand factor, fibrin D-dimer, hs-
CRP to evaluate the part of the excess risk explained by these
variables. Of note, the data on hemostatic and inflammation
variables were missing for 25 subjects.

For each ER polymorphism, the risk of IAD was also inves-
tigated by tertiles of hormone distribution, and the low tertile
was chosen as the reference group. Tests for linear trend across
the three categories of hormones levels were used to investigate
the significance of the variables, after having evaluated the lin-
earity of the associations. To assess the linearity of the relation
of hormones levels with TAD risk, we used tests based on the
difference in the log likelihood between two models of prediction
(one with two dummy variables corresponding to the tertiles of
the hormones levels and the other including the qualitative or-
dinal variable in three categories). All tests were nonsignificant
and we did not reject the hypothesis of linearity.

Finally, a separate analysis was performed for CHD and isch-
emic stroke, including the first arterial event. Similarly to anal-
yses on IAD risk, the HRs of CHD and ischemic stroke in relation
to the hormone levels were estimated by ER polymorphisms with
a multivariate Cox model.

Values of P < .05 from two-sided tests were considered to
indicate statistical significance. Statistical analyses were per-
formed with the Statistical Analysis System software version 9.2
(SAS Institute Inc).

Results

Baseline characteristics are described for 533 women in
the whole subcohort and according to the 79340799 ge-
notype (Table 1). The distribution of ESR1 rs9340799
polymorphisms in the subcohort was similar to those ex-
pected in Caucasian subjects, as follows: 45.6%, 42.9%,
and 11.5% for AA, AG, and GG, respectively. No signif-
icant difference in age, BMI, hypertension, diabetes, hy-
percholesterolemia, and status smoking was detected
between women with the 7s9340799-AA genotype and
those with the 7s9340799-AG/GG genotype. Mean levels
of total and bioavailable estradiol were similar across
759340799 genotypes. There was no significant associa-
tion of total and bioavailable estradiol levels with other
ER polymorphisms (data not shown).

The genotypic frequencies of ER polymorphisms were
in agreement with the Hardy-Weinberg equilibrium. The
two ESR1 polymorphisms were in strong linkage disequi-
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Table 1.

Baseline Characteristics of Participants in Subcohort of 3C Study by ESR7 rs9340799 Genotype

ESR1 rs9340799 Genotype®

All Subjects AA AG/GG

Characteristic (n = 533) (n = 241) (n = 288) P Value®
Age, mean (SD), y 74.4 (5.3) 74.8 (5.2) 74.1 (5.4) 1
BMI, mean (SD), kg/m2 25.7 (4.8) 25.8 (4.7) 25.7 (4.9) .89
Hypertension, n, % 407 (76.4) 186 (45.9) 219 (54.1) .76
Diabetes, n, % 38(7.2) 17 (44.7) 21 (55.3) .89
Hypercholesterolomia, n, % 338 (63.4) 160 (47.6) 176 (52.4) 21
Smoking, n, %

Never 435 (81.6) 202 (46.8) 230 (53.2) 33

Past 73(13.7) 27 (37.5) 45 (62.5)

Current 25(4.7) 12 (48.0) 13 (52.0)
Total estradiol, GM (IQR), pg/mL 5.24 (3.51-8.00) 5.23 (3.57-7.90) 5.28 (3.15-8.33) .87
Bioavailable estradiol, GM (IQR), pg/mL 3.50 (2.30-5.68) 3.52 (2.45-5.63) 3.51(2.14-5.89) .99

Abbreviations: GM, geometric mean; IQR, interquartile range.

@ Four missing values.

b P value obtained from t tests or x? tests for all characteristics except for total estradiol (ANOVA adjusted for study center and traditional
cardiovascular risk factors including age, BMI, diabetes, hypertension, hypercholesterolemia, and smoking status).

librium and so were the three ESR2 polymorphisms (all D’
ranged from 0.90 to 1.00).

No significant association was found between IAD risk
and the different ER polymorphisms (data not shown).
After adjustment for traditional cardiovascular risk fac-
tors including BMI, diabetes, hypertension, hypercholes-
terolemia, and smoking status, plasma total estradiol lev-
els were positively associated with IAD risk in the whole
population sample (HR 1.40 for 1-SD log estradiol
change, 95% CI 1.11-1.77). Adjusted HR for IAD events
and 95% CI in relation to total estradiol levels by ER
polymorphisms are given in Table 2 before and after Bon-
ferroni correction. With regard to ESR1 rs9340799 poly-
morphism, the risk of IAD was positively associated with
total estradiol in women with AA genotype but not in
women with the AG/GG genotype (HR 1.62, 95% CI
1.22-2.17,and HR 1.03,95% CI 0.81-1.30, respectively;
P for interaction <.05). In women with the AA genotype,
high levels of total estradiol increased significantly the risk
of IAD compared with the lowest total estradiol levels (HR
3.78, 95% CI 1.59-8.99 for the highest tertile vs the
lowest tertile, P for linear trend <.01). After Bonferroni
correction for multiple testing, the total estradiol X
7s9340799 genotype interaction remained significant.
Similar results were found for bioavailable estradiol, but
the interaction of hormone levels with 7s9340799 geno-
type on IAD risk was borderline significant after the Bon-
ferroni correction (P = .07) (data not shown). In addition,
similar associations were observed for the rs2234693
polymorphism, although the interaction between total es-
tradiol levels and the 7s2234693 polymorphism was not
significant. No significant interaction was detected be-
tween hormones levels and ER-B polymorphisms on IAD
risk.

Total estradiol was positively correlated to fibrinogen
(r = 0.21, P < .01), peak height of thrombin generation
(r =0.10, P = .13), and hs-CRP (r = 0.38, P < .01) in
women with the 7s9340799-AA genotype. No significant
correlation was found between other hemostatic param-
eters and total estradiol. After additional adjustment for
all hemostatic variables, the HR for IAD risk in women
carrying the AA genotype and without missing data for
hemostatic variables (HR 1.58 for 1 SD log estradiol
change, 95% CI1.21-2.05) was reduced to 1.41 (95% CI
1.06-1.90), suggesting that hypercoagulability explained
29% of the excess risk of IAD. Adjustment for hs-CRP
alone or combined with hemostatic variables made no
substantial change to the results (data not shown).

When the analyses were stratified by type of arterial
events (67 CHD and 38 ischemic stroke), total estradiol
was positively associated with CHD risk in women with
the 7s9340799-AA genotype but not in women with the
7s9340799-AG/GG genotype (adjusted and corrected HR
1.93, 95% CI 1.28-2.91, and HR 1.01, 95% CI 0.76-
1.335, respectively; P for interaction <.05). No significant
interaction was found between the rs9340799 genotype
and total estradiol for the risk of ischemic stroke.

Discussion

In this prospective study, neither estrogens levels nor TAD
risk was significantly associated with ER polymorphisms
in older postmenopausal women. However, we found that
genetic variations in ESR1 modified the risk of IAD related
to high endogenous estradiol levels. Endogenous estro-
gens were positively associated with TAD risk in women
carrying 7s9340799-AA genotype but not in women car-
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Table 2.

Hazard Ratios of IAD Events in Relation to 1-SD Log Increase in Total Estradiol Levels by ER Polymorphisms

Among 623 Postmenopausal Women of 3C Case-Cohort Study

Ischemic Arterial Disease (n = 623)°

Marginal P Corrected P
Events,n HR (95% Cl) Marginal P  Corrected P Events,n HR (95% CI) Marginal P° Corrected P° Interaction Interaction®
ESR1
1522346934 T (n = 190) TC/CC (n = 421)
Total estradiol, pg/mL
For 1-SD log 29 1.52 (1.06-2.18) .02 Rh 74 1.15(0.94-1.42) 18 91 A3 .65
T <421 4 1 (Reference) .04 22 20 1 (Reference) 44 1.00
T2 (4.21-7.27) 13 3.39(1.02-11.29) 28 1.61(0.90-2.89)
T3=7.27 12 3.09 (0.98-9.82) 26 1.25(0.65-2.38)
159340799¢ AA (n = 280) AG/GG (n = 338)
Total estradiol, pg/mL
For 1-SD log 47 1.62(1.22-2.17) <.01 <.05 56 1.03(0.81-1.30) .84 1.00 .01 <.05
T1 <421 7 1 (Reference) <.01 <.05 18 1 (Reference) .54 1.00
T2 (4.21-7.27) 19 3.14 (1.33-7.45) 21 1.22 (0.65-2.27)
T3=7.27 21 3.78 (1.59-8.99) 17 0.76 (0.36-1.61)
ESR2
rs1256049° GG (n = 559) AG/AA (n = 56)
Total estradiol, pg/mL
For 1-SD log 100 1.22(1.01-1.48) .04 .20 5 3.06 (0.53-17.76) .21 1.00 .30 1.00
T1 <421 23 1 (Reference) .10 .50 3
T2 (4.21-7.27) 40 1.79 (1.06-3.02) 1 NA
T13=7.27 37 1.60(0.91-2.82) 1 NA
154986938¢ AA (n = 100) AG/GG (n = 516)
Total estradiol, pg/mL
For 1-SD log 21 1.85(1.17-2.94) <.01 <.05 84 1.09 (0.88-1.34) 42 1.00 .10 .50
T1 <421 1 1 (Reference) <.01 <.05 25 1 (Reference) .75 1.00
T2 (4.21-7.27) 12 22.47 (2.20-229.87) 29 1.03 (0.60-1.76)
T3=727 8 9.65 (0.91-102.43) 30 1.10 (0.62-1.95)
1512715729 GG (n = 206) GT/TT (n = 404)
Total estradiol, pg/mL
For 1-SD log 36 1.36 (0.95-1.94) .09 A7 67 1.20(0.96-1.51) M .54 .68 1.00
T1 <421 8 1 (Reference) 22 1.00 16 1 (Reference) .37 1.00
T2 (4.21-7.27) 14 1.96 (0.85-4.51) 27 1.57 (0.82-2.99)
T13=7.27 14 1.74 (0.68-4.44) 24 1.37 (0.69-2.73)

Abbreviation: NA, not available. Model was adjusted for study center and traditional cardiovascular risk factors including BMI, diabetes,

hypertension, hypercholesterolemia, and smoking status.

@ Including 67 CHD and 38 stroke events.

b pvalue for continuous variable and P for trend for variable in tertiles.
¢ P value after Bonferroni correction.

4 Twelve missed values for rs2234693, five for rs9340799, eight for rs1256049, seven for rs4986938, and 13 for rs1271572.

rying the rs9340799-AG/GG genotype. The excess risk of
IAD in women with the AA genotype was partially ex-
plained by hypercoagulability. No interaction between es-
trogens levels and other ER polymorphisms was observed
in relation to the risk of IAD.

Many studies have investigated the association of ER
polymorphisms with the risk of IAD, but previous data led
to conflicting results. The reasons for such discrepancies
include differences in study population, design, and anal-
ysis together with a strong heterogeneity in quality of in-
vestigations (15). Importantly, although the effect of the
ER polymorphisms on IAD may be different for women
and men, few data were stratified by sex. Furthermore, the
use of HT and/or menopause status were not taken into
account in most studies among women and ultimately,
only a few studies focused on postmenopausal women. A
population-based prospective cohort study including
3488 older postmenopausal women showed a positive as-
sociation of the ESR1 rs2234693-T/rs9340799-A haplo-
type with the risk of myocardial infarction (35). However,

although the results were adjusted for use of HT, no data
were given among women not using estrogens. Consis-
tently, another study having excluded women using HT,
reported an increased risk of stroke in carriers of ESR1
7s2234693-TT (17). By contrast, a Japanese case-control
study including highly selected postmenopausal women re-
ported that the ESR1 7s2234693-CC and 7s9340799-GG ge-
notypes were more common in women with coronary artery
disease than in the controls (36). With regard to ESR2 poly-
morphisms, the Women’s Health Study showed that the
7s1256049-G and rs1271572-T alleles increased CHD but not
stroke risk, whereas the 754986938 polymorphism was associ-
ated with neither CHD nor stroke (18). Most other investiga-
tions among postmenopausal women failed to detect an asso-
ciation of either CHD or stroke risk with the ESR1 and ESR2
polymorphisms (16, 19, 37-39). Therefore, our data are con-
sistent with these null findings, which are also supported by a
meta-analysis (15).

Few studies investigated the interaction between en-
dogenous estrogens and ER polymorphisms in relation to
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health outcomes in postmenopausal women. Interest-
ingly, a Dutch case-cohort study showed that the positive
association between estradiol and breast cancer risk was
more pronounced among women with the 7rs2234693-CT/
TT genotype than among those with the rs2234693-CC
genotype (40). This result may be relevant to our finding
because both 7s2234693 and rs9340799 are in linkage
disequilibrium. To our knowledge, the 3C study is the first
to show that ESR1 polymorphisms may modulate the as-
sociation between endogenous estrogens and TAD risk. As
previously described, plasma estrogens levels were posi-
tively associated with IAD risk in the whole population,
irrespective of ER genotypes (9).

Adjustment for traditional cardiovascular risk factors
yielded similar results, suggesting no major mediator role
of obesity, diabetes, hypercholesterolemia, hypertension,
and smoking status. Therefore, we can hypothesize that
the relationship between endogenous estrogens and IAD
risk among women with the rs9340799-AA genotype
could be driven by other mechanisms involved in athero-
thrombosis such as inflammation and hypercoagulability.
Both endogenous estrogens levels and IAD risk are known
to be positively associated with CRP in postmenopausal
women (21, 30, 41). Moreover, one study reported that
the 7s2234693-T allele carriers exhibited an enhanced in-
flammatory response compared with the CC homozygot-
ous (42). Of note, although 752234693 and rs9340799
polymorphisms are in linkage disequilibrium, inflammation
could be similarly increased in women with 7s9340799-AA ge-
notype as those with 7s2234693-TT genotype. Nevertheless,
in our study, the additional adjustment for hs-CRP did not
change the results, suggesting that the inflammation did not
explain the excess of IAD risk. Alternatively, given that high
endogenous estrogens levels and IAD risk are known to be
associated with hypercoagulability (20, 23, 29, 43), the as-
sociation between endogenous estrogens and IAD risk could
also be mediated through hemostatic variables. Interestingly,
a nested case-control study in the Women’s Health Initiative
trials reported an increased response of plasmin-antiplasmin
to HT in women with the 7s9340799-AA genotype compared
with women with the 7s9340799-AG or rs9340799-GG geno-
types (39).

Although exogenous and endogenous estrogens might
have different metabolic and vascular effects, it can be
suggested that high endogenous estrogens levels play a role
in the thrombotic component of IAD through blood co-
agulation and fibrinolysis activation. In our study, hyper-
coagulability explained a substantial part of the relation
between estrogens and IAD risk in women with the
7s9340799-AA genotype. Further adjustment for hs-CRP
did not change the results, suggesting that changes in co-
agulation pathway may be a more relevant mechanism

Estrogens and Ischemic Arterial Disease
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thaninflammation to explain the effect of estradiol on IAD
among these women. Other unmeasured hemostatic vari-
ables could also be involved in the association of IAD risk
with estrogens in women with the rs9340799-AA geno-
type, and further data on clotting factors are required.

Increased IAD risk in women with elevated estrogens
levels and carrying the 7s9340799-AA genotype does not
necessarily imply that relationship is causal. First, our
findings could be due to the chance. Second, studied ge-
netic variants may be highly correlated with other variants
within ESR1 or nearby genes that are themselves causal in
the development of IAD, suggesting that the ER polymor-
phisms are not the only factor that determines the effect of
estrogen on IAD. Few studies support the functional im-
portance of ESR1 polymorphisms altering the quantity or
the quality of ER-« transcripts or resulting proteins and
the underlying mechanisms related to a direct effect of ER
polymorphism in vascular biology remain to be clarified
(12,28, 44). On the other hand, estradiol levels may have
a genetic basis, especially due to variation in the aromatase
gene as reported (45). Further data are needed to investi-
gate the relevance of aromatase genetic polymorphisms to
our findings.

The strengths of our study include the prospective pop-
ulation-based and multicenter cohort design with a high
participation rate during the 4 years of follow-up. More-
over, baseline data were collected by a direct interview and
high-quality methods of ascertainment of cardiovascular
risk factors and disease outcome were used. In addition,
estrogen measurements and genotyping were conducted
without knowledge of the case or noncase status, using
validated methodology. Furthermore, our genetic-associ-
ation study cannot be influenced by stratification popu-
lation or heterogeneity because most participants were
Caucasian.

Our study has several limitations. First, the small num-
ber of incident cases may result in a lack of statistical
power, especially for subgroup analyses by CHD or stroke
event. In addition, multiple comparisons by different poly-
morphisms could result in falsely positive findings. How-
ever, our results remained significant after Bonferroni cor-
rection for multiple testing. Second, our population study
included older women who were aged 73 years on average
and mostly Caucasian. Our data cannot therefore be gen-
eralized to younger postmenopausal women or other eth-
nic groups. Third, due to the limited quantity of plasma,
baseline estrogens were determined by direct RIAs, which
are less reliable and accurate than chromatography/mass
spectrometry, especially at low levels of estradiol in post-
menopausal women (46). Nevertheless, we used an ultra-
sensitive RIA, with only 8% of estradiol values below the
limit of quantitation, suggesting no misclassification in the
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analyses by tertiles distribution. We acknowledge the lack
of specificity and measurement error of direct RIAs, but
these limitations may lead to underestimate but not cause
associations between estrogens and clinical outcomes (1).
On the other hand, the blood concentration of estrogens
does not necessarily reflect the biologically active forms at
the tissue level because they are dependent on the local
enzyme activity and the binding on the protein transport-
ers such as SHBG.

In conclusion, the ESR1 7s9340799-AA genotype may
increase the IAD risk related to high endogenous estrogens
levels in older postmenopausal women, and hypercoagu-
lability may explain a part of this excess of risk. These
innovative results have the potential to improve the strat-
ification of TAD risk in postmenopausal women whose
IAD risk may depend on both plasma estrogens levels and
the ESR1 genotype and their interaction. However, fur-
ther investigations with a larger sample size using vali-
dated chromatography/mass spectrometry are needed to
replicate these findings and to assess the interaction be-
tween estrogens levels and ESR1 genetics polymorphism
on CHD and stroke risk separately.
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