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Chapitre | ~ METABOLISME DE LA METHIONINE ET METHYLATION DE L'ADN

1- Vue générale

La vitamine B12 et les folates plasmatiques jouent un réle important dans la
méthyiation de I'ADN (1). Ces deux coenzym'es sont nécessaires 4 la synthése de la
méthionine et de la S-adénosylméthionine. La S-adénosyl méthionine est le donneur
habituel de groupements méthyles nécessaires a la maintenance de la méthylation
de 'ADN (2). La méthylation du carbone en position §' du résidu cytosine est
catalysée par les enzymes ADN méthyltransférases qui utilisent un groupement
méthyle venant de la S-adénosyl méthionine. La S adénosyl méthionine provient de
la méthionine qui est elle méme synthétisée par transméthylation de I'homocystéine
par la méthionine synthase (MTR) en présence de coenzymes vitaminiques, ie
méthyltétrahydrofolate et la méthylcobalamine (Figure 1) (3).

2- Méthylation de 'ADN

a- Description

La méthylation des résidus cytosines en position 5' du noyau pyrimidique est
l'une des modifications post réplicatives les plus importantes de I'ADN des cellules
eucaryotes. La méthylation de I'ADN est l'addition covalente d'un groupement
méfhyle sur le carbone en position 5 de la cytosine (Figure 2). Par ailleurs, la
méthylation de I'ADN d'une celiule est reproduite aprés synthése d'’ADN et est
transmise a ses celluies filles. La méthylation de I'ADN est donc préservée aprés la
division cellulaire (4). L'addition covalente d'un groupement méthyle sur les sites
CpG de la fibore d'ADN nouvellement synthétisée est médiée par [ADN
méthyltransférase | (DNMT1). Cette enzyme travailie au niveau de la fourchette de
réplication ou elle méthyle 'ADN contenant des CpG hémi-méthylés (postreplicative
maintenance methylation). Deux autres DNA méthyltransférases ont été clonées
(DNMT3A et DNMT3B) qui catalysent le transfert de groupements méthyles sur
{'ADN nu ("naked DNA") (5).
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Vue générale de ia transméthylation de ’'homocystéine en méthionine, ia méthylation

de '’ADN, et le métabolisme du mono-carbone.

ATP, adenosine triphosphate; PP, pyrophosphate; Pi, phosphate; Adomet,
adenosylmethionine; AdoMcy, adenosylhomocysteine; THF, tetrahydrofolate; FAD,
flavine adenine dinucleotide; BHMT, bétaine homocystéine méthyl-fransférase;
DMG, dimethyliglycine; DHFR, dihydrofolate réductase.
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A: Les cytosines méthylées représentent 0,75 a 1% du total des paires de bases de
I'ADN du génome et environ 70% de tous ies dinucléotides CpG

B: L'addition d'un groupement méthyle sur un résidu cytosine est catalysée par
Fenzyme DNA méthyltransférase (DNMT), utilisant la S-adénosylméthionine (SAM)

comme substrat.

(Figure tirée de Worm et al. (5))
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La plupart des résidus 5-méthyldeoxycytidine sont retrouvés dans la séquence
palindromique du dinucléotide cytosine-guanine (CpG). Au cours de ['évolution, les
dinucléotides CpG ont été progressivement éliminés du génome des cellules
eucaryotes supérieures et sont présents dans une proportion estimée de 5% a 10%
de leur prévalence calculée. La méthylation des cytosines semble avoir joué un role
important dans ¢e processus d'élimination car Ia plupart des sites perdus
correspondent a la conversion de méthylcytosine en thymine par déamination (6).
Dans la situation "normale”, 60 a 90% des séquences CpG du génome sont
méthylées. Les dinucléotides CpG non méthylés restants sont principalement
regroupés (60% a 70%) dans des régions préférentielles riches en séquences CpG,.
appelées ilots CpG. Ces ilots sont fortement présents dans les régions promotrices
ou les exons initiaux des génes (7). Le génome humain contient environ 29 000 flots
CpG dont la longueur varie entre 0,5 et 5 kb et dont la présence est retrouvée tous
les 100 kb environ (6). Normalement, les régions promotrices et ie site de début de
tfanscription (start transcription) d'un géne sont inclus dans les ilots CpG. Si les
facteurs de transcription du géne correspondant sont disponibles et si I'lot CpG reste .
dans un état non méthylé avec une configuration de chromatine ouverte associée a
une hyperacétylation des histones, alors la transcription de ce géne va pouvoir étre
réalisée (8). Un large faisceau d'arguments sur plusieurs années a montré que la
méthylation de I'ADN était incompatible avec l'activité transcriptionnelle (6, 9) (Figure
3).

Les relations exactes entre la méthylation de I'ADN et la modulation de I'expression
des génes restent cependant peu connues. Trois principaux mécanismes ont été
proposés pour expiiquer la répression de la transcription secondaire a la méthylation
de 'ADN (6). Le premier constitue une interference directe des CpG méthylés
empéchant la liaison de facteurs de transcription spécifiques sur leurs sites actifs cis-
de reconnaissance des promoteurs respectifs (Figure 4) (6, 10). Plusieurs facteurs
de transcription, incluant AP-2, c-Myc/Myn, l'activateur AMP cycligue dépendant
CREB, E2F, et NF-xB, reconnaissent des séquences contenant des résidus CpG. 1l
a été ainsi montré que ia méthylation de I'ADN inhibait la liaison de chacun de ces
facteurs de transcription sur le génome. Cependant, cette notion ne semble pas

toujours étre valable car il a été montré que
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Figure 3

CpG island

- Exon 1. - R

SERERE = omoter

Les cytosines non méthylées sont retrouvées avec une forte densité dans les ilots
CpG, qui sont habituellement localisés dans les régions promotrices ou les exons
initiaux des "housekeeping” genes. A: L'état non méthylé (ronds blancs) d'un ilot CpG
(promoteur + exon 1) est associé avec une activité transcriptionnelle. B: la

méthylation de cette région (ronds noirs) induit un arrét de la transcription.

(Figure tirée de Worm et al. (5))
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Figure 4

Direct inlerference with transcription activator
factor binding

a. Active transcription
—*

19
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Interférence directe des CpG méthylés avec la liaison de facteurs de transcription

(Figures tirées de Singal et al. (6))
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d'autres facteurs de franscription (ex: Sp1 et CTF) ne sont pas sensibles a la
méthylation de leurs sites de liaison (ces sites n'ont d'ailleurs pas de dinucléotides
CpG) (6). Bien que ce modéle soit attractif, il semble qu'il ne soit pas toujours
valable. Ce modéle explique en effet uniquement une minorité de situations ou la
méthylation induit une diminution stable de la transcription (stable gene silencing) (5).

Un second mécanisme potentiel de linduction de la diminution de la franscription
correspond & la liaison directe de répresseurs spécifiques transcriptionnels sur I'ADN
méthylé. Deux facteurs, les methy! cytosine binding proteins 1 et 2 (MeCP-1 et
MeCP-2) ont été identifiés et ont comme capaciié de se lier aux résidus CpG
méthylés dans n'importe quel contexte de séquence (Figure 5) (6). La protéine
MeCP-1 se lie sur de multiples sites CpG methylés symétriquement. | a été proposé
que les génes faiblement méthylés forment un complexe instable avec MeCP-1 qui
préviendrait la franscription lorsque le promoteur est faible. Ce complexe pourrait
étre modifié par un promoteur fort, autorisant alors le géne méthyié a étre transcrit. it
a été aussi montré que MeCP-1 intervenait par exemple dans le silencing des génes
embryonnaires de la globine pendant I'érythropoiése normale (8). La protéine MeCP-
2 est plus abondante que MeCP-1 dans 1a cellule, et est capable de se lier a 'ADN
contenant un seul dinucléotide CpG méthyle. MeCP-2, comme les ADN
méthyltransférases, est indispensable pour la viabilité des cellules embryonnaires
ainsi que pour le développement embryonnaire. MeCP-2 posséde deux domaines.
Un domaine de liaison méthyl-CpG qui est essentiel pour la localisation
chromosomique et un domaine de répression de la transcription. Ce domaine de
répression de la transcription peut inhiber la transcription a partir d'un promoteur a
distance, suggérant que MeCP-2 puisse interagir avec les meécanismes de
transcription (6). Récemment, une région de MeCP-2 localisée dans le domaine de
répression de la transcription a été associée avec un complexe corépresseur
contenant e répresseur transcriptionnel mSin3A et les histone déacétylases (11). La
méthylation de I'ADN et la déacétylaiion des histones seraient donc liées a la MeCP-
2, pouvant engendrer ainsi une structure de chromatine plus sévérement répressible
vis a vis de la transcription. Cependant, il a aussi été moniré que MeCP-2 était
capable de diminuer la transcription d'’ADN nu ("naked"} in vitro suggérant que la

structure de la chromatine n'était pas toujours nécessaire pour son action répressive

(6).
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Figure 5
Specific transcriptional repressors

a. Active transcription
—

1 BT

b. Repression by MeCP-1

&

¢. Repression by MeCP-2

eH,

methylated CpG:-
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Induction de la diminution de la transcription correspondant a la liaison directe de
répresseurs spécifiques transcri'ptionnels (MeCP-1 et MeCP-2) sur 'ADN méthylé.

(Figures tirées de Singal et al. (6))
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Le troisiéme mécanisme par lequel la méthylation pourrait diminuer la
transcription est I'altération de la structure de la chromatine (Figure 6) (6). Ce
modéle alternatif met en jeu lapparition de modifications de l'architecture du
nucléosome comme conséquence de la méthylation (12). Ce modéle mettrait en jeu
les histones déacétylases associées 4 MeCP-2, mais aussi d'autres facteurs qui pour
Iinstant sont inconnus (6). Les histone déacétylases catalysent le retrait des
gfoupements acétyle du noyau des histones, conduisant ainsi a transformer une
structure de chromatine ouverte et compétente du point de vue transcriptionne! en
une structure fermée ne pouvant pas étre accessible a la transcription (5) (cf infra).
Les liens entre les protéines méthyl-CpG-binding, les histones déacétylases et les
modifications de structures de la chromatine sont donc des éléments importants
expliguant comment la méthylation de I'ADN peut modifier la transcription. Par
atlleurs, il a aussi été montré que les enzymes DNA méthyltransférases pouvaient
aussi recruter les histones déacétylases sur les sites méthylés (13). Le rdle respectif
des DNA méthyltransférases et des protéines méthyl-CpG binding dans la diminution
de la transcription reste a évaluer (5).

b- Role de la méthylation dans la différenciation et le cycle cellulaire -

Chez les procaryotes, la méthylation a pouf réle principal I'auto-protection des
acides nucléiques de la cellule contre I'action des endonucléases qui sont destinées
a dégrader les acides nucléiques étrangers. Chez les mammiféres, le réle de la
méthylation de I'ADN semble plus complexe. La methylation de 'ADN est un
mécanisme fondamental pour le contréle épigénétique de l'expression des génes et
de ia maintenance de l'intégrité du génome. Par conséquent, I'évaluation du statut de
la méthylation de 'ADN est importante dans toutes les situations faisant intervenir la
variabilité dé I'expression de génes et la maintenance de lintégrité du génome: la" -
réguiation de la croissance cellulaire, {a différenciation tissulaire spécifique et la

carcinogenese (7).

Un aspect important du rdle de la régulation liée a la méthylation de I'ADN est le

processus de déméthylation lors de 'embryogénése. || a &té montré que
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Figure 6

Core histones

Transcription

DNA methylation
c Ac MBD // Methyl-CpG-binding protein
L}

Histone deacetyiase

Modéle de silencing méthylation-dépendant des génes. L'acétylation des histones
induit une structure ouverte de la chromatine qui est associée a une activité
transcriptionnelie. Les cytosines méthylées sont reconnues par les protéines methyl-
CpG-binding proteins (MBD), qui a leur tour recrutent les histones déacetylases
(HDAC) au niveau du site de méthylation. La structure de la chromatine devient alors
fermée a l'activité transcriptionnalie.

(Figure tirée de Worm et al. (5))
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durant le développement initial de I'embryon (avant implantation), une réduction
“importante de la méthylation globale était observée. Cet état était ensuite suivi par
une vague de méthylation de novo concernant la plupart des résidus CpG mais
laissant les ilots CpG non méthylés au moment de limplantation (6). Aprés
l'implantation, la plupart de 'ADN génomique était méthyle, alors que les génes
spécifiques de tissus subissaient une hypométhylation dans leur tissu d'expression
(14). A l'age adulte, alors que la majorité des ilots CpG restent libres de toute
méthylation et sont associés avec des génes ayant une transcription active (appelés
"housekeeping genes"), certains flots CpG sont normalement méthyiés et
correspondent aux génes “imprinted" (gene imprinting) ou a [inactivation du
chromosome X. Enfin, un autre probleme important est pour linstant non résolu. i
s'agit de savoir si la méthylation de I'ADN et le silencing transcriptionnel génomique
est un mécanisme primaire ou alors un effet secondaire a l'activité d'un géne pour
l'instant inconnu (6).

Des données ont suggéré que la méthylation de 'ADN pourrait aussi étre liée
& l'auto-immunité. Les études initiales ont ainsi montré que le traitement des
lymphocytes T CD4+ avec un. inhibiteur de la méthylation (5-azacytidine) pourrait
'induire une autoréactivité (15). Les ceilules traitées par la 5-azacytidine ont ainsi
répondu a leurs propres molécuies du complexe majeur d'histocompatibilité de type il
pendant une période d'environ 2 semaines. Cette autoréactivité était corrélée avec
augmentation de |'expression des fonctions lymphocytaires associées a 'antigéne
LFA-1 et a la transcription de CD11a (16). L'observation qu'une simple médication
inhibitrice de la méthylation puisse induire une autoimmunité dans les lymphocytes
normaux suggére qu'un mécanisme similaire puisse exister in vi\}o. Ceci a été teste
en fraitant un lymphocyte T de souris avec la 5-azacytidine et en injectant cette
cellule autoréactive dans une autre souris syngénique. Les souris recevant les
cellules traitées ont développé des anticorps anti-ADN et une auto-immunité qui
rhistologiqueme‘nt ressemblait au lupus humain. Ces réactions n'ont pas été
observées lors de tinjection de cellules non traitées (15). Des lymphocytes T rendus
autoréactifs par transfection de LFA-1 ont induit les mémes résultats, soulignant le
réle de I'hyperexpression de LFA-1 dans le mécanisme d'auto-immunité. Ces
données suggérent que ia modification de la méthylation (hypométhylation) des
iymphocytes T pourrait contribuer au développement de maladies auto-immunes.
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Ceci a été confirme par I'observation que les lymphocytes T de patients présentant
un lupus actif avaient une hypomeéthylation globale de I'ADN (15).

Le rdle de la méthylation de YADN sembie aussi important lors du
vieillissement cellulaire. Le niveau génomique total de déoxyméthyicytosine décroit
progressivement avec ['4ge chez la plupart des vertébrés. 1'hypométhylation
progressive au fur et & mesure de I'dge a été documentée chez le saumon, la souris,
le rat, la vache et 'homme dans des tissus aussi variables que le cerveau, le foie, la
muqueuse du gréle, le coeur, [a rate et les lymphocytes T. Par contre chez le rat, le
poumori ne semble pas étre hypométhylé avec le vieillissement et le contenu rénal
de déoxyméthylcytosine augmente avec I'age (15). Un groupe de génes semblent
' changer leur statut de méthylation avec le vieillissement et de fagon spécifique a
certains tissus. Par exemple, e géne de la B-actine et le géne ¢-myc se démeéthylent
avec 'age dans la rate de rats et de souris respectivement. Beaucoup d'autres génes
changent leur statut de méthylation au cours du vieillissement (17). D'une maniére
plus générale, il est considéré que certains loci dans des tissus spécifiques subissent
une hypométhylation avec l'age alors que d'autres subissent une hyperméthylation

(15). Ceci pourrait correspondre a des modifications de fonction cellulaire et de -
"l'expression de génes associées au vieillissement. Les mécanismes contribuant aux
modifications cellulaires dépendant de l'4ge ne sont cependant pas encore
clairement établis (15). |

3- Statut nutritionnel et méthylation de I'ADN

Plusieurs études ont suggéré que le statut nuiritionnel influengait
I'nypométhylation globale de I'ADN. Les facteurs alimentaires intervenant dans le
métabolisme de la méthionine et qui sont susceptibles d'avoir un impact sur la
méthylation de I'ADN sont principale'ment la vitamine B12, la vitamine B9 (folates), la
méthionine et la choline. D'autres facteurs alimentaires sont la vitamine BG
(pyridoxine), la vitamine B2 (riboflavine), et l'alcool (18). Ces facteurs alimentaires
ont une action sur les principales enzymes du métabolisme de la reméthylation de
I'homocystéine. La vitamine B12 est ainsi un co-substrat de la MTR. La vitamine B9
est un co-substrat de la MTR et interagit avec la MTHFR. La vitamine B6 est utile
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dans le métabolisme de la CBS et de la BHMT. Enfin, la vitamine B2 interagit avec la
MTRR (méthiconine synthase réductase) et la MTHFR (Figure 1). .

a- La vitamine B12

La vitamine B12, ou cobalamine, est une molécule organométallique
présentant une liaison carbone-cobalt rarement rencontrée dans la nature. Elle
appartient 2 une classe de composés complexes appelés corrinoides. La vitamine
B12 est présente dans les aliments dérivés des animaux mais elle n'est synthétisée
que par certains micro-organismes. L.a molécule de corrinoide est constituée de trois
parties: un noyau tétrapyrrolique central appelé noyau corrine et deux chaines
axiales, I'une en position o avec un groupement pseudo-nuciéotidique
diméthylbenzimidazole et l'autre en position B qui détermine le nom du composé
vitaminique (19). Dans I'adocobalamine (AdoCbl), le cobalt se trouve lié a un radical
5‘-désquadénosy! alors que dans l'autre coenzyme, la méthylcobalamine (MeCbl), e
radical li¢ au cobalt est un groupement méthyle. Les cobalamines sont les
coenzymes de deux réactions de transfert. La premiére consiste en un transfert intra-
chaine d'hydrogéne (exemple : conversion du méthylmalonyl-CoA en méthylsuccinyl-
CoA). Le deuxiémé type de réaction mettant en jeu les coenzymes B12 est le
transfert inter—md{écu!_aire‘ de groupes méthyles' (20). La méthylcobalamine est le
coenzyme de la méthionine synthase et permet la synthése de ia méthionine a partir
“de I'hombcystéine, en présence d'un cosubstrat, e méthyltétrahydrofolate.

_Lorsqué la concentration en vitamine 'B12 et en méthionine est basse, la
synthése de S-adénoSy! méthionine est réduite. La méthylation de I'ADN est par
conséqdenf théoriquement réduite. Cepéendant, les résultats des études de cultures
cellulaires in vitro et des études in vivo chez le rat n'ont pas clairement établi de lien
entre la éérence en vitamine B12 et I'nypométhylation de VYADN, ni de lien entre ia
carence en vitamine B12 et l'augmentation de Finstabilité génomigue (considérée.
comme secondaire a I'hypométhylation de 'ADN) (1). Chez i'homme, il a éte retrouvé
dans une étude portant sur 22 sujets splénectomisés qu'un faible taux plasmatique
de vitamine B12 (<200 pg/mL) (avec des taux faibles de folates) était corrélé avec un
index élevé de micronucleus (marqueur précoce de iésions chromosomiques

considérées comme secondaires & I'hypométhylation de I'ADN) (21). Dans une étude
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de 10 patients présentant une anémie pernicieuse, 3 avaient des aberrations
chromosomiques et 8 une augmentation de la fréquence des micronuclei dans les
cellules hématopoietiques (22). Fenech et al. ont aussi objectivé, dans une étude de
64 hommes sains agés de 50 a 70 ans, que lindex de micronucleus était
négativement corrélé (P=0,013) au taux sérique de vitamine B12 (23). Par contre ces
mémes auteurs n'ont pas retrouvé de lien entre le taux de vitamine B12 et
I'hypométhylation de 'ADN (24).

b- La vitamine B9

La vitamine B9 (les folates) constitue une classe de coenzymes jouant un réle
dlintermédiaires métaboliques dans le transfert de noyaux monocarbonés
nécessaires a la synthése des purines, de l'acide désoxythymidylique et de la
méthionine. Au cours de la synthése de la méthionine, acide aminé essentiel, le
groupement méthyle transféré sur I'homocystéine provient du méthyliétrahydrofolate
(MeTHF), forme circulante prédominante des folates, elle-méme produit de la
réduction  du méthylénetétrahydrofolate (5,10-CH2  THF) par la
méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR). Les folates ont donc un réle central
dans le transfert de groupements monocarbonés pour d'une part la mét_hylation de
I'ADN et d'autre part la synthése de nucléctides (Figure 1). Le métabolisme des
groupements monocarbonés est constitué par un réseau de réactions biochimiques
en interrelation dans lequel une unité carbone (-CH3) est transférée au
tétrahydrofolate (THF) pour réduction ou oxydation et/ou transfert a d'autres
composés. Normalement, un carbone est transféré de la sérine ou de la glycine au
tétrahydrofolate pour former le 5,10-méthylénetétrahydrofolate. Ce composé est soit
utilisé pour la synthése de thymidine (incorporée ensuite a I'ADN), soit oxydé en
formyl-THF pour la synthése des purines (utilisées pour la synthése d'’ADN ou
d'ARN), soit réduit en 5-méthyltétrahydrofolate et utilisé pour méthyler I'homocystéine
'bour former de la méthionine. La méthionine est convertie en S-adénosylméthionine
qui est un donneur universel de groupements méthyles pour méthyier 'ADN, I'ARN,
ies hormones, les neurotransmetteurs, les membranes lipidiques, les protéines et
autres moiécules (25). Les trois molécules interagissant avec le THF sont chacune
importante pour une voie métabolique: ie méthyl-THF est nécessaire a la synthése
de méthionine (méthylation de I'ADN), le 5,10-méthyléne THF est important pour la
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thymidylate synthase (synthése d'ADN), et le 10-formyltétrahydrofolate est
nécessaire a la synthése des purines (26) (Figure 1).

Les études de cultures in vitro ont montré que les cassures chromosomiques
et l'index de micronucleus des lymphocytes étaient augmentés lorsque le milieu de
ces cultures cellulaires était appauvri en acide folique et en thymidine (1). Les
résultats des études effectuées sur des rongeurs suggérent que la carence sévere
en folates induit une hypométhylation globale de 'ADN (foie et colon) mais aussi des
cassures chromosomiques avec une augmentation de 1‘incorp0ration des sites
uraciles et apuriniques dans 'ADN (1, 26-28). Du point de vue de la carcinogénése,
I'nypométhylation localisée dans un locus précis est probablement un facteur plus
important que 'hypométhylation globale de 'ADN. Des observations de rats folate-
déficients ont ainsi confirmé que la carence alimentaire en folates était suffisante
pour induire une hypométhylation dans une région "hypermutable” du gene p53 (27).

Des données similaires ont &té rapportées chez I'homme (26). Une étude dé
déplétion/réplétion réalisée chez 9 femmes post-ménopausées placées dans une
unité metabolique en situation de carence en acide folique a permis de retrouver une
hypomeéthylation globale dans les lymphocyles des patientes (29). Cette
hypométhyiation était > 100% aprés 9 semaines de régime alimentaire pauvre en
folates (56-11 microg/jour), et diminuait significativement trois semaines apres la
- réintroduction de l'acide folique (286-516 microgfiour). La supplémentation en folates
a augmentié l'extension de la méthylation de 'ADN chez des patients présentant un
adénome du colon (30). La méthylation de FADN était diminuée dans des cellules de
colon humain immortalisées en I'absence de folates (31). Fowler et al. (32) et Cravo
et al. (33) ont montré en utilisant la méthode Sss1 methylase assay que
'hypométhylation de I'ADN des cellules épithéliales de cancers cervicaux,
gastriques, coliques et rectaux était aussi corrélée significativement au taux sérique
et tissutaire de foiates. Linduction de I'hypométhylation génomique a été considérée
comme étant principalement secondaire a l'augmentation de I'homocystéine, qui a
son tour augmente la concentration de S-adéncsylhomocystéine et qui est
considérée comme étant inhibitrice des réactions de méthylation. Dans une étude de

prévalence, d'autres auteurs n'ont cependant pas retrouvé de lien entre e taux de
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vitamine B9 et I'nypométhylation de 'ADN (24). L'influence du statut nutritionnel B9
sur la méthylation specifique a été moins clairement établie (34).

¢- La méthionine et la choline

La methionine est un acide aminé soufré que les mammiféres ne peuvent pas
synthétiser de novo. Cette synthése se fait a partir de 'homocystéine en présence de
deux coenzymes donneurs de groupement méthyle, le methyitétrahydrofolate
(MeTHF) et la meéthylcobalamine (Figure 1). Les besocins en méthionine sont
physiologiquement couverts par l'alimentation et par la reméthylation méthionine
synthase dépendante de I'homocystéine

L'origine de la choline est alimentaire. Elle est nécessaire a la synthése des
membranes  cellulaires  (phospholipides, lysophosphatidylcholine, choline
ptasmalogéne et sphingomyéline). Elle est aussi nécessaire a la biosynthese desr
neurotransmetteurs cholinergiques (acétylcholine), au' transfert transmembranaire
- des signaux, au transport et métabolisme des lipides (cholestérol) et est aussi une
source importante de groupements méthyles (35).

La seule source de choline autre que I'apport alimentaire, est sa synthese de
novo par la phosphatidyléthanolamine-N-méthyltransférase. Les voies métaboliques'
de la choline et du métabolisme du monocarbone interagissent au niveau de la
synthése de methionine a partir de I'homocystéine. La méthionine est aussi
régénérée a partir de I"homocystéine dans une réaction catalysée par la bétaine
homocystéine méthyltransférase (BHMT), dans laquelle la bétaine qui est un
meétabolite de la choline, sert de donneur de groupement méthyle (Figure 1) (36).
Les concentrations de bétaine dans le foie de rats carencés en choline sont
fortement diminuées, ainsi que les concentrations de folates (35). Le foie et le rein
sont les tissus principaux dans .lesquels lenzyme bétaine homocystéine
méthyltransférase est exprimée chez 'homme (37). Une perturbation en folates ou
dans le métabolisme de la méthionine induit des modifications dans le métabolisme
de la choline et vice versa. Lors d'une carence en choline, la concentration hépatique
de choline décroit rapidement. Dans le méme temps, les concentrations de S-
adénosyl méthionine sont diminuées. Il a été suggéré que la disponibilité de la
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méthionine puisse limiter la synthese de S-adénosylméthionine lors d'une carence en
choline car la méthionine synthase (MTR) seule pourrait alors ne pas synthétiser
suffisamment de méthionine pour compenser la diminution de Ia synthése bétaine
dépendante (36). 1l est aussi intéressant de noter que I'ADN n'est pas hypométhyié
chez la souris méthionine adénosyltransférase 1A gene knock-out, sauf si I'animal

est carenceé alimentairement en choline (38).

d-_Interrelations des métabolismes de la_méthionine, de la choline et des

folates
.

L'alimentation apporte 3 sources principales de groupements méthyles: ia
méthionine, les folates et la choline (39). Il est bien établi que les voies métaboliques
de la méthionine, des folates et de la choline sont interdépendantes. Par exemple,
lorsque {'apport exogene de méthionine et de choline est limité dans I'alimentation, la
guantité de folates nécessaire a la reméthylation de I'homocystéine pour former de la
méthionine est plus importante (40). La carence en tétrahydrofolate secondaire a une
alimentation sans folates, induit une diminution de la concentration hépatique de
choline et de S-adénosyl méthionine (39). Poirier et al. ont réecemment rapporté gque
ta S-adénosylméthionine chez les sujets normaux était négativement corrélée au
taux des folates et de la vitamine B6 (41). A l'inverse, la concentration hépatique de
folates diminuait de 31-40% aprés 2 semaines de régime alimentaire carencé en
choline chez le rat (42). Cet effet était réversible aprés re-supplémentation en
choline. Les rats carencés en méthionine et choline pendant 5 semaines avaient une
concentration hépatique en folates qui était a 50% de la valeur de celle des rats
contrbles (43). Lors d'une carence en choline, les concentrations hépatiques de S-
adénosylméthionine diminuaient aussi de 50% (44) et les taux d’homocystéine
étaient doublés (45). Le métabolisme de la choline, de la méthionine et des folates
interagit au niveau ol !'homocystéine est convertie en méthionine (35). Cette
interrelation étroite dans le métabolisme de ces frois sources alimentaires de
groupement méthyles signifie que I'ensemble de ces parameétres doit étre évalué
lorsque la retation entre carence alimentaire et méthylation de 'ADN est étudiée.

e- Méthionine, choline, folates et méthylation de 'ADN




25

Chez I'homme, les sources alimentaires majeures de groupements méthyles
viennent de la méthionine (environ 10 mmol de méthyle/jour), du métabolisme du
monocarbone via le méthylfolate (environ 5-10 mmol de méthyiefjour), et de la
choline (Figure 7). Il a été montré que les animaux carencés en choline et en
méthionine ont une hypométhylation globale de FADN (46-4S). Llinduction de
hypométhylation génomique a été considérée comme é&tant principalement
secondaire a l'augmentation de 'homocysiéine, qui augmente la concentration de S-
adénosylhomocystéine et qui est considérée comme étant inhibitrice des reéactions
de méthylation (Figure 8). C'est pour cette raison que le taux plasmatique de SAH et
non les concentrations de SAM a été retrouvé comme facteur le plus prédictif de la
méthylation de ['ADN (26).

Il a été aussi montré que cette hypométhylation n'était pas uniquement globaie
mais aussi spécifique (50). L'augmentation de 'ARNm de c-fos, c-Ha-ras et c-myc a
été par exemple corrélée a une hypométhylation de sites spécifiques localisés dans
ces génes, et ce une semaine aprés le début de la carence alimentaire de
méthionine et choline chez le rat (51, 52). Chez la souris, la carence alimentaire en
méthionine et choline a aussi &té associée a une hypomeéthylation des oncogénes c-
Ha-ras et raf (53). Les effets de la carence alimentaire sur la méthylation de 'ADN
semblent intervenir rapidement ( < une semaine chez le rat Fisher) et avant la
formation d'une tumeur dans le foie (46). Cette méthylation semble aussi réversible
car une a deux semaines aprés restauration d'un régime alimentaire adéquat, il a été
observé une régression de I'hypométhylation (54).
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Figure 7
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La méthylation de I'ADN dépend de la disponibilité des groupements méthyles
venant de S-adénosylméthionine. La voie de fransméthylation (homocystéine -->
- méthionine) s'interconnecte avec les voies de la choline et du tétrahydrofolate. La
perturbation d'une des trois voies métaboliques s'accompagne de modifications

compensatoires des deux autres.

(Figure tirée de Niculescu et al. (39))
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pyrophosphate; THF, tetrahydrofolate; 5-CH3 THF, 5-methyi-tetrahydrofolate; CBS,
cystathionine p-synthase.

(Figure tirée de James et al. (55))
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CHAPITRE I - ACETYLATION / METHYLATION DES HISTONES ET
REGULATION DE LA TRANSCRIPTION

1- Acétylation des histones

La notion de nucléosome est connue depuis environ 30 ans. Le nucléosome
est considéré comme étant l'unité fondamentale de la structure de la chromatine des
cellules eucaryotes. Initialement, la compaction de 'ADN associée aux histones en
des structures trés organisées, appelées chromatine, a été considérée comme
permettant de résoudre ie probléme de limitation d'espace dans le noyau cellulaire.
La notion de lien entre le nucléosome et la fonction du génome a aussi été introduite
depuis les années 1960 (56). Les nucléosomes sont les unites de la structure
fondamentale de la chromatine et correspondent a 146 paires de bases d'ADN
enrouiées en deux tours autour d'un noyau octamérique de protéines histones: H2A,
H2B, H3 et H4. D'autres compactions de I'ADN sont aussi réalisées en association
avec la proiéine histone H1, correspondant a la superstructure hélicoidale appelée
"la fibre de 30 nm" (57). La structure de la chromatine est la méme dans quasiment
toutes les cellules eucaryotes. Cependant, in vivo cette structure trés conservée est
sujette a de nombreuses modifications enzymatiques qui induisent une capacité
quasiment infinie de variabilité de conformation. Une contribution majeure a cette
hétérogénéicité est la modification enzymatique post-transiationnelle de la queue N-
terminale des histones. Ces ferminaisons sont exposees a la surface du nucléosome
et peuvent étre modifiées par acétylation, phosphorylation, méthylation, ubiquitination
et ADP-ribosylation d'amino-acides spécifiques. Les terminaisons amino-terminales
des histones sont moins structurées que les régions des histones correspondant aux
zones d'enroulement de I'ADN et interagissent aussi avec I'ADN chargé
négativement (backbone) ou avec les protéines associées aux chromatines (58). De
toutes ces modifications, I'acétylation du groupe s-amino du résidu lysine est le plus
frequent et le plus &tudié (59). Cette acétylation correspond a un transfert de groupe
acétyle a partir de I'acétyl-coenzyme A a un groupe e-amino de résidu lysine présent
dans la queue N-terminale des histones. La premiére observation d'un lien entre
activité histone acétyliransferase (HAT) et transcription de génes n'a été réalisée
qu'en 1996 (60). Cependant, le mécanisme précis qui lie I'acétylation et la régulation

de la transcription est peu connu. Il est cependant admis que les modifications
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induites dans la structure de la chromatine par l'acétylation modulent probablement
l'accés des séquences cis de régulation aux protéines non-histones (56). Ainsi, la
chromatine comprenant les flots CpG est généralement largement acétylée, sans
histone H1, et présente une région d'ADN sans nucléosome. Cette configuration de
chromatine ouverte permettrait une interaction des facteurs de transcription avec les
promoteurs des génes (6).

De nombreuses protéines co-activatrices sont maintenant connues pour avoir
une activité HAT et peuvent &tre regroupées en 5 families (GCNS/PCAF; TAF11250;
CBP/p300; SRC et la famille GNAT related). Au moins un activateur spécifique de
séquence se liant 4 'ADN (ATF-2) posséde aussi une activité HAT. Les expériences
dimmunoprécipitation de chromatine utilisant des anticorps spécifiques pour
l'isoforme histone acétylée montrent que les HAT remodélent la chromatine
préférentiellement dans les régions promotri%es, et probablement facilitent la liaison
avec d'autres facteurs de la transcription. Les étapes ultérieures de la transcription
nécessitent aussi probablement l'acétylation des histones. La répartition de
I'acétylation des histones sur différents génes pourrait correspondre a la combinaison
des enzymes recrutées aux différentes étapes de la transcription. L'acétylation des
histones est un processus réversible et les deacétylases font aussi partie intégrale
des cycles de transcription. L'acétylation est généralement associée a une activation,
alors que 'absence d'acétylation tend plutét a étre corrélée avec la repression. Ces
deux procédés de régulation travailleraient en harmonie et en équilibre pour obtenir
des niveaux appropriés de transcription (61). Les modifications observées sur la
partie terminale des histones pourraient aussi correspondre a la complexité du "code
des histones" qui a eté proposé pour expliquer la régulation de l'expression des
génes. Le code des histones tiendrait compte aussi des autres modifications comme
la méthylation et la phosphorylation. Chaque modification pourrait ainst cotrespondre
a un mot, et 'ensemble des modifications pourrait correspondre a une phrase qui

serait lue par les facteurs de la transcription. Autrement dit, il est considéré que les

différentes combinaisons d'acétylation ou de méthylation des lysines sur la queue
des histones pourraient avoir un effet antagoniste ou coopératif concernant leurs
effets biologigues et la transcription (56).
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2- Méthylation des résidus lysine et acétylation des histones

L'enroutement de I'ADN des cellules eucaryotes pour former des nucléosomes
représente un obstacle majeur a la transcription qui doit étre levé pour pouvoir
réaliser la transcription du génome. Des données récentes indiquent que {'acétyialion
du noyau des histones est directement liée a l'activation de la transcription. Cette
- acétylation est catalysée par les histones acétyitransférases (HAT) et diminuée par
les histones déacétylases (HDAC). L'acétylation enzymatique du groupe s-amino des
résidus lysines de 1a terminaison amino-terminale des histones diminue leur charge
positive. Comme ces terminaisons sont fortement basiques, il a été postulé que
Facétylation diminuait leur affinité pour 'ADN chargé négativement (par la présence
des phosphates PO4-) et facilitait la liaison de protéines qui régulebt la transcription.
De plus, d'autres données récentes suggérent que {'acétylation des histones pourrait
aussi modifier la structure de la queue des histones en augmentant leur contenu en
hélice-alpha (58).

En comparaison, la méthylation des queues des histones ne modifie pas la charge
globale de ces terminaisons, mais augmente leur caractére basique et leur
hydrophobie par l'addition de groupements méthyles (mono, di ou tri) (Figure 9). De
plus, 'addition de groupements méthyles sur la queue des histones augmente leur
affinité pour les molécules anioniques (ex: ADN) ainsi que leur résistance a la
digestion par la trypsine. D'une maniére générale, ceci montre quil existe une
association entre la queue méthylée des histones et 'ADN. Plus précisément, de
facon similaire & l'acétylation, la méthylation des histones pourrait altérer linteraction
de la queue des histones avec 'ADN et/ou les protéines associées a la chromatine et
ainsi modifier la structure des nucléosomes et ieurs fonctions (58). La méthylation
des histones est catalysée par les histones méthyi-transférases (HMT), qui utilisent
la S-adénosylméthionine (SAM) comme cofacteur. Les hisiones aceétyltransférases
(HAT) utilisent 'acétyl-coenzyme A comme cofacteur. Contrairement a l'acétylation,
la majorité des données disponibles suggére que la méthylation de la queue des
histones est irréversible. L'existence d'une histone déméthylase (HDM) semble peu
probable car il n’existe pas d'observation de diminution des histones méthylées de la

chromatine.
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Figure 9
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Structure moléculaire de la lysine, acetyllysine et methyllysine. Les résidus lysine
présents sur les queues amino-terminales des histones peuvent étre modifiés de
facon post-transcriptionnelle par acétylation ou méthylation. 'acétylation est
catalysée par les histones acétyltransférases (HAT) et la déacétylation se fait par les
 histones déacetylases (HDAC). La substitution méthyle se fait par les histones
méthyi-transférases (HMT) et la réaction inverse pourrait étre die a des histone

déméthylases (HDM 7?) dont I'existence n'est pour linstant pas prouvée.

(Figure tirée de Rice et al. (58))
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Cependant, de fagon similaire a l'acétylation, il est probable que la régulation ou le
ciblage de la déméthylation des histones se fasse sur des résidus spécifiques (loci
spécifiques ou promoteurs), bien que ces activités de déméthylation n'aient pas été |
encore observées (Figure 9).

Les cibles principales de I'acétylation sont des résidus lysine localisés dans
les queues amino-terminales des histones H3 et H4. Ces modifications sont aussi
observées dans les queues des histones H2A et H2B (58, 62). De fagon similaire, la
méthylation post-traductionnelle des histones est aussi un éveénement non-aléatoire
in vivo puisque des lysines (et arginines) spécifiques sont méthylées sélectivement. Il
est aussi considéré que, de fagon similaire aux HAT, chaque HMT posséde
probablement ses propres paramétres ainsi qu'une préférence, voire une spécificite,
pour des histones et des résidus lysine. La méthylation de la lysine 9 de I'histone H3
joue principalement un réle négatif sur la transcription. De plus en pius de données
suggérent que la méthylation de K4 de l'histone H3 est au contraire associée a
l'activation de la transcription. En effet, les méthyi-transférases capables de méthyier
la lysine 4 de l'histone H3 sont généralement des activateurs transcriptionnels,
comme Ash1 ou SET1, ou bien sont physiquement associées a des co-activateurs
(63). Par ailleurs, I'hictone H3 méthylée sur la lysine 4 est enrichie dans les zones
transcriptionneliement actives. La conséquence moléculaire de la méthylation de la
lysine 4 n'est pas encore connue. L'hypothése la plus probable serait que la
méthylation de cette lysine favoriserait le recrutement d'un facteur activateur, ou au
contraire inhiberait l'interaction d'un complexe répresseur. Il semble aussi que la
méthylation soit une modification beaucoup moins dynamiqué que l'acétylation ou Ia.
phosphorylation des histones (63). Des données récentes suggérent aussi que
chague lysine des queues de H3 ou H4 est soit acétylee soit méthylée (58). Ceci
pourrait correspondre a des contextes biologiques différents. La'méthylation de la
lysine 9 de I'histone H3 joue un rdie majeur dans le silencing (terme qui désigne la
répression transcriptionnelle qui s'exerce sur un large domaine chrormatinien). Les
histones méthyliransérases de la famille Suv39H1, qui sont strictement specifiques
de la K9 de I'histone H3, sont en effet requises chez {a drosophile pour e silencing
de génes positionnés au voisinage d'un centromére (hétérochromatine peéricentriqgue)
(64). Par ailleurs, il est aussi possible que d'autres lysines habituellement acétyiées
soient aussi des cibles pour la méthylation, comme il est possible que 'acétylation ou
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fa méthylation soient exclusives pour une lysine donnée. Par exemple, des
préparations de chromatine active sur le plan franscriptionnel ont une histone H4
hyperacétylée et pluidt une méthylation des: histones H3. Ceci suggére que ces
modifications pourraient agir de fagon synergique pour promouvoir la transcription
par un moyen pour l'instant encore inconnu (58). Certains auteurs considérent méme
. que la méthylation de 'ADN pourrait avoir un réle prépondérant sur la déacétylation
des histones dans finduction de la répression de la franscription (6).

3- Acétylation des histones, méthylation de 'ADN et agents thérapeutiques

Alors que linactivation des génes suppresseurs de tumeur par des
mécanismes génétiques (délétion, mutation) et épigénétiques (acétylation,
| méthylation) sont équivalents du point de vue fonctionnel, il existe entre eux des
différences fondamentales importantes concernant le mécanisme et la cible des
agents thérapeutiques. Ainsi, un événement génétique constitue une lésion et une
altération de la séquence de I'ADN qui est fixe et irréversible; et qui induit uhe
inactivation définitive du géne. A linverse, ies modifications épigénétiques ne
modiﬁent pas !a séquence de I'ADN e’t sont potentiellement réversibles. La
- suppression des modifications induites par les facteurs épigénétiques pourrait se
- faire a deux niveaux: linhibition de la méthylation de I'ADN et [linhibition de la
déacétylation des histones (Figure 10) (5). Des inhibiteurs de la méthylation de
'ADN- et des histone déacétylases sont disponibles et peuvent moduler ia
transcription de .génes in vitro et in vivo a des concentrations non toxiques. Un
inhibiteur spécifique de la méthylation de I'ADN, la 5-aza-2'-deoxycytidine, a éié
largement utilisée comme agent déméthylant in vitro, et est par exemple utilisé
cliniquement dans le traitement des leucémies aiglies et des myélodysplasies (65).
De fagon similaire, des expériences de cuitures cellulaires ont montré que les
inhibiteurs des hiétones"déacétylases (ex: Trichostatine A) pouvaient réactiver un
ensemble de génes qui étaient épigénétiquement dans un état initial non compatible
avec leur transcription. Plusieurs de ces inhibiteurs sont actuellement évalués dans
des études cliniques de phase Il (66). Il a par ailleurs aussi ét¢ montré que la
répression transcriptionnelie in vivo pourrait étre diminuée par un inhibiteur de la
déacétylase, suggérant que les deux mécanismes giobaux de la régulation des
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Figure 10

Inhibitors of histone deacetylase
(e.g., trichostatin A)

Inhibitors of DNA methylation
(e.q., 5-aza-2'-deoxycytidine)

La diminution de la transcription correspondant a un état de chromatine ayant une
méthylation des promoteurs pourrait étre améliorée (ré-augmentation de la
transcription) par [I'utilisation d'inhibiteurs de la méthylation de I'ADN ou de
l'acétylation des histones. Le 5-aza-2'-deoxycytidine est un analogue des cytosines
qui est incorporé dans I'ADN et qui agit comme un inhibiteur covalent des DNA
méthyltransférases (DNMT). L'inhibition des histone déacetylases favorise
Facétylation du noyau des histones.

(Figure tirée de Worm et al. (5))
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génes pourrait étre la méthylation de I'ADN et la déacétylation des. histones (11).
Cependant, linconvénient majeur de ces deux types de médications (inhibiteurs de la
méthylation de 'ADN et des histone déacétylases) est leur absence de spécificité.
Ainsi l'activation concomitante de génes qui normalement sont silencieux, mais qui
contribuent & Pimmortalisation cellulaire et a ia progression de la cancérogénése,
pourrait significativement compromettre par ailleurs le bénéfice de ces médications
sur les génes ciblés intialement. Des recherches ultérieures devraient donc pouvoir
permettre de développer des stratégies pour réactiver de fagon plus spécifique les
génes d'intérét (5). Par ailleurs, d'autres molécules comme le suberoylanilide
‘hydroxamic acid (SAHA) sont des inhibiteurs plus spécifiques des histones
déacétylases et pourraient avoir une action plus importante. Ces molécules sont en
cours d'évaluation (67).
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CHAPITRE Il - METHYLATION DE L'ADN ET CARCINOGENESE

1- Métabolisme et carcinogénése

Le lien entre statut vitaminique et apparition de cancers a commenceé a étre
étudié dans les années 1970 lorsqu'il a été fait I'hypothése que Tl'exposition a la
fumée de cigarétte rendait 'épithélium bronchique plus sensible a l'apparition de
cancer par l'intermédiaire de ia carence tissulaire en vitamine B12 et folates (34'). La
carence tissulaire pouvait étre expliquée par l'inactivation directe des folates
secondaire a !'action des hydrocarbones carcinogénes (cyanates, isocyanates) et &
l'inactivation de la vitamine B12 par {'oxyde nitrique et les nitrites. L'ensemble de ces
molécules est contenu dans la fumée de cigareties. Plusieurs éfudes
épidémiologiques récentes chez 'homme ont montré qu'il existait un lien entre la
carence en vitamine B12, en folates et en méthionine et le risque de cancer dans
divers organes. Il s'agit principalement du colon, du sein, du col utérin, du poumon,
de l'estomac, du pancréas, et du myélome multiple (41, 68-71). Jusqu'a présent le
fien le plus évident entre le métabolisme du monocarbone et le cancer est ia relation
enfre les folates et le cancer colorectal {72). Les folates pourraient avoir
potentiellement la possibiiité de réduire la carcinogénése par divers mécanismes
incluant la maintenance de la synthése normale d'ADN et la méthylation de I'ADN.
Comme cela est visualisé sur ia figure 1, le 5-méthyletétrahydrofolate est essentiel
pour la rhéthylation de I'ADN, et les folates sont nécessaires sous ia forme de 5,10-
méthylénetétrahydrofolate pour convertir le déoxyuridylate en thymidylate. Cette
derniére réaction est nécessaire pour la synthése et la réparation de {'ADN. Lorsque
les niveaux de 5,10-méthylénetétrahydrofolate sont inadéquats, lincorporation
d'uracile (2 la place de thymidine) est observée a des taux élevés lors de la synthése
d'ADN (73). La carence en folates est donc liée a lincorporation massive d'uracile
dans I'ADN chez homme, induisant une augmentation de fréquence des cassures. -
chromosomiques (74). L'altération de la méthylation (hypométhylation globale et
hyperméthylation spécifique) est aussi un mécanisme important de l'apparition de
cancers (cf Infra).
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La plupart des cancers colorectaux proviennent d'adénomes colorectaux qui
sont considérés comme des lésions précancéreuses précédant l'apparition de
cancers de plusieurs années. La carence en folates a été clairement liée a
Faugmentation de l'incidence des adénomes colorectaux avec des risques relatifs
variant de 1,2 a 3,7 (74). Le lien entre carence en folates et risque de cancer
colorectal a aussi été largement étudié. Plusieurs études cas-contréles et de
cohortes prospectives ont montré que le risque relatif variait de 1,1 a 3,2 (74).
Cependant, au moins une étude ne retrouvait pas de lien entre.la carence en folates
et le risque de cancer colo-rectal (75). Par ailleurs, certaines etudes retrouvaient des
associations équivalentes voire plus importantes pour le béta-caroténe et t'acide
ascorbique, soulignant ainsi la difficuité d'affirmer un effet indépendant des foiates
(76). L'effet des folates sur le cancer colorectal pourrait aussi étre modulé par
I'alcoot, la méthionine, la vitamine B12, la riboflavine et des polymorphismes de la
MTHFR (74). L'apport alimentaire en méthionine pourrait étre bénéfique a travers la
| méthylation de I'ADN (qui n'est pas diminuée) et par I'épargne des folates qui sont
nécessaires a d'autres voies métaboliques (synthése et réparation de I'ADN).
Cependant, la plupart des études prospectives sur ies adénomes ou les cancers
colo-rectaux ont montré soit un lien significatif soit {'absence de lien entre 'apport de
méthionine (régime riche en protéines) et la carcinogénése. Aucune conclusion claire
 n'est actuellement admise (74). L'alcool pourrait induire une modification. des Ii_ens'
“entre folates et carcinogénése car l'acétaldéhyde (métabolite de I'alcool) pourrait -
inactiver le méthyletétrahydrofolate et inhiber 1a méthionine synthase (MTR). -Ceci
“pourrait induire un piége pour le 5-méthyletétrahydrofolate, et diminuer les taux de
5,10-méthyletétrahydrofolate (Figure 1). Par ailleurs, une déplétion cellulaire en
folates est observée car le 5-méthyletétrahydrofolate est un substrat pour ie
polyglutamation, qui est nécessaire pour retenir les folates dans les cellules. De plus,
ia prise d'alcool peut diminuer les stocks de folates par malabsorption. Enfin, I'aicool
pourrait aussi avoir une action spécifique sur la muqueuse colique qui posséde un
taux de régéhératiOn irhpbrtant (74). Dans une étude animale, la carcinogénicité d'un -
régime carencé en groupements méthyles était augmentée lors de la prise d'alcool,
suggérant ainsi un effet ‘agoniste de l'alcool (77). Cet effet agoniste est aussi
considéré comme valide par plusieurs études épidémiologiques chez I'homme (74).
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L'activitée de la MTHFR est augmentée lorsque le niveau cellulaire de
* méthionine est bas et lorsque les taux d'homocystéine sont augmentés (78). Deux
poiymorphismes modulant Vactivité de la MTHFR ont été décrits: transition de
cytosine a thymine en position 677 (C677T) et cytosine a adénine en position 1298.
Le variant C677T est comélé a une diminution de l'activité de l'enzyme et a une
prévalence allélique d'environ 35% chez les caucasiens (74). L'homozygotie pour la
mutation CB77T et I'hétérozygotie pour ces deux polymorphismes induisent ia
nécessité d'une augmentation d'apport d'acide folique pour maintenir les
concentrations plasmatiques de folates et la reméthylation de I'homocystéine (79). lI
a été rapporté que le variant 677TT MTHFR pourrait augmenter le risque de cancer
colorectal uniquement lorsque le taux des folates est faible et lorsque les patients .
sont carencés en groupements méthyles. Parmi des patients ayant le génotype
cytosine cytosine ou cytosine thymine, une association modeste a seulement pu étre
observée entre Palimentation en groupements donneurs de meéthyles et le risque
d'adénome ou de cancer coiorectal. Les patients ayant le génotype TT semblent
aussi étre & faible risque de cancer colorectal si leur alimentation n'est pas carencée
et sans prise d'alcool (74). Le role de la MTHFR dans ia modulation du risque de
cancer colorectal et d'autres cancers doit éfre encore clarifié dans l'avenir. Par
ailleurs, la diminution de l'activité de la MTHFR a aussi été associée avec
laugmentation du risque d'athérosclérose, de maladies neurologiques, et de
pathologies congénitales (72). Enfin, il a aussi éte observe que le métabolisme des
folates était modifié dans les cellules d'adénocarcinomes du colon, notamment
lorsque les celluies sont soumises & une pression métabolique par un analogue
structural, le méthotrexate. Il a été observé une ampiification du géne de la
dihydrofolate réductase et une augmentation de l'expression de la folate binding
protéine, notamment dans la lignée HT29 adaptée a des concentrations croissantes
en méthotrexate (80, 81).

2- Hypométhylation de I'ADN et carcinogénése

La méthylation de 'ADN est un phénoméne épigénétique qui est médié par le
transfert de groupements méthyles. Bien que le tissu cancéreux soit associé a des
zones d'hyperméthylation, la présence d'une hypométhylation globale de 'ADN dans



39

beaucoup de types de tumeurs suggére que I'hnypométhylation joue un réle significatif
et fondamental dans la carcinogénése (34, 82). Les mécanismes les plus probables
intervenant entre la méthylation globale de I'ADN et la transformation néopiasique
sont l'activation d'oncogénes et l'induction d'une instabilité génomique. Le lien entre
I'hypométhylation de I'ADN et I'apparition ou la progression de tumeurs a été suggéré
dans plusieurs études animales ou de cultures cellulaires (83). Des cellules
humaines ou de souris, faiblement métastatiques ont par exemple été converiies en
cellules hautement métastatiques apiés traitement par inhibiteur de la méthylation
(84). L'instabilité génomique induit 'apparition de mutations dont la conséquence est
I'apparition de chromosomes dont la structure est altérée et anormale (1, 85-87). Les
propriétés fondamentales des cellules cancéreuses sont la capacité de se répliquer
sans limitation, lindifference aux signaux de croissance cellulaire et aux facteurs
dinhibition de croissance cellulaire, I'échappement a l'apoptose, l'angiogénése
accrue, I'agressivité locale et la capacité de former des métastases. Chacune de ces
caractéristiques est influencée par un géne ou un groupe de génes. L'impossibilité
d'exprimer un géne correctement ou de produire une protéine fonctionnelle peut ainsi
expliquer linduction d'un comportement cellulaire non contrdlé correspondant a

I'apparition progressive d'un néoplasme.

La plupart des recherches en biologie moléculaire se sont concentrées sur le
role des changements génétiques (altérations directes de la séquence de I'ADN).
Mais les mécanismes alternatifs de modulation des génes (méthylation de 'ADN)
affectent I'expression d'un géne sans en modifier sa séquence et interviennent aussi
dans ta cancérogénése (4). Deux types de modifications de la méthylation ont été
observés durant la progression tumorale: de grandes zones d'hypométhylation
globale le long du génome, et des zones localisées d'hyperméthylation sur certains
sites spécifiques, les flots CpG, situés dans les régions promotrices (6, 88). Les
origines précises de ces modifications sont inconnues (b). La contribution potentielle
de la méthylation de I'ADN dans l'oncogénése sembie étre médiée par les

mécanismes suivants:

a- Mutation C --> T dans les cellules cancéreuses
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Le taux important de mutations des résidus cytosines dans les dinucléotides
CpG (qui sont la cible des DNA méthyl-transférases) est principalement di1 & un taux
important de transitions cytosine --> thymine, qui sont la conséquence de la
déamination hydrolytique des 5-méthyl-cytosines (6) (Figure 11). Dans 'ADN purifié,
la méthylation des cytosines est considérée comme capable d'augmenter le taux de
déamination par un facteur 2 a 4 (89). Ce mécanisme de mutation a été initialement
observé dans les cellules procaryotes. Les cytosines non méthylées peuvent aussi
étre déaminées pour former de l'uracile. Par ailleurs 'ADN uracile - glycosylase
répare les mésappariements G:U et non les mésappariements G:T mais les DNA
méthyltransférases empécheraient cette réparation, contribuant & la transition C--> U
-->T. Les ADN méthyltransérases favoriseraient aussi la transition cytosine méthylée
vers la thymidine (5-mC --> T) sur les dinucléotides CpG dans des conditions ol
l'activité des DNA méthyltransferases est augmentée ou lorsque les niveaux
cellulaires de S-adénosylméthionine sont diminués (6). Par exemple, les mutations
du géne suppresseur P53 sont observées dans plus de 50% des tumeurs solides
humaines. Il est estimé que 24% de ces mutations seraient secondaires a des
transitions C —> T sur des dinucléotides CpG, suggérant ainsi que la méthylation de
I'ADN contribuerait a ces mutations (90).

Lorsque la méthylation de 'ADN est diminuée, {inhibition de la MTHFR par la
S-adénosyiméthionine serait diminuée induisant la conversion irréversible de 5,10
MTHF en 5 MTHF, favorisant ainsi une augmentation du pool dUMP et de
l'incorporation de l'uracile dans 'ADN (Figure 1) (1, 40, 91). Plusieurs études ont
montré que le niveau d'uracile dans I'ADN était 70 fois plus important chez les sujets
ayant un taux de folates < 4 ng/mL que chez les sujets ayant un taux de folates > 4
ng/mL (1, 92). Cefte accumulation de dUMP induit une incorporation d'uracile dans
'ADN plutdét que de thymine. Ce mécanisme induit non seulement des mutations
ponctuelles mais aussi génére des cassures simple ou double brins d'ADN, des
cassures chromosomiques et la formation de micronuciei (92). Des études de
cuitures ceilulaires ont indiqué que des zones de methylation aberranies situées
dans les régions codantes pourraient servir d'initiation 4 des mutations et pourraient
induire une fragilité de la structure des chromosomes au niveau des sites
hypométhylés par augmentation de linsertion d‘uracile (26). L'hypométhylation des

régions codantes de génes critiques pourrait induire une instabilité de ces régions
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par deux mécanismes : soit parce que la déamination en uraciie est plus probable
sur le site hypométhylé, soit aussi parce que ces régions pourraient devenir plus
sensibles aux nucléases endogenes (26).
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Figure 11
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(Figure tirée de Singal et al. (6))
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Par conséquent, les modifications de la méthylation peuvent affecter indirectement
l'activité d'un géne sans modification de la séquence transcription-translation en
augmentant la probabilité d'apparition d'un événement mutationnel, réduisant ainsi la
stabilitt du chromosome, et entrainant aussi le dysfonctionnement du produit
protéique (4).

b- Hypométhvlation de I'ADN

La diminution globale de la méthylation est une donnée communément
admise dans les mécanismes de carcinogénése {6, 93). Cette diminution semble
commencer t6t dans le processus de carcinogénése, avant le développement de la
tumeur elle-méme. A coté de cette hypométhylation giobale, des oncogénes
spécifiques ont été observés comme étant hypométhylés dans les tumeurs humaines
(6). Une corrélation inverse a été par exemple observée entre la méthylation et |
I'expression de génes tels le géne bel-2 (antiapoptose) dans les lymphocytes B des
leucémies chroniques (94), et ie proto-oncogéne k-ras dans les cancers du colon et
du poumon (88). La diminution de la méthylation, et par conséquent 'augmentation
~ de I'expression de génes, pourrait permettre I'expression de proto-oncogénes qui |
étaient auparavant quiescents et induire des événemenis de prolifération cellulaire.
Par ailleurs, I'hypométhylation est aussi associée a l'instabilité chromdsomique, la
perte "d'imprinting", et la réactivation de transposons et de retrovirus qui tous
contribuent directement ou indirectement a l'apparition de tumeurs (4, 34, 83, 95, 96).

Des observations provenant de plusieurs groupes ont moniré que le contenu
en 5-méthylcytosine de I'ADN était diminué durant la carcinogénése hépatique et
colique (4, 46, 83, 97). L'hypomeéthylation de I'ADN coincide aussi avec des
modifications dans le niveau dARNm de plusieurs génes comme c-myc, c-fos, c-Ha-
ras, c-Ki-ras, and p53 (40, 52, 72, 97, 98). De la méme maniére, des
o polymorphismes du géne de la méthionine synthase et de la méthyitétrahydrofolate
réductase ont été reliés avec l'hypométhylation globale et la carcinogénése (99-101).
Par exemple, les patients porteurs du variant 677CC MTHFR ont été considérés
comme ayant un risque augmenté de développer une néoplasie colorectale, si leur
alimentation était pauvre en groupements méthyles (102).
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c- Hyperméthylation de génes suppresseurs

En plus de mutations ou de délétions ponctuelles, la répression de la
transcription par hyperméthylation de séquences promotrices suggére un moyen
alternatif pour inactivation de génes suppresseurs. dans ia carcinogenése. Ainsi, en
théorie, la présence de sites hyperméthylés dans des régions promotrices, comme
celles des génes suppresseurs, pourrait résulter en une inhibition de la transcription
et une incapacité & supprimer la prolifération cellulaire. L'association claire entre la -
methylation des promoteurs et linactivation de la transcription a induit une révision
de T'hypothése de Knudson (hypothése des deux alléles) pour linactivation des
- génes suppresseurs, en ajoutant un nouveau mécanisme d'inactivation des génes |
(103). La méthylation de I'ADN est ainsi considérée comme fonctionnellement
équivalente aux événements génétiques comme les mutations et les délétions. Les
deux alléles d'un géne suppresseur de tumeur pourraient alors étre inactivés par ime
combinaison d'un événement génétique (mutation, délétion) et épigénétique (5).
- Dans des cancers chez I'homme, il existe en fait un nombre important de genes
suppresseurs de tumeurs inactivés par une méthylation aberrante de 11lot CpG du
promoteur correspondant (95). La méthylation de novo de ces génes pourrait

intervenir précocément dans la progression tumorale et agir sur des mécanismes -

cellulaires comme le contréle du cycle cellulaire, 'apoptose, et les signaux de
croissance entre difféerentes cellules. L'hyperméthylation de I'ADN pourrait aussi avoir
‘comme conséquences linactivation de génes régulant la réponse cellulaire a
certaines médications {chimiothérapie) ou l'inactivation des génes "caretaker” qui
interviennent dans la réparation de 'ADN et la protection des cellules contre les
agents carcinogénes (5).

Le géne du rétinoblastome (Rb) a été le premier géne suppresseur pour iequel
I'hyperméthyiation des flots CpG a été observée (104). La protéine Rb posséde un.
réle dans la transition entre la phase G1 et la phase S du cycle cellulaire. Elle a ainsi
pour effet de garder les celiules en phase G1 par induction du silencing de génes
nécessaires a l'entrée dans la phase S. La répression de 'entrée en phase S est
importante pour corriger la prolifération cellulaire et cefte répression est perdue
lorsque le silencing de Rb est altéré, comme cela est le cas pour les cellules de



45

nombreux cancers. Récemment, la protéine Rb a aussi été considérée comme -
responsable d'intéractions avec les protéines SUV39H1 et HP1 qui interagissent
pour induire la formation de I'hétérochromatine (caractérisée par ia répression de
l'activité génomique) (105). L'inactivation du géne Von Hippel-Lindau (VHL) par des
mutations somatiques acquises sur l'un des alléles, associée a la perte du second
alléle a été impliquée dans la cancérogénese des carcinomes rénaux a cellules
claires. Herman et al. ont retrouvé une hyperméthylation sur les ilots CpG du géne
" VHL chez 5 sur 26 patients ayant une tumeur rénale a cellules claires. De plus le
traitement des lignées cellulaires issues des tumeurs rénales par un inhibiteur des .
ADN méthyliransférases (5-déoxyazacytidine} a conduit & une démeéthylation et a
I'expression du géne VHL qui était initialement silencieux (106). Un autre exemple
est celui de la protéine P16 qui est importante pour la réguiation du cycle cellulaire
(aussi connue sous les noms de MTS-1, INK4a, et CDKN2a). L'effet biologique
majeur de P16 est d'arréter la progression du cycle cellulaire au niveau de la
transition des phases G1 / S. La perte de la fonction de P16 pourrait induire la
progression d'une tumeur en permettant la prolifération non réguiée des cellules: Une
modification cytogénétique fréguente observée dans les cultures de cellules
tumorales et de fagon moindre dans les tumeurs primitives, est la -perte
d'hétérozygotie sur la région 9p du chromosome 21 (qui contient les genes P15 et
P16). Parmi toutes les tumeurs solides étudiées, il a été fréquemment observé une

méthylation des flots CpG dans la région de P16, et le traitement des lignées

cellulaires par 5-azacytidine a permis la réactivation transcriptionnelle de ce géne (6).

Pour le cancer du colon, malgré ['absence de perte allélique sur la région 9p ou de

délétion homozygote de P16 ou de mutations du géne Rb, il a été observe que 30 a

40% des alléles correspondant & P16 étaient hyperméthylés. L'inactivation médiée

par 'hyperméthylation de P16 a aussi été observée pour les cancers du cerveau, du

sein, du colon, de la téte et du cou, du poumon et certains lymphomes (10). Par

ailleurs, P15 est un géne inhibiteur des kinases CDK4 et CDK8 cycline-dépendantes

et péraﬁ jouer un role dans les réponses d'inhibition de croissance meédiées par TGF-
B (transforming growth factor). Une hyperméthylation de P15 a aussi été montrée

dans les syndromes myélodysplasiques et I'hyperméthyiation P15 et P16 dans les

myélomes multiples (107).
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d- Induction d'instabilité chromosomique

L'instabilité chromosomique peut induire des mutations dans les genes,
représentant ainsi une voie indirecte par faquelle les modifications de méthylation
peuvent affecter I'expression de génes (72). Expérimentalement, Lengauer et al. ont
introduit des séquences exogénes riches en ilots CpG dans un géne rétroviral
contenant le géne de la B-galactosidase, dans des lignées cellulaires de cancer du
colon. La moitié des lignées cellulaires n'exprimait pas la p-galactosidase, et ces
lignées étaient déficientes pour I'activité de réparation des mésappariements (MMR-
). L'autre moitié des lignées cellulaires exprimait le géne p-galactosidase (témoin de
I'expression effective du rétrovirus) et était compétente pour I'activité de réparation
des mésappariements (MMR+). Lors de l'analyse de la methylation, les lignées
MMR-\ étaient méthylées alors que les lignées MMR+ étaient hypométhylées (108).
Ces auteurs ont considéré que les lignées cellulaires MMR — et méthylées
représentaient probablement un état physiologique normal. Ceci était basé sur leurs
observations antérieures monfrant que l'expression de génes réfroviraux était
souvent diminuée par méthylation au cours du temps. De plus, l'utilisation de 5-
azacytidine (agent diminuant la méthylation) permettait d'obtenir des lignées
cellulaires exprin‘iant le géne de la B-galactosidase et qui étaient compétentes pour
f'activité de réparation des mésappariements (MMR+ et hypométhylation). Il a donc
été propoéé deux mécanismes principaux pour linduction d'instabilité
chromosomique (pour les cancers colo-rectaux). Le premier est la participation de
mutations ponctuelles, de microdélétions, et de microinsertions associées au
caractére déficient pour I'aclivité de réparation des mésappariements (MMR-). Le
deuxiéme est en considération pour les cellules MMR+, et pourrait correspondre au
gain ou a la perte de chromosomes secondairement a Fhypométhylation. Ainsi, le
gain ou la perte de dinucléotides pourrait entrainer une instabilité nécessaire au
développement et a Ila .progression de tumeurs (109). D'autres données
expé_riménta!es supportent Fhypothése d'un lien entre hypométhylation et instabiliié
génomique. Feinberg et al. ont retrouvé une diminution de 8% a 10% du contenu en
5-méthyl cytosine dans les adénomes et adénocarcinomes coliques, sans difference
entre les tumeurs bénignes et malignes (110). De fagon intéressante, les 3 patients
ayant le contenu le plus important en 5-méthy! cytosine dans les cellules coliques
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normales avaient un syndrome de Lynch (HNPCC) et un phénotype MMR- (110).
L’hypométhyiation de TADN semble aussi induire une instabilité chromosomique
dans des cellules souches embryonnaires qui n'ont pas de géne DNA
méthyltransferase 1 et dans des cellules fraitées avec un agent déméthylant (5-
azadeoxycytidine) {(110).
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CHAPITRE IV - MODELES DE RATS ET CANCERS DU FOIE

1- Carence alimentaire en groupements méthyles avec utilisation d'agents
carcinogénes

En absence d'utilisation d'agents carcinogénes, il a été observe que
l'alimentation chronique carencée en méthionine et choline induisait la formation de
- nodules hépatiques qui avaient tendance a augmenter de volume mais pas a
augmenter en nombre. Cette observation allait dans le sens de I'hypothése que la
carence en groupements méthyles n'était pas un stress initiateur mais plutét un
promoteur trés efficace du cancer sur des cellules hépatiques préalablement
"initiées" (83, 111). L'utilisation de carcinogénes a donc été réalisée dans le but
d'inifier les hépatocytes pour pouvoir ensuite évaluer les interactions entre la
carcinogénese hépatique et les groupements méthyles. Deux types d'agents
chimigues ont ainsi montré leur efficacité. Le premier correspond aux carcinogénes
classiques et promoteurs de tumeurs: 2-acétylaminofluore, diéthyinitrosamine,
phénobarbital, dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), nickel, arsenic et
méthapyriléne (72, 83). Chacun de ces agents modifie le niveau de S-
adénosylméthionine ou altére la méthylation de I'ADN (Figure 12). L'efficacité de ces
agents sur la carcinogénése hépatigue est augmentée par la carence en
groupements méthyles et diminuée par la supplémentation de ces groupements
méthyles. |l a été observé que ces agents diminuent le contenu hépatique en S-
adénosyiméthionine (83, 112). Le deuxiéme groupe correspond aux antimetabolites
de la méthylation qui engendrent une modification et un antagonisme direct de la
méthylation et qui correspondent principalement & I'éthionine et 4 l'azacytidine (72). 1i
est généralement admis que la carence alimentaire en groupements méthyles
diminue le seuil a partir duquel les carcinogénes ont une efficacite dans la
carcinogénése hépatique (68, 112). Ainsi, la carence en groupements méthyles
semble accéiérer I'apparition de modifications moléculaires et morphologiques des
cellules cibles et finalement I'apparition de tumeurs, secondairement a I'utilisation de
carcinogénes (71). Cependant, I'utilisation de carcinogénes apparait controversée
pour l'étude de !a carcinogénése hépatique car il sembie difficile de faire 1a part des
choses entre la responsabilité de la carence en groupements méthyles. et celle de

I'action directe des carcinogénes.
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2- Carence alimentaire en choline et méthicnine sans utilisation d'agents

carcinogénes

Les rats males alimentés par une nourriture carencée en choline et appauvrie
éﬂ méthionine peuvent développer des hépatocarcinomes en l'absence de
lutilisation de carcinogénes (68, 70). L'alimentation carencée ia plus utilisée pour les
études 24 long terme est le régime de Lombardi. Cette alimentation est carencée en
choline et pauvre en méthionine mais présente des taux physiologiques de vitamine
B12 et de folates (avec 9% d'arachides, 8% de protéine de soja et 1% de caséine)
{113). Les rats alimentés par ce régime développeni des hépatocarcinomes dans
20% a 50% des cas dans un délai de 12 a 24 mois (Tableau 1) (40, 70, 114). Un
autre régime alimentaire utilisé est un régime sans choline et appauvri en méthionine
(avec niveau adéquat en vitamine B12 et en folates) mais avec utilisation exclusive
de L-amino acides. L'utilisation de cette variante de régime a été motivée par le fait
qu'il était impossible de prévoir et d'empécher la contamination des nutriments cibles
par les protéines contenues dans les régimes semi-purifiés (comme le régime de
Lombardi) (115). En utilisant ce régime modifié, Nakae et al. ont retrouvé un
hépatocarcinome chez 100% des. rats aprés un an {114). L'interprétation de la
différence d'incidence de cancers entre les deux régimes éfait que le régime de
Lombardi apportait plus de protéines. Ainsi ces protéines formaient des peptides
aprés digestion qui stimulaient 1'absorption d'acides aminés et donc augmentaient
I'absorption de méthionine (40, 115). L'activité carcinogéne d'un régime carencé en
méthionine et choline est considérée comme étant corrélée a la diminution du ratio
hépatique de S-adénosylméthionine / S-adénosythomocystéine induite par ce régime
(1186). La carence en méthionine et choline semble aussi induire une nouvelle forme
d'ADN méthyltransférase. Ceci pourrait é&tre une nouvelle voie pour expiiquer les
altérations de la méthylation de 'ADN observées avec ce régime (117). L'activité
carcinogéne des régimes carencés uniquement en choline (adéquats en méthionine
- et folates) a aussi été évaluée (118). La carence isolée en choline est aussi capable
d'induire des cancers du foie chez le rat sans utilisation de carcinogénes (incidence
de 13 & 27% aprés 16 mois de régime carence en choline) (35, 113). Les
mécanismes induisant I'apparition de cancers
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aprés un régime carencé seulement en choline sont cependant probablement {rés
differents de ceux observés apreés régime carencé en donneurs de groupements
méthyles. En effet, la choline n'est pas un donneur important de groupements
méthyles. L'accumulation hépatique de 1,2-sn-diacylglycérol (1,2-DAG) a été
observée durant un régime carencé en choline. Cette molécule est un intermédiaire
dans la biosynthése de triacylglycérol et des phospholipides membranaires. Elle peut
rester dans les membranes aprés hydrolyse des phospholipides et peut activer une
enzyme de régulation , la protéine kinase C (PKC), en facilitant sa translocation du
cytosol vers la membrane plasmatique. i a été suggéré que l'accumulation de 1,2-
DAG et l'activation de la protéine kinase C pourraient contribuer au développement
de cancers (35).

3- Carence alimentaire en choline, méthionine et folates sans utilisation
d'agents carcinogénes

La carence en folates seule a peu d'effets sur e contenu lipidique hépatique et
sur la carcinogénese (71). Par ailleurs, un régime carencé en méthionine et choline
est capable d'induire par lui méme une relative carence en folates. De fagon
théorique, un régime carencé en folate, méthionine et choline devrait avoir un effet
carcinologique supérieur a un régime carencé seulement en méthionine et choline.
Cependant, trés peu d'études ont expérimentalement confirmé cette hypothése (40).
Henning et al. ont développé un modéle de rats carencés en folates, méthionine et'
choline. Ces rats présentaient des modifications correspondant typiquement aux
régimes déficients en choline et méthionine avec une stéatose, une diminution de S-
adénosylméthionine et une augmentation de S-adénosylhomocystéine hépatique. Ce
régime contenait 0,23% de méthionine, 10 microg/Kg de vitamine B12 et pas de
choline ni de folates. Avec cetie alimentation, 100% des rats ont développé un
hépatocarcinome dans un délai de 12 mois (40) (Tableau 1). Ces auteurs
concluaient que cette alimentation était plus carencée en groupeménts méthyles que
le régime de Lombardi. L'association d'une carence en folates, en plus de la carence
méthionine / choline est tenue pour responsable de l'augmentation du contenu

hépatique en lipides mais les modifications du ratic S-adénosylméthionine / S-
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adénosylhomocystéine, sont les mémes que celles obtenues avec un régime
carencé seulement en méthionine et choline (119, 120).

4- Carence alimentaire en choline, méthionine, folates et vitamine B12 sans

- utilisation d'agents carcinogénes

Kennedy et al. ont montré que la carence alimentaire seule en vitamine B12
induisait une stéatose chez le mouton (121). L'effet de la carence en vitamine B12 en
plus de la carence en méthionine, choline et folates n'a été rapporté que trés
rarement. Dans les foies de rats carencés en choline, méthionine, folates et vitamine
B12, 'hypométhylation globale de 'ADN était aussi accompagnée d'une altération
simultanée d'expression de génes. Ces modifications étaient trés semblables a ce
qui avait été observé dans les foies de rats exposés a des carcinogénes et qui
avaient developpé des hépatocarcinomes (52). Cependant, Poirier et al ont rapporté
une incidence d'hépatocarcinomes de seulement 3,4 % chez des_fats carencés en
choline, méthionine, folates et vitamine B12 pendant un an (sans carcinogénes)
(Tableau 1) (112). Ces résultats suggérent que la carence en choline, méthionine,
folates et vitamine B12 est probablement moins efficace que les régimes
alimentaires précédents pour promouvoir l'apparition d'hépatocarcinomes. Ces
résultats sont aussi en coniraste avec les régimes carencés en méthionine, choline
et folates puisqu'ils induisent au moins 40% d'hépatocarcinomes dans un délai allant
de 12 & 24 mois (Tableau 1). Cette difference d'incidence entre ces deux types de
régimes alimentaires chez le rat avait deja eté remarquée par certains auteurs (118)
qui avaient méme remis en question l'effet carcinogéne du régime carencé en
choline, méthionine, folates et vitamine B12 sur le foie des rats. La carence en
vitamine B12 dans un régime alimentaire carencé en groupements méthyles semble
donc étre un critére important et avoir un effet "protecteur” sur l'effet carcinogéne
induit par ce régime dans le foie des rats (118).
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CHAPITRE V - DETERMINANTS GENETIQUES ET NUTRITIONNELS DE
- L'HYPERHOMOCYSTEINEMIE ET DE L'HYPOMETHYLATION DE L'ADN DANS
LES PATHOLOGIES DEGENERATIVES

1- Régulation des déterminants du métabolisme de I'homocystéine

La seule source intracellulaire d'homocystéine est I'hydrolyse de la S-
adénosylhomocystéine (SAH) par la SAH hydrolase (EC 3.3.1.1). Cette enzyme est
la seule réversible parmi les 4 enzymes capables de métaboliser I'homocystéine
(122). La méthionine synthase (MTR) (EC 2.1.1.13) et la bétaine-homocystéine
méthyltransférase (BHMT) (EC 2.1.1.5) reméthylent toutes les deux I'homocystéine
en méthionine et sont foutes les deux unidirectionnelles. De fagon similaire, la sortie
permanente de I'homocystéine du cycle de la méthionine par la cystathionine B-
synthase (CBS) (EC 4.2.1.22) est aussi une réaction unidirectionnelle (Figures 1 et
8). Bien que I'équilibre dynamique de la réaction SAH hydrolase soit plus en faveur
de la synthése de S-adénosylhomocystéine que de la synthése d'homocystéine,
I'élimination métabolique de I'homocystéine et de I'adénosine par les mécanismes
indiqués sur la figure 10, induisent finalement la synthése prédominante de
I'hnomocystéine (122).

Les polymorphismes — ou variants génétiques du génome, correspondant par
exemple a un géne, sont secondaires a des mutations qui sont le plus souvent des
mutations uniques ("single nucleotide polymorphism" ou SNP). Environ 3 millions de
polymorphismes dans l'ensemble du génome humain ont été rapportés (123). |i
existe plusieurs polymorphismes génétiques des enzymes intervenant dans le cycle
des folates et la reméthylation de 'homocystéine. il s'agit principalement de variants
génétiques des enzymes MTHFR (677 C->T, 1298 A->C), MTR (2756 A->G), MTRR
(66 A->G) (Figure 13). De plus, un polymorphisme portant sur une protéine de
transport de la vitamine B12, la transcobalamine, a été rapporté et peut egalement
s'associer a une hyperhomocystéinémie relative (TC 77 C->G)(124). L'incidence
fonctionnelle d'un polymorphisme enzymatique donné n'est pas toujours connu.
Cependant, les polymorphismes des enzymes du cycle des folates, la méthyiéne
tétrahydrofolate réductase (MTHFR) et la méthionine
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synthase (MTR) affectent par exemple le statut en homocystéine des sujets et
conditionnent les besoins nutritionnels relatifs d'une.population donnée. en vitamines
du groupe B. Le polymorphisme 677-CT de la MTHFR est responsable d'une
augmentation trés significative de 'homocystéinémie. |l existe de plus une variation
importante des fréquences de ces polymorphismes entre différentes populations
comme les populations d'Europe, d'Afrique du Nord, de Chine ou d'Amérique du
Nord. Ainsi, la fréquence du polymorphisme 677-CT est trés faible au Togo et au
~ Bénin, avec un statut nutritionnel en co-enzyme B9 défavorable, et une
hyperhomocystéinémie dans 30% de ia population. Le Mexique représente un
paradoxe dans ia mesure ol la fréquence du polymorphisme 677-CT est élevée,
alors que p homocystéinémie est inférieure a celle d'autres populations de 'Amérique
du Nord et de I'Europe.

La reméthylation de I'homocystéine en méthionine (le cycle de la méthionine)
prédomine sur la dégradation catabolique de I'homocystéine (transsulfuration) car il
existe une différence d'ordre de magnitude en Km entre la méthionine synthase ef la
cystathionine B- synthase. Les modifications génétiques ou nutritionnelles qui
empéchent ['échappement de {homocystéine ou de TI'adénosine, induisent
potentiellement l'inversion de la direction prédominante de la réaction SAH hydrolase
pour induire une accumulation intraceliulaire de S-adénosylhomocystéine. Ainsi, les
carences chroniques en folates, vitamine B12, vitamine B6, méthionine et choline
peuvent de facon indépendante interrompre le sens du flux métabolique et
augmenter I'homocystéine. L'homocystéine intracellulaire pourrait ensuite traverser ia
membrane cellulaire mais le mécanisme exact du déplacement entre le milieu
intracellulaire et le plasma est inconnu (55). Les interactions génes-nutriments qui
élévent le taux d'homocystéine ont été associées avec une augmentation du risque
cardiovasculaire, des cancers coliques, des pathologies congénitales, des fausses-
couches précoces et récidivantes, de la démyélinisation du systéme nerveux central
et des maladies neuropsychiatriques (4, 103, 125-130). D'une maniére plus générale,
it a été observé que l'augmentation plasmatique de 5 pM du taux d'homocystéine
était associée avec une augmentation de 49% de toutes les causes de mortalité
dans une étude portant sur des sujets agés de 65 a 72 ans (131). De nombreuses
hypothéses ont été proposées pour expliquer le lien entre l'augmentation de
'homocystéine et les mécanismes physiopathologiques de ces pathologies
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(athéromatose, démence, fausse-couche) mais aucune n'a véritablement éte
concluante. La relation entre homocystéine et pathologie est-elle une relation directe
ou {'augmentation de 'homocystéine est-elle simplement un indicateur indirect de
mécanismes plus complexes pour l'instant non connus ? La question de la relation
entre homocystéine et pathologie reste encore ouverte (55).

2- S-adénosylhomocystéine et inhibition des méthyl transférases

La pathogénie de l'accumulation intraceliulaire de S-adénosythomocystéine
vient de sa haute affinit¢ & se lier avec la région catalytique de la pilupart des
- méthyltransférases dépendantes de la S-adénosylméthionine (SAM); induisant ainsi
une inhibition de la production d’homocystéine (132). Pour cette raison, I'hydrolyse
permanente de S-adénosythomocystéine en homocystéine et en adénosine est
essentielle au maintien de la méthylation normale de 'ADN, de I'ARN, des protéines,
des phospholipides, des histones et neurotransmetteurs ainsi qu'a une multitude de
molécules essentielles pour la fonction et la viabiité de la celiule normale (figure 8)
(565). L'élévation de I'homocystéine ou de I'adénosine ou de ces deux molécules va
induire une augmentation intraceliulaire de SAH (133). Cette augmentation de SAH
pourrait étre responsable d'une augmentation de ['activite de CBS (uprégulation) et
d'une diminution de l'activité de la MTHFR, de la MTR et de la BHMT (122). Dans les
cellules exprimant la CBS, ces fonctions de régulation agiraient dans le sens de la |
réduction de la reméthylation de la méthionine et de I'accélération du catabolisme de
I'homocystéine par la CBS pour essayer de normaliser la SAH. Une autre .réponser
adaptative a la toxicité de SAH a été observée dans des cellules de neuroblastomes
SAH Hydrolase -inhibited (SAHH -). Il s'agit d'une augmentation de la transcription et
de l'activité de la méthionine adénosyltranstérase Il (MAT I)(EC 2.5.1.6) induisant
une augmentation de la synthése de SAM ce qui contrebalance 'augmentation de
SAH et permet ainsi la survie cellulaire (134). iLes celiules qui sont sans expression
de CBS (CBS -) sont par conséquent particulierement vuinérables a linhibition des
méthyltransférases médieée par la SAH. En effet, 'accumulation de 'homocystéine (et
aussi d'adénosine) aura pour conséquence une augmentation intracellulaire de SAH
et lintéraction avec les méthyltransférases S-adénosylméthionine dépendantes
(133). Chez 'homme, seules les cellules du foie, du pancreas, du rein et du fube
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digestif semblent exprimer la voie compléte de la transsulfuration (cystathionine p

synthase +).

Lorsque la régulation ne permet pas de diminuer le taux de SAH, trois
mécanismes existent chez les mammiféres pour éviter le risque d'accumulation
intracellulaire foxique de S-adénosylhomocystéine libre: liaison avec des protéines
" intracellulaires, hydroxylation par S-adénosylhomocystéine hydroxylase, et a forte
concentration intracellulaire, passage plasmatique, sans que ce mécanisme précis
ne soit actuellement connu. Le taux de S-adénosylhomocystéine refléte finalement la
balance entre les activités des multiples méthyl-transférases, les taux de synthése et
d'hydrolyse par la S-adénosylhomocystéine hydrolase, et le catabolisme de
Thomocystéine et de I'adénosine (Figure 8) (55).

3- Etudes chez I'animal et chez I'homme

La SAM et la SAH étant le substract et le produit des réactions de DNA
méthyltransférases, le ratio SAM / SAH est fréquemment utilisé comme indicateur de

~méthylation cellulaire. Cependant ce rapport ne permet pas. utilisé seul, de définir s'il

s'agit d'un déficit de substrat (SAM) ou d'un excés de production (SAH), lorsque la
capacité celluiaire de méthylation est altérée. Pour clarifier cette notion, des cohortes
“de souris CBS hétérozygotes et de souris sauvages ont été nourries avec un régime
alimentaire norma! ou carencé en groupements méthyles pendant 24 semaines
(135). Les résultats ont montré que la décroissance de SAM seule n'était pas
suffisante pour affecter la méthylation de I'ADN dans ce modéle, alors que
'augmentation de SAH (soit seule ou en association avec ia diminution de SAM) était
associée avec I'hypométhylation de I'ADN. Par ailleurs, le taux plasmatique
d'homocystéine était positivement corrélé avec le niveau intracellulaire de SAH dans
 tous les tissus sauf dans le foie. Ces résultats suggérent que le taux plasmatique
d’homocystéine est un marqueur sensible du statut cellulaire de la méthylation
~ globale de FADN (55). Weir et al ont aussi montré que la diminution du ratio SAM :
SAH dans le cerveau et le liquide céphalorachidien de cochons exposés a l'oxyde
nitrique (NO) était piut6t lice a I'élévation du taux de SAH qu'a la diminution de SAM
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(136). Ces études suggeérent i'importance du taux de SAH intraceliulaire comme
meédiateur de l'inhibition de la méthylation et de la dysfonction cellulaire.

Chez 'homme, une étude récente a objectivé qu'une élevation modérée du
taux plasmatique d’homocystéine était corrélée au taux plasmatique de SAH et non
de SAM. De plus, dans cette étude, 'augmentation plasmatique et lymphocytaire de
SAH était associée avec une augmentation de 'hypométhylation (137). Ces résultats
confirment la possibilité intéressante que l'augmentation de I'homocystéine
plasmatique puisse étre un indicateur indirect de I'augmentation intraceliulaire de
SAH et aussi des conditions de méthylation intracelluiaire. Les conséquences
fonctionnelies de la diminution des capacités de méthylation sont imporiantes et
comprennent la démyélinisation du systéme nerveux central (138}, la diminution de
la synthése de neurotransmetteurs, la diminution du chémotactisme et de la
phagocytose des macrophages, {'altération de ila composition des membranes
phospholipidiques et de la fluidité des membranes, la modification de I'expression de
génes, et ia différenciation cellulaire (55). Le Ki de SAH varie entre les différentes
méthyltransférases cellulaires et aussi en fonction de la spécificité des tissus et de la
distribution subcellulaire des = methyltransférases. Ainsi, la sensibilite 2a

I'hypométhylation est aussi probablement epécifique a chaque tissu cellutai‘re.

Les cellules endothéliales des vaisseaux n'‘ont pas de CBS ni de BHMT, et
sont ainsi limitées dans leur capacité de métaboliser 'nomocystéine. Elles utilisent
soit la reméthylation par la methionine synthase, soit la réaction inverse de la SAH
hydrolase (Figures 1 et 8) (139). Ces cellules n'ayant pas de CBS sont plus
suspectes d'avoir une accumulation de SAH car la transsuifuration est un moyen
efficace de diminuer l'excés d'homocystéine. Wang et al. ont montré que des niveaux
physiologiques d'homocystéine pouvaient diminuer la méthylation de P21 dans une
lignée cellulaire de cellules vasculaires endothéliales (140). Ces données sont
convergentes avec I'hypothése de linhibition des méthyltransférases die a la
sensibilité a la SAH. Des études cliniques ont par ailleurs retrouvé un lien plus
marqué entre l'augmentation plasmatique de SAH et lincidence de maladies
cardiovasculaires, qu'entre le taux plasmatique d'homocystéine et lincidence de
maladies cardiovasculaires (141). Plusieurs autres études récentes ont retrouvé des

données confirmant que ['hyperhomocystéinémie était accompagnée d'une
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augmentation cellulaire et ptasmatique de SAH qui pouvait affecter négativement la
méthylation chez 'homme (55).

4- Hypothéses de mécanismes entre I'hypométhylation de I'ADN médiée par la
S-adénosylhomocystéine et les pathologies

a- Homocystéine, inhibition des méthylfransférases SAH médiée et altération
de l'expression de génes

La suppiémentation en homocystéine et adénosine ou [administration
" d'inhibiteurs chimiques de SAH hydrolase dans des cellules ou chez I'animal ont
fourni des informations concernant linteraction entre accumuiation de SAH,
hypométhylation et dysfonction cellulaire. Plusieurs modifications ont été observées
avec l'augmentation intracellulaire de SAH et I'nypométhyiation de I'ADN. I} s'agit de
l'altération de Vexpression de certains génes, de finduction d'une différenciation
cellulaire, des altérations de la conformation de la chromatine et des modifications du
phénotype cellulaire (55). L'augmentation intracellulaire de SAH pourrait réguier .
" l'activité de la CBS pour permettre une protection contre I'accumulation toxique
d'homocys’téine' et de SAH. Cependant, seuls les tissus comme le foie, le pancréas,
le rein, le cerveau expriment la CBS et pourraient donc avoir une réponse effective
- face a l'augmentation de SAH (122). En fait, la majorité des cellules de mammiféres
n'expriment pas la CBS et seraient donc ainsi particuliérement sensibles a
l'accumulation de SAH / homocystéine, a !'inhibition des méthyltransférases de
FADN, et a Valtération associée de l'expression de génes. Dans ces celiules, le
transport extracellulaire d'homocystéine pourrait étre ie seul moyen pour contrler
'accumulation toxique intracellulaire de SAH. Ainsi, il est probable que ies cellules
qui n'expriment pas la CBS pourraient étre la source principale d'homocystéine et de
SAH plasmatique. Ces cellules sont aussi probablement les pilus sensibles a la
toxicité de SAH (55).

b- Interaction du stress oxydatif induit par [I'homocystéine et de
I'hypométhylation de 'ADN SAH-médiée
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Les lésions oxydatives des celiules ont été associées avec l'elevation
plasmatique d'homocystéine et sont attribuées & I'auto-oxydation et a la production
de dérivés oxygéne actifs. L'hyperhomocystéinémie et les iésions oxydatives de
'ADN ont été impliquées dans la pathogénie de plusieurs maladies chroniques au
cours du vieillissement, incluant les maladies cardiovasculaires, certains cancers et
la maladie d'Alzheimer (55). Une voie intéressante et pour l'instant peu explorée est
la possibilté que I'hypométhylation SAH médi¢e puisse augmenter et accroitre la
sensibilité et la vulnérabilité de I'ADN aux radicaux libres. li est actuellement
considéré que Ihypométhylation de I'ADN est associée & une chromatine
hyperacétylée et décondensée secondairement a la diminution des lisisons des
protéines meéthyl-CpG (ex: MeCP-2) et des histone déacétylases (568). La
conformation ouverte de I'ADN associée a I'hypométhylation de la chromatine parait
étre plus vulnérable aux clivages des endonuciéases et au stress oxydatif (55). De
facon intéressante, I'hyperhomocystéinémie et la carence en folates ont éte
associées avec plusieurs maladies chroniques du vieillissement, 'hypométhylation
de I'ADN et laugmentation de cassures chromosomiques de I'ADN (28).
L'augmentation des cassures chromosomiques de I'ADN et de 'apoptose sont induits
par 'homocystéine et la SAH et sont présents dans les cellules prénéoplasiques,
dans les maladies alcooliques du foie, dans les Iésions d'athérosclerose et dans les
cellules cérébrales des patients présentant une maladie d'Alzheimer (65, 142). Cette
possibilité d’hypométhylation de 'ADN SAH-médiée associée a l'apoptose et a
I'augmentation de la susceptibiiité de 'ADN par l'intermédiaire des radicaux libres est
une voie actuelle de recherche.

c- Le transport plasmatique de 'nomocystéine est-il un moyen de contréle de
I'hypométhylation SAH-médiée ?

Des études récentes chez I'animal et 'homme suggérent ¢ue linversion de la
réaction de SAH hydrolase intervient a la condition d'avoir une concentration
intracellulaire d'homocystéine (55). L'homocystéine et la SAH sont toutes les deux
présentes dans le plasma. Cependant, la concentration plasmatique d’homocystéine
excéde celle de la SAH par presque trois ordre de magnitude. Cette différence refléte
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probablement la plus grande facilité de transport de 'homocystéine a fravers la
membrane plasmatique en comparaison a la SAH. Dans une étude récente, il a été
observé que la concentration plasmatique de SAH augmentait paralléllement avec
celle de 'homocystéine dans des taux physiologiques et qu'elle était associée avec
une hypométhylation de 'ADN des lymphocytes chez des sujets en bonne santé
(137). Une augmentation modérée de Il'homocystéine plasmatique a aussi été
observée chez les sujets homozygotes pour le polymorphisme MTHFR C677T chez
environ 10% des caucasiens. Lorsque le statut des folates est bas, ce
polymorphisme a été tenu responsable de pathologies reliées a 'homocystéine et a
été récemment associé avec une hypométhylation globale de 'ADN (143). La toxicité
celiulaire de SAH entrainant une inhibition des méthyl-transférases SAM
dépendantes pourrait agir sur la fluidité des membranes et la transduction du signai,
la synthése des protéines, la conformation de la chromatine et Vexpression des
génes, la synthése de neurotransmetteurs (55). Etant donné la toxicité potentielle de
SAH intracellulaire, i1 est possible de spéculer que le transport facile de
I'homocystéine en dehors de la cellule pourrait étre un moyen supplémentaire pour la
cellule d'éviter accumulation toxique de SAH. Ceci suggérerait qu'une des fonctions
de 'homocystéine soit d'étre une forme exportable de SAH (55).

5- Exemple de la relation entre homocystéine et les pathologies
cardiovasculaires

Plusieurs études épidémiologiques ont établi une association forte entre
'augmentation de I'homocystéine et 'augmentation des maladies cardiovasculaires
liées a l'athérosclérose (144). Cette association a été observée dans différents types
de populations avec des styles de vie variés. Les études chez l'animal et sur des
modeles in vitro d'athérosclérose et de thrombose ont montré que méme des niveaux
modérément élevés d'homocystéine pouvaient promouvoir des Iésions de
'endothélium vasculaire et aussi activer I'aggrégation plaquettaire (145). Ce double
- effet secondaire a l'augmentation de I'homocystéine pourrait expliquer la forte
association avec les cardiopathies ischémiques. L'hyperhomocystéinémie est un
facteur de risque indépendant de la maladie athérothrombotique mais interagit aussi

avec les autres facteurs de risques cardiovasculaires. Par exemple, une personne
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ayant un taux élevé de cholestérol et d’homocystéine présente un risque plus

important gu'une personne avec uniqguement une hyperhomocystéinémie.

Les maladies cardiovasculaires et les accidents vasculaires cérébraux (AVC)
partagent les mémes facteurs de risque (ex: cholestérol, obésité, hypertension
artérielle). Par conséquent, les liens entre les accidents vasculaires cérébraux et le
métabolisme de 'homocystéine ont été évalués (Figure 14). Des données provenant
de 4534 patients ont moniré une forte corrélation positive entre les taux
d’homocystéine et l'incidence des AVC non fatals (146). La carence alimentaire en
folates ainsi que les variations génétiques enzymatiques concernant le métabolisme
de I'homocystéine pourraient augmenter lincidence des AVC. Ainsi, une carence
modérée en folates a été associée avec des taux élevés d’homocysiéine chez des
patients présentant un AVC (145). L'incidence des AVC était plus importante chez
les enfanis présentant une hyperhomocysiéinémie avec une mutation C677T
MTHFR (147). Le variant VV de MTHFR a aussi ét¢ associé avec une augmentation
de I'homocystéine et une augmentation de l'incidence d'’AVC (148). Cependant, te
variant C877T MTHFR n'a pas toujours été retrouvé comme facteur de risque
indépendant comme cela était le cas par exempie, dans une étude réalisée sur des
sujets caucasiens agés (149). Les études animales montrent un lien clair entre
augmentation de I'homocystéine, les pathologies vasculaires et les AVC (145).
Ainsi, des rats carencés pour obtenir une augmentation de I'homocystéine avaient
une augmentation de l'incidence des Iésions de lintima de la carotide. Ces lésions
étaient améliorées par la supplémentation en folates (150). Lentz et al. ont montré
que lorsque des souris CBS knockout étaient carencées en folates, leur
concentration plasmatique d’homocystéine était augmentée de 5 fois la normale et
leurs artéres avaient un déficit de relaxation lors de la stimulation par l'acétylcholine
(comme cela est observé au niveau de la fonction des cellules endothéliales lors de
la pathogénie de 'athérosclérose) (145, 151).

Par ailleurs, le variant C677T MTHFR ne semble pas étre un facteur de risque
majeur pour les maladies cardiovasculaires a début tardif. Plusieurs études ont
montré que les variants VV MTHFR ou C677T MTHFR n'étaient pas des facteurs de
risque indépendants pour les coronaropathies (152). Cependant, une étude récente
suggere que les differents alleles de MTHFR pourraient conférer aux
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patients différents risques de maladie cardiovasculaires liées a l'athérosclérose
(153). Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les différentes isoformes de MTHFR
varient dans feur utilisation des folates. Ainsi, 1'alléie 677C induirait une accumulation
de 5-méthyltétrahydrofolate, alors que les sujets étant homozygotes pour l'alléle T
accumuieraient des folates non méthylés (145). De plus, les souris knockout MTHFR
ont une hyperhomocystéinémie associée a des anomalies du développement
cérébrai et une augmentation des dépdts lipidiqgues vasculaires (154). Ces
observations suggérent plut6t un réle important de la MTHFR dans la suppression du
processus d'athérogénése.

De fagon plus précise, I'homocystéine semble induire des lésions oxydatives
sur les celiules vasculaires endothéliales. L'exposition des cellules vasculaires
endothéliales a Fhomocysteine pourrait aussi induire une augmentation de
I'expression de facteurs qui stimulent les monocytes. Ces cellules sont considérées
comme ayant un réle important dans la formation de plagues d'athérosciérose (145).
Les mesures de la production d'oxyde nitrique et de microréactivité vasculaire chez
les patients ayant hyperhomocystéinémie suggérent que !'homocystéine pourfa?t
modifier la production d'oxyde nitrique par les cellules endothéliales de fagon
“concordante avec la pathogénie des maladies cardiovasculaires (155). La prise orale
d’homocystéine peut induire les mémes modifications de microréactivité vasculaire
que chez les patients ayant une hyperhomocystéinémie secondaire a la carence en
folates ou en vitamine B12. De plus, la supplémentation en folates et vitamine B12
normalise ces modifications vasculaires (145, 156). D'autres mécanismes sont aussi
en jeu. L'hypomethylation de I'ADN secondaire a I'hyperhomocystéinémie pourrait
contribuer au dysfonctionnement de cellules intervenant dans les maladies cardio-
vasculaires ou liées au vieiliissement (157). L'oxydation des lipoprotéines LDL
jouerait aussi un rdle dans ia pathogénie de [I'athérosclérose.
L'hyperhomocystéinémie pourrait faciliter l'occlusion vasculaire par thrombose
- (activation de I'aggrégatidn piaquettaire et formation de caillot) et aussi induire
'apoptose de cellules vasculaires endothéliales en cuiture. Enfin, I'homocystéine
pourrait inhiber ia proiifération des cellules endothéliales in vitro et aussi
I'angiogénése in vivo (145).
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6- Exemple de la relation entre homocystéine et pathologies neurologiques (La
maladie d’Alzheimer, les maiformations du tube neural et la trisomie 21)

a- Maladie d'Alzheimer

L'une des hypothéses pour expliquer la physiopathologie de la maladie
d'Aizheimer (MA) pourrait se situer au niveau des facteurs nutritionnels (avec
I'hypothése de l'inflammation et de la carence en oestrogénes) (158). 1l est considéré
que la MA est la conséquence d'un processus protéolytique anormal d'une protéine
amyloide induisant la production et l'accumulation du peptide neurofoxique B-
amyloide (145). Ce peptide induit une dysfonction et une dégénérescence neuronale
' pa'r l'intermédiaire du stress oxydatif et la modification de 'homeéostasie cellulaire du
calcium. Les modéles de souris transgéniques ayant une hyperexpression de ia
protéine amyloide ou d'une protéine appelée presenilin-1, présentent des
modifications cérébrales similaires a celles observées dans la maladie d'Alzheimer
(145). Les sujets présentant une maladie d'Alzheimer ont généralement des taux bas
de vitamines et particuliérement de vitamine B12 (159). lkeda et al. ont retrouvé des
concentrations plus faibles de vitamine B12 dans le liquide céphalo-rachidien {mais
pas dans le plasma) de patients ayant une MA par rapport @ des patients ayant
d'autres types de démence (160). La nature de la relation entre MA et carence en
vitamine B12 est pour linstant inconnue. Cependant, la carence en vitamine B12
etfou en folates pourrait réduire la synthése de méthionine et de S-
Jédénos.ylméthionine‘, qui a leur tour pourraient diminuer la disponibilite des

groupements méthyles qui sont essenticls au métabolisme de la myéline, des "
| neurotransmetteurs (acétylcholine), et des membranes phospholipidiques. Ces |
derniéres modifications pourraient expliquer linduction du déficit des fonctions
cognitives (158).

Par ailleurs, la carence en vitamine B12, folates ou vitamine B6 a ét& associée
avec l'augmentation plasmatique d’homocystéine (158, 159). Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que la carence en vitamine B12 et/ou en folates diminue la
transméthylation de I'homocysiéing en méthionine. L'augmentation plasmatique
d'homocystéine est actueliement reconnue comme étant un facteur de risque

indépendant pour les maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires (161) (Figure
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14). Comme l'une des origines de la MA pourrait étre liée a des modifications
‘vasculaires, il semble logique d'admetire que I'augmentation de I'homocystéine
puisse jouer un role dans la pathogénie de la MA et des déficits cognitifs liés a I'Age
(162). Clarke et al. ont ainsi comparé le taux plasmatique d'homocystéine chez 76
sujets présentant un MA a celui d'un groupe contrdle de 108 sujets sans MA (163).
Dans cette étude, les sujets ayant un taux sériqgue d'homocystéine > 14 umol/L
avaient 4,6 fois plus de chance d'avoir une MA que les sujets ayant des taux
d'homocystéine < 11 umol/L. (valeurs normales d'homocystéine plasmatique 4-10
umol/L). De pius, il a été observé gue I'nyperhomocystéinémie n'était pas seulement
un fécteur de risque de 1a MA mais aussi un facteur de risque des perturbations
cognitives liées a I'dge (162). Ainsi Riggs et al. ont observé les concentrations
ptasmatiques en folates, vitamine B12 et homocystéine et ont corrélé ces résuitats
aux résultats de plusieurs tests cogpnitifs chez des sujets agés de 54 4 81 ans (164).
Dans cette étude, les taux les plus faibles de folates et de vitamine B12 et les taux
les plus importants d'homocystéine étaient corrélés avec les moins bons résuitats
‘aux tests cognitifs. Cependant ces études sont des études de prévalence et le lien
de cause a effet entre éugmentation de 'homocystéine et progression de la maladie
est difficile a établir avec certitude. Ainsi une étude prospective évaluant les
concentrations d'homocystéine et Ia progression des déficits cognitife avec le temps
n'a pas permis d'objectiver de lien clair entre les deux (165). D'une maniére plus
générale, il est considéré que rhyperhomocystéinémie apparait, en plus de
i'apo_lipbprotéine (apo) E/4, étre un facteur de risque de la MA (158). Les carences en .
coenzymes et les défects COngénitaux (polymorphismes) des enzymes intervenant
dans le métabolisme de la vitamine B12, des folates, et de 'homocystéine sont donc
aussi des éléments a prendre en compte dans ['‘évaluation des mécanismes
intervenant dans la pathogénie de la maladie d'Alzheimer.

b- Les malformations du tube neural
Les malformations du tube neural (MTN) correspondent 3 un développement

incomplet du systéme nerveux central ou des structures associées et ont une
incidence de 1:500 naissances. Il est actuellement admis que le statut en folates est
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l'un des facteurs environnementaux importants de ['étiologie des MTN (166).
L'administration de folates chez la femme enceinte réduit l'incidence et la récidive de
MTN. Cependant, chez les femmes ayant un enfant atieint de MTN, une
augmentation de I'homocystéine a été observée (167). Une des fonctions des folates
est d'agir comme un substrat pour des enzymes .impliguées dans la synthése de
I'ADN (synthése de novo de purine et de thymidine) (Figure 1). Ainsi, un
métabolisme déficient des folates pourrait résulier en un défaut de synthése de
I'ADN, affectant le développement de I'embryon et la transcription de geénes
impliqués dans le processus de neurulation. L'association entre le dysfonctionnement
de la reméthylation de 'homocystéine et ie risque de grossesse avec MTN a été
observée en étudiant I'nomocystéine, ies folates et ia vitamine B12 (79, 166, 167).
Dans ces études, la diminution des folates et/ou de la vitamine B12, était associée a
I'augmentation de 'homocystéine et a I'augmentation de {'incidence des MTN.

Différentes études n'ont pas pu établir de lien entre l'activité de la CBS et
lincidence des MTN (166). Par contre, plusieurs études ont suggéré le lien entre
factivité de fa méthionine synthase (MTR) et lincidence des MTN (167, 168). La
région codante de la méthionine synthase a éié séquencée chez les patients ayant
une MTN et une hyperhomocystéinémie modérée, mais aucune mutation n'a été
identifiee (169). Bien que le polymorphisme MTR A2756G soit fréquent, ce variant.
chez Thomme n'est pas associé avec [I'hyperhomocystéinémie ou  avec
'augmentation de l'incidence des MTN. Le polymorphisme de I'analogue bactérien
de la méthionine synthase induit cependant une diminution de 30% de son activité
enzymatique. 1l est finalement concevable de penser que la combinaison
hypovitaminose B12 et variant MTR A2756G puisse induire une diminution de la
reméthylation de 'homocystéine en méthionine (166).

Le variant MTHFR C877T induit une enzyme MTHFR ayant des propriétés
‘thermolabiles avec globalement ‘une diminution de son activité, induisant une
augmentation de thomocystéinémie. Les effets de la mutation C677T peuvent
toutefois étre annulés en augmentant la prise alimentaire d'acide fclique. Il a donc
ete émis 'hypothése que cette mutation pourrait intervenir dans I'augmentation de
Fhomocystéine chez les femmes présentant une grossesse avec MTN, et que ceci
pourrait expliquer gque les folates aient un rdle protecteur. Le risque de MTN est
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augmenté de 2 a 3 fois si I'enfant a le génotype 677TT et de 3 a 4 fois si la mére
porte ce génotype (166). Ce risque est de 6 a 7 fois si la mére et {'enfant sont porteur
du polymorphisme. Ceci indique que ie génotype de la mére mais aussi celui de
I'enfant ont une incidence sur le risque de MTN. Le variant MTHFR C677T est donc
considéré comme le facteur génétique le plus commun pour lincidence des MTN,
méme si cette association n'a pas été retrouvée par certains auteurs (170). La
prévalence du génotype 677TT est observée dans 5% a 30% des sujets dans
differentes populations et n'est pas toujours associée avec une augmentation du
risque de MTN. Ceci est particulierement vrai dans les pays ol les apports
alimentaires en folates sont élevés. Un second polymorphisme de la MTHFR a été
observé (mutation A1298C) (166) mais ses effets sur l'activité de {a MTHFR et les
concentrations d'homocystéine semblent &tre moins importants que ceux induits par
le variant MTHFR C677T.

" ¢ La trisomie 21 (Syndrome de Down)

La trisomie 21 (Syndrome de Down) est un complexe maiformatif métabolique
et génétique dont le point de départ est un défaut de division durant la méiose du
chromosome 21. Daux variants d'enzymes du métabolisme des folates ont été liés a
la trisomie 21. Le premier est MTHFR C677T induisant une diminution de l'activité de
'enzyme. Le deuxiéme est MTR 66A-G dont l'effet sur l'activité de l'enzyme est
inconnu (171). Ces deux enzymes pourraient étre importantes dans la
physiopathologie de ce syndrome car elles interviennent dans ie métabolisme des
groupements méthyles et indirectement de la méthylation de I'ADN. H a été suggéré
que les meéres hétérozygotes (CT) ou homozygotes {TT) pour ces deux variants de
MTHFR et de MTR, pourraient avoir un risque augmenté (2,9 fois a 3,8 fois) d'avoir
~un enfant présentant une trisomie 21 (172). Un des mécanismes potentiel pourrait

étre I'hypométhylation de I'ADN (par lintermédiaire des variants de MTHFR et de
MTR) qui favoriserait la non-disjonction observée pendant la méiose associée a la
trisomie 21 (173).
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Chapitre VI - OBJECTIFS DE LA THESE

Le point commun aux différents articles de ce travail a été le métabolisme de
la méthionine et la méthylation de I'ADN. Le premier objectif a été d'essayer de
dé&finir dans un travail expérimental quels étaient les déterminants nutritionnels in.
vivo de l'activité de la méthionine synthase et de 'hypométhylation globale de I'ADN.
Le deuxiéme objectif a été d'évaluer les liens entre hypomeéthylation de 'ADN et
carcinogénése digestive. Ce deuxiéme objectif a ét& réalisé par un travail in vivo
évaluant la carcinogénése hépatique de rats carencés en méthionine, choline, folates
et vitamine B12. Le troisieme objectif a été. d'évaluer les liens entre histone
déacétylases et expression de génes en étudiant I'impact d'un inhibiteur des histone
- déacétylases (Trichostatine A) sur 'expression de génes silencieux dans des cellules
de cancers thyroidiens. Enfin, le dernier objectif était d'évaluer les liens entre les
polymophismes d'enzymes intervenant dans le métabolisme de la méthionine et
‘certaines maladies neurologiques (maladie d'Alzheimer, trisomie 21 et maiformations
du tube neural). L'ensemble de ces articles correspond donc a ['évaiuation du lien
entre rriéthylatiori, expression de génes et pathoiogies avec un modéle animal
(articles 1 et 2) et une étude plus appliquée et clinique (article 4). Le lien entre la
méthylation de ADN et la baiance acétylation / méthylation de la partie N-terminale
des histones est aussi a metire en relation avec I'expression de genes (article 3). |
Cette demiére relation entre méthylation de I'ADN et acétylation / méthylation des
histones a par ailleurs été récemment rapportée dans une étude réalisée chez un
champignon filamenteux (Neurospora Crassa) (174). '

1 - Les déterminants de ia méthionine synthase et de I'hypométhylation de
I'ADN

2 - Déterminants nutritionnels de I'nypométhylation de I'ADN et cancérogénése
digestive |

3- Evaluation de [I'effet d'ur'l- inhibiteur des histone déacetylases sur
I'expression de certains génes dans des lignées cellulaires de cancers
thyroidiens.

4- Déterminants génétiques de I'hnyperhomocystéinémie, de I'hypométhylation
et maladies neurologiques
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Chapitre VIl - RESULTATS

1 — Les déterminants nutritionnels de la méthionine synthase et de
I'hypométhylation de 'ADN

(article 1 / soumis) - "La vitamine B12 est un déterminant important d'une activité
faible de méthionine synthase et de 'hypométhylation de I'ADN dans le foie de rats"
(Vitamin B12 is a strong determinant of low methionine synthase activity and liver
DNA hypomethylation in rats)

La méthionine synthase joue un rdle important dans le métabolisme de
Fhomocystéine. La relation entre les déteminants nutritionnels de l'activité de la

MTR, la vitamine B12 et les folates, et I'expression et I'activité de cette enzyme n'est

pas clairement connue in vivo. Des données expérimentales suggérent que la .

vitamine B12 a un effet sur l'activitt MTR a un niveau post-traductionnel en
- protégeant !'ehzyme de la protéolyse (175). D'autres auteurs ont utilisé différentes
lignées cellulaires et ont montré que la vitamine B12 pouvait augmenter l'activité de
MTR par un mécanisme post-traductionnel encore inconnu (176). Cependant, les
effets in vivo isolés ou combinés de la carence en vitamine B12 et/ou folates sur
lactivité de la MTR et la méthylation globale de 'ADN ne sont pas connus.
Contrairement & la carence en folates, la carence alimentaire sévére en vitamine B12
chez le rat est difficiiement obtenué par simple régime alimentaire (177). Cette
carence sévére est plutét obtenue aprés réalisation d'une gastrectomie tofale qui
élimine la possibilité de production et de liaison avec le facteur intrinséque, et donc
-I'absorp’tion iléale du complexe B12-facteur intriséque par endocytose récepteur
médiée. Nous avons donc évalué linfluence respective de la vitamine B12 et des
folates sur la transcription et l'activité de la MTR, et sur la méthylation. Ceci a été
réalisé en administrant sur une période de 18 mois, un régime alimentaire carencé.
en choline, méthionine, vitamine B12 et folates, chez des rats Fischer F344 opérés
ou non-opérés. Lorsque les rats étaient opérés, il s'agissait soit d'une gastrectomie
totale, soit d'une gastrectomie totale et résection iléale, soit d'une résection iléale

seule.
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La réalisation d'une gastrectomie totale éfait efficace pour empécher
~ Tassimilation de la vitamine B12, En effet, I'excrétion fécale cumulative de [*'Col-
cobalamine était plus importante 4 72 heures et 144 heures aprés ingestion de
[*"Co]-cobalamine chez les rats du groupe 1 (gastrectomie totale + résection iléale
(TG+IR)) que chez les rats non opérés (P = 0.006) (figure 15). Les rats
- gastrectomisés (groupe 1, 2 et 3) avaient une perte de poids importante observée
lors du premier mois postopératoire et avaient ensuite une stabilisation globale de
leur poids (P < 0.001). Le régime alimentaire adéquat en groupements méthyles (MA
diet) ou carencé en vitamines B12, B9, choline et méthionine (MD diet) n'avait pas
d'effet sur le poids des rats gastrectomisés alors que les rats du groupe 5 (carence
alimentaire par MD diet sans gastrectomie) avaient une perte de poids modérée
apres le sixieme mois postopératoire (P < 0,01). -Par rapport au groupe contrdle
(groupe 6 — rats non opérés sans régime alimentaire (MA diet), les taux plasmatiques
de vitamine B12 étaient diminués de fagon importante au. premier mois
postopératoire dans les trois groupes de rats ayant eu une gastrectomie (groupes 1,
2, et 3) (p < 0,001). Aucune différence statistiquemeﬁt significative n'a été observée
entre ces trois groupes. Aucune diminution des taux plasmatiques de vitamine B12
n'a été retrouvée chez les rats du groupe 4 (résection de gréle et pas de carence
alimentaire (MA diet)) (figure 16). Au final, une valeur seuil. de 200 pmol/L de
vitamine B12 a été définie comme étant la limite supérieure incluant seulement les
rats qui appartenaient aux groupes 1, 2, et 3 (rats gasirectomisés). De facon inverse
a ce qui avait été observé pour la vitamine B12, la gastrectomie totale n'avait pas
d'effet important sur le taux des folates sanguins. De plus, les folates étaient
significativement diminués seulement dans les groupes carencés alimeniairement
(groupes 1 et 5). Cette différence était aussi observée entre les rats gastrectomisés
avec et sans carence alimentaire (P < 0,01) (figure 16). De fagon similaire a la
vitamine B12, nous avons défini une valeur seuil de 20 nmol/L correspondant a la
limite superieure incluant seulement les rats des groupes 1 et 5 (rats carencés
alimentairement).

Nous avons aussi déterminé les taux hépatiques de vitamine B12 et avons
trouvé des variations similaires aux taux plasmatiques. La moyenne des taux de
vitamine B12 hépatique était significativement plus basse chez les rats
gastrectomisés que chez les contréles, avec des valeurs respectives de 93 + 12 fmol
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/ mg et 533 + 24 fmol / mg (P=0,001). Cette diminution était du méme ordre de
~ grandeur que pour les taux plasmatiques et une corrélation entre les taux sériques et
hépatiques a été observée (R=0,79, P=0,00086). Les taux sériques d'homocystéine
étaient significativement augmentés dans les groupes de rats qui avaient des taux
bas de folates (groupe 1 et 5), indépendamment des procédures chirurgicales
(figure 16). Les taux d'homocystéine étaient corrélés négativement avec les taux
plasmatiques de folates en analyse de régression muitivariée des paramétres log-
transformés (p < 0,0001). En fait, cette corrélation negative était significative
uniguement chez les rats carencés alimentairement (groupes 1 et 5) (P = 0,0005), et
pas chez les non carencés alimentairement (groupes 2,3,4, et 6 -MA diet)

Aucune différence d'activité de MTR n'a &t& observée chez les rats ayant des
taux de folates inférieurs a 20 nmol/L {groupes 1 et 5). Par contre, I'activité MTR était
réduite significativement chez les rats ayant des taux plasmatiques de vitamine B12
inférieurs a 200 pmol/L (groupes 1,2, et 3) (P = 0,002) (figure 17). La franscription du
géne MTR estimée par reverse transcriptase-polymerase chain reactioh semi-
quantitative, n'était pas dépendante des taux plasmatiques de vitamine B12 (figure
18). Le ratio d'ADNc amplifie¢ de MTR / ARN de glycéraldéhyde phosphate
déshydrogénase était estimé a 0,73 £ 0,22 and 0,80 + 0,33 respectivement dans les ,
extraits de foie de rats ayant des taux de vitamine B12 supérieurs et infé_rieurs'é 200
pmol/lL (p = 0,42). Un. effect post-traductionnel de la vitamine B12 a été suggeré en
considérant le "ratio activité totale de MTR / ratio de ADNc" (figure 18). Ce ratio était
2,3 fois plus élevé dans les extraits de foie de rats ayant des taux de vitamine B12 >
200 pmol/L, en comparaison avec ceux des rats ayant une carence en vitaine B12,
avec des valeurs respectives de 0,28 + 0,15 and 0,12 + 0,03 {P=0,0013). Ceci n'était
pas di a un effet protecteur de la liaison MTR-vitamine B12 vis a vis de la protéolyse
car aucune difféerence de saturation de l'enzyme par la vitamine B12 n'a éié
observée. De plus, le ratio de l'activité de MTR déterminé sans ou avec addition de
vitamine B12 &tait respectivement de 0,52 + 0,34 et de 0,71 + 0,25, chez les rats
ayant des taux de vitamine B12 plus bas et plus hauts que 200 pmol/L (p = 0,385).

L a méthylation globale de V'ADN était significativement plus basse chez les
rats ayant des taux de vitamine B12 inférieurs a 200 pmo/L. (P = 0,001) (figure 17).
De plus, factivité de MTR était significativement plus faible dans les foies de rats
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ayant une hypométhylation de FYADN (quartile inférieur), par rapport aux autres
extraits de foies, avec des valeurs respectives de 0,11 + 0,06 and 0,27 + 0,19 (P =
0,0006). 1l existait une corrélation significative entre la méthylation de I'ADN et
l'activité totale de MTR en analyse univariée (univariate Spearman rank-correlation
analysis) { Rho = -0,316, P = 0,03). La méthylation de I'ADN était aussi
significativement plus faible chez les rats ayant des folates plasmatiques inférieurs a
20 nmol/L (P = 0,009).

Nous avons évalué par analyse en régression multiple ies relations entre la
méthylation de 'ADN, I'acﬁvité MTR et ses coenzymes. La vitamine B12, mais pas
les folates, était corrélée avec l'activité MTR (P = 0279). L'homocystéine eétait
faiblement corrélée avec I'activité MTR (P = 0,049) mais pas avec la méthylation. II
existait une corrélation significative entre la méthyiation de I'ADN et les taux
plasmatiques de vitamine B12 (P = 0,0096) et des folates (P = 0,0104). Nous avons
aussi évalué les déterminants des taux élevés d'homocystéine plasmatique (quartile
supérieur), des taux bas de l'activité de la méthionine synthase (quartile inférieur), et
de I'hypométhylation de 'ADN par régression logistique en utilisant les valeurs seuils
de 200 pmol/L et de 20 nmol/L respectivement pour les valeurs de vitamine B12 et
.des folates. La diminution des taux plasmatiques en folates était le seul déterminant
indépendant de I'hyperhomocystéinémie, avec un Odds ratio de 20,78 (Table 1). Par
~ contre, la vitamine B12 était le seul déterminant indépendant des taux bas d'activité
de la MTR. Finalement, les taux bas d'activité de MTR et les taux bas de vitamine
B12 étaient les deux déterminants indépendants de I'hypométhylation de 'ADN, avec
des Odds ratio respectif de 17,07 et 7,31 (Tableau 2).
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Figure 15.
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Figure 16.
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Taux plasmatiques au moment du décés des rats (box plots: mediane, quartiles et -
valeurs extrémes) de I'homocystéine, des folates et de la vitamine B12 des rats
opérés et non opérés avec ou sans carence alimentaire en groupements méthyles.
Groupe 1 : régime carencé, gastrectomie &t résection iléale ; groupe 2 : pas de
carence, gastrectomie et résection iléale ; groupe 3 : pas de carence et gastrectomie;
groupe 4 : pas de carence et résection iléale ; groupe 5 : régime carence, rats non
opérés; groupe 6 : pas de carence, rats non opérés. Haut : Box plots de
homocystéine; milieu : Box plots des folates ; bas : Box plots de vitamine B12



77

Figure 17,
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Effets de la carence en vitamine B12 sur l'activité de la MTR hépatique et la
méthylation globale de FADN. 3A: Activité de la méthionine synthase chez les rats
ayant des taux supérieurs et inférieurs a 200 pmol/L; 3B: Méthylation de I'ADN chez
les rats ayant des taux supérieurs et inférieurs a 200 pmol/L.
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Figure 18.
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Relation entre I'activité de la méthionine synthase (In MTR) et la transcription de
MTR (déterminée par le ratio ADNc des transcripts RT-PCR de MTR vs GAPDH),
chez 7 rats gastrectomisés ayant une carence en vitamine B12 et 13 rats non opérés
ayant des taux de vitamine B12 supérieurs a 200 pmol/L. L'activité de MTR était
significativement plus haute chez les rats non carencés, indépendamment du niveau
de franscription de MTR, qui était similaire dans les deux groupes.
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2 - Les déterminants nutritionnels de [I'hypométhylation de I'ADN et
cancérogéneése digestive

Article 2 / accepté CCLM 2003 - "Effets de la carence en vitamine B12 et en folates
sur la méthylation de 'ADN et la carcinogénése dans le foie de rat.”
(Effects of vitamin B12 and folate deficiencies on DNA methylation and

carcinogenesis in rat liver.)

La carence alimentaire des principaux groupements donneurs de méthyles
induit la formation de cancers hépatiques chez les rongeurs. L'hypothése la plus
largement évoquée a été que ia carence alimentaire en groupements méthyies induit
une hypométhylation de I'ADN. La vitamine B12 et les folates jouent aussi un réle

' important dans la méthylation de 'ADN car ces deux coenzymes sont nécessaires
pour la synthése de méthionine ou de S-adénosylméthionine,qui eux sont les
groupements donneurs de méthyles habituels dans la maintenance de la méthylation
de I'ADN (figure 19). La méthylation de I'ADN est considérée comme étant un'
mécanisme fondamental du controle épigénétique de l'expression des génes et de la |
maintenance de Intégrité du génome (figure 20). Nous avons revu dans cette étude |
les effets de la carence alimentaire en donneurs de groupements méthyles sur la
méthylation de I'ADN et la carcinogénése hépatique chez le rat. Plusieurs études ont
monfré que cetie carence alimentaire pouvait avoir une influence sur la méthylation
globale de I'ADN. Cependant, des études in vivo chez le rat n'ont pas clairement
établi de lien entre vitamine B12 et méthylation de YADN. Les carences alimentaires
en choline et en méthionine / choline sont considérées comme responsables de la
survenue d'hépatocarcinomes chez 20% a 50% des rats aprés 12 a 24 mois de suivi
(cf Chapitre V) (tableau 1).

Cependant, l'ajout de la carence alimentaire en vitamine B12 en plus d'une
carence en méthicnine, choline et folates semble étre responsable d'une incidence
d'hépatocarcinome de moins de 5% dans les foies de rats (tableau 1). Nous avons
confirmé l'incidence faible (<5%) d'hépatocarcinome dans le foie des rats carencés
alimentairement en vitamines B12, B9, méthionine et choline. En effet, aucune
tumeur hépatique n'a été observée dans un groupe de 7 rats alimenté par ce régime
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alimentaire pendant une période de 20 mois (tableau 3). Un index histologique
d'activité a aussi été utilisé pour évaluer les modifications histologiques dans les
foies de rats carencés en vitamines B12, B9, choline et méthionine (Score dérivant
du METAVIR et du working party of the world congress of gastroenterology score
(178, 179). Aucune différence significative dans le score de dysplasie (P=0,39) n'a
été observée par rapport aux rats controles (régime alimentaire adéquat en B12, B9,
méthionine et choline). De plus, les foies de rats récupérés au moment de teur mort
naturelle ont toujours été .indemnes de tumeurs lors de I'examen
anatomopathologique. Ces résultats suggérent qu'un régime alimentaire carencé en
vitamines B12, B9, choline et méthionine n'est probablement pas suffisant pour
promouvoir l'incidence de tumeurs hépatiques.

La carence en vitamine B12 de ces rats était alimentaire et peut donc éfre
considérée comme étant une carence moderée par rapport a celle induite par la
gastrectomie totale (figure 21). Nous avons développé un modéle chirurgical de rats
pour évaluer le réle de la carence sévére en vitamine B12 associée a la carence
alimentaire en groupements donneurs de méthyles (folates, méthionine et choline).
Nous avons confirmé que les taux plasmatiques de vitamine B12 étaient plus faibles
chez les rats gastrectomisés que chez les rats uniquement carencés de facgon
alimentaire en vitamine B12 (177). L'avantage d'utiliser ce modéle chirurgical est
d'obtenir une carence en vitamine B12 beaucoup plus importante que celle obtenue
par la carence alimentaire seule. De plus, ce modéle évite l'utilisation de substances
comme |'oxyde nitrique ou d'autres drogues habituellement utilisées pour obtenir une
carence en vitamine B12 mais pour lesquelles il est impossible d'exclure des
interférences avec ia carcinogénése hépatique par effet direct (175, 180).

I faut cependant noter que le principal inconvénient de ce modéie chirurgical
de gastrectomie est que la mortalité opératoire est de i'ordre de 30% a 50% (181-
183) dans les quinze premiers jours postopératoires et que lorsque les rats survivent
a cette premiére période, il ne permet pas d'obtenir des rats vivants pour une durée
prolongée. La médiane de survie des rats opérés d'une gastrectomie totale seule ou
d'une gastrectomie totale associée a une résection de gréle distale (résection d'iléon)
dans notre étude était ainsi toujours inférieure & 2,5 mois (figure 22). De plus, un

amaigrissement des rats survivants aprés gastrectomie totale était toujours observé
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(figure 23). Ceci indigue que cette faible survie des rats gastrectomisés est un
élément empéchant {'évaluation au long cours des foies de rats carencés sévérement
en vitamine B12. Par ailleurs, tous les rats de cefte étude ayant survécu 1 an ont eu
une imagerie par résonnance magnétique du foie et du cerveau. Ces examens n'ont
jamais objectivé de tumeur hépatique ou de modification cérébrale et ont toujours été

considérés comme normaux. -

Nous concluons que la vitamine B12 est un parametre important a prendre en
compte pour définir la carcinogénicité d'un régime alimentaire carencé en donneurs
de groupements méthyles. La réalisation d'une gastrectomie totale est trés efficace
pour carencer sévérement les rats en vitamine B12 et permet d'cbtenir des taux
plasmatiques de vitamine B12 significativement inferieurs a ceux obtenus par la
carence alimentaire seule. Cependant, I'étude de ia cancérogénése hépatique et
digestive par l'intermédiaire de ce modéle chirurgical est difficile en raison de la faible

médiane de survie des rats opérés.
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Figure 19
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Schéma représentant la transméthylation de 'homocystéine en méthionine par la
méthionine synthase (MTR) en présence de coenzymes vitaminiques, Ile

méthyltétrahydrofolate et ia méthylcobalamine.
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Figure 21
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Figure 22
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~O— Group 4 (Ma diet 7 IR}
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~3= Group 6 (MA diet)

Months

Survie des différents groupes de rats opérés d'une gastrectomie totale seule (TG) ou

associée a une résection de lintestin gréle (TG + IR) (groupes 1, 2, et 3)



Figure 23
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Variations des poids des rats au cours du temps. Les rats opérés d'une gastrectomie

totale plus ou moins associée a une résection de gréle correspondent aux groupes 1,

2, et3.
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3- Evaluation de ['effet d'un inhibiteur des histone déacetylases sur
l'expression de certains génes dans des lignées cellulaires de cancers
thyroidiens.

Article 3 / Surgery 2002 - " Augmentation de l'efficacité du traitement par liode
radioactif dans le traitement des cancers thyroidiens en utilisant la trichostatine A, un
inhibiteur des histone déacétylases ".

(Increasing the effectiveness of radioactive iodine therapy in the treatment of thyroid
cancer using Trichostatin A, a histone deacetylase inhibitor) |

Lode radioactif est utilisé pour identifier et traiter les cancers thyroidiens
d'origine folliculaire lorsqu'ils sont récidivants et/ou métastatiques. Entre 30% et 40%
des cancers thyroidiens sont d'émblée résistants ou deviennent résistants a l'iode
radioactif. L'augmentation du transporteur sodium-iodine (Sodium-iodine symporter
NIS) et ia diminution de l'activité de la Pendrin (PDS) pourraient étre associées avec
Faugmentation de l'efficacité du traitement par iode radioactif. Dans cette étude, les
- effets de la Trichostatin A (TSA), un inhibiteur des histone déacétylases, ont éte
évalués sur {'expression des génes thyroidiens NIS et PDS. Des lignées cellulaires
de carcinomes papillaires, carcinomes a cellules de Hurthle, carcinomes follicuiaires
ont été traitées par la Trichostatin A pendant 72 heures @ des concentrations allant
jusqu'a 100 ng/mL. L'expression des génes NIS et PDS était déterminée par RT-
polymerase chain réaction quantitative.

La figure 24 montre la cytotoxicité observée, en utilisant la methode MTT
prolifération assay, sur les trois lignées de cancers thyroidiens aprés traitement par
la trichostatine A. Il existait une absence voire une faible cytotoxicité de la
trichostatine A jusqu'a des concentrations d'environ 250 ng/mL. Cependant, la
trichostatine A réduisait la prolifération cellulaire et induisait un arrét de croissance.
Cet effet était le plus évident aux concentrations les plus importantes. La cytotoxicité
apparaissait & des concentrations de trichostatine A de 1000 ng / mL aprés 72
heures de traitement. La lignée cellulaire FTC-133 était la plus sensible a cetie
cytotoxicité.
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Des modifications importantes ont été observées concernant ies deux génes
cibles de cetie étude (figure 25). L'expression d'/ARNm du géne NIS dans les
cellules de cancers thyroidien était augmentée 107 (1,8-307) fois et 217 (5,7-408)
fois pour les carcinomes papillaires, 39 (20-63) fois et 58 (37-80) fois pour les
carcinomes a cellule de Hurthle, et 459 (178-810) et 781 (412-1229) fois pour les
carcinomes folliculaires aprés traitement par 50 et 100 ng/mL de TSA
respectivement. L'expression d'ARNm du géne PDS était diminuée 0,22 (0,05-0,45)
fois et 0,27 (0,09-0,47) fois pour les carcinomes papillaires, 0,53 (0,46-0,6) fois et
0,54 (0,44-0,64) fois pour les carcinomes a cellule de Hirthle, et 0,32 (0,26-0,39) fois
et 0,56 (0,47-0,64) fois pour les cancers folliculaires avec le méme traitement. Le
tableau 4 montre les données concernant les modifications de l'expression des
génes NIS et PDS dans les trois lignées cellulaires de cancers thyroidiens aprés 72
heures de traitement par la ftrichostatine A. Dans la lignée TPC-1 (carcinome
papillaire), 'expression du gene NIS augmentait apres traitement par la trichostatine
A (P < 0,05) alors que l'expression du géne.PDS diminuaii (P = 0,085). Dans la
lignée cellulaire XTC-1 (carcinome anaplasique), 'expression du géne NIS é&tait aussi
observée aprés traitement par la trichostatine A (P < 0,05) avec une dimin&tion de
l'expression du géne PDS (P = 0,066). La lignée cellulaire FTC-133 (carcinome
folliculaire) avait I'augmentation ia plus importante de l'expression du géne NIS aprés
traitement par la trichostatine A (P < 0,05) avec une diminution similaire aux autres
lignées concernant I'ekpression du géne PDS (P = 0,190). Des cellules de cancers
coliques (groupe contrdle) n'avaient aucune variation de l'expression des génes NIS
et PDS aprés traitement par 50 et 100 ng/mL de trichostatine A. Aucune variation
dans l'expression de ces génes n'était observée non plus lors de l'exposition a
I'alcool (utilisé pour dissoudre la trichostatine A).

il existait une corrélation directe entre le traitement et I'expression du géne
NIS dans les trois lignées cellulaires (P 0,0001). Bien que la corrélation enire le
traitement et I'expression du géne PDS n'était pas linéaire, il existait une diminution
de I'expression de PDS aprées traitement par trichostatine A (P < 0,005) pour les trois
lignées cellulaires. Il existait aussi une corrélation entre le traitement induisant une
augmentation de I'expression de NIS et ja diminution de PDS (P < 0,005). Nous
avons conclu que dans des lignées cellulaires de cancers thyroidiens, la trichostatine

A augmentait de fagon importante l'expression du géne NIS et réduisait I'expression
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du géne PDS. Ces variations des génes NiS et PDS pourraient augmenter 'efficacité
du traitement par iode radioactif chez les patients ayant un cancer thyroidien,
particuliérement lorsque la tumeur ne fixe pas ou peu l'iode radioactif.
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Figure 24
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Mesure de la viabilité cellulaire (estimée par méthode colorimétrique / MTT assay)
pour les lignées cellulaires TPC-1 (A), XTC-1 (B), et FTC 133 (C) aprés traitement
avec la trichostatine A. Des concentrations de 0, 10, 50, 100, 250 et 1000 ng/mL de -
trichostatine A ont été utilisées. La prolifération cellulaire est mesurée relativement

(Rel) au jour 0 et reorésente une mesure moyenne. Les mesures étaient réalisées a

24, 48 et 72 heures aprés le début du traitement. A; TPC-1 montre une prolifération -
cellulaire jusqu'a des concentrations de 100 ng/mL de trichostatine et une inhibition

de croissance a des concentrations de 250 et 1000 ng/mL. B; Les cellules XTC-1

proliferent en présence de trichostatine jusqu'a des concentrations de 250 ng/mL

puis une inhibition de croissance est ensuite observée a la concentration de 1000
ng/mL. C; Les cellules FTC-133 proliférent jusqu'a des concentrations de 50 ng/mL

et ont une inhibition de croissance pour les concentrations supérieures.
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Figure 25

WS Expramaion sher TRA Toaatmard. N Expressior sfter TRA Treximent.

g a

ehban uprain,
[

A B 8B

Expression relative des génes NIS et PDS dans les lignées TPC-1 (A), XTC-1 (B) et
FTC-133 (C), aprés traitement par la trichostatine -A pendant 72 heures. Des
concentration de 0, 50 et 100 ng/mL ont été utilisées. |'expression relative est
calculée par la méthode C+ relative et correspond a une moyenne de 4 dosages. A;

L'expression relative de TPC-1 concernant NIS était augmentée 107- a 217 fois en
comparaison avec des cellules non traitée par la trichostatine (P<.05), et I'expression
de PDS était diminuée de 0.22- a 0.27 fois par rapport aux celluies non fraitées
(P=.085). B; L'expression relative de XTC-1 concernant NIS était augmentée de 39-
a 57 fois en comparaison de celiules non traitées (P<.05); lexpression de PDS était
diminuée de 0,53- 4 0,54 fois en comparaison avec les cellules non traitées (P=.066).
C; L'expression relative de FTC-133 concernant NIS était augmentée de 459- a 781
fois en comparaison de cellules non traitées (P<.05); l'expression de PDS était
diminuée de 0,32- a 0,56 fois en comparaison avec les cellules non traitées (P=.190).
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4- Déterminants génétiques de I'hyperhomocystéinémie, de I'hypométhylation
et maladies neurologiques

Article 4 / soumis "Augmentation de I'homocystéine et déterminants génétiques de
la vitamine B12 dans les maladies neurologiques". _

(Increased homocysteine and genetic deferminants of vitamin B12 in neurological
disorders.)

Le niveau d’homocystéine ceilulaire dépend de déterminants nutritionnels
comme les folates et la vitamine B12, ainsi que de polymorphismes de {a méthyléne
tétrahydrofolate réductase (MTHFR 677 C —» T et 1298 A — C), de la méthionine
synthase (MTR 2756 C — G), et de la méthionine synthase réductase (MTRR 66 A
- G). Les activités respectives de ces trois enzymes sont la synthése de
méthyletétrahydrofolate, le transfet de  groupements méthyles du
- méthyltétrahydrofolate a 'homocystéine, et le maintien d'un état actif de la MTR.

Le niveau d'homocystéine cellulaire dépend aussi du polymorphisme de la
transcobalamine (TC 777 C>G), qui est une protéine plasmatique permettant
I'acheminement de la vitamine B12 aux celiules. '

Plusieurs études in vitro indiquent Timplication de I'homocystéine dans la
pathogénie multifactorielle de Ia maladie d'Alzheimer (MA) sporadique.
L'homocysteine potentialise la neurotoxicité dle a la protéine p-amyloide, empéche
la réparation de 'ADN dans les neurones de I'hippocampe et est un promoteur de
l'apoptose. Des études cliniques ont confimé ['association entre la concentration
d'’homocystéine et le risque de MA. L'hyperhomocystéinémie est associée a
l'altération des fonctions cognitives de la MA. Dans une étude récente sur une
période de 8 années, I'homocystéine étfait un facteur de risque important pour le
développement de fa MA, qui lui n'était pas lie a la vitamine B12 et aux folates. Ceci
suggere l'implication de facteurs génétiques. Plusieurs études ont objectivé l'absence
d'association des polymorphismes de la MTHFR avec ia MA. Mais aucune étude n'a
évalué l'effet de ce polymorphisme en combinaison avec les autres déterminants
genétiqgues de I'nomocystéine. Limplication de la carence en vitamine B12 comme
facteur de risque de la MA est encore hypothétique. Dans I'étude OPTIMA
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correspondant 4 des patients ayant une analyse histologique post-mortem, les
patients ayant le taux de vitamine B12 le plus bas: (1/3 inférieur) avaient un odds ratio
de 4,3 pour la prévalence de la MA. Dans une étude récente italienne, nous avons
montré que le polymorphisme combiné TC777 GG / CG ~ MTHFR 677 CC et
'‘homocystéine (quartile supérieur) étaient deux facteurs de risque importants dans
I'incidence de la MA, avec des odds ratio respectifs de 10,14 (P=0,0104) et 3,43
(P=0,0098). Le variant MTHFR augmente le risque de MA lié & homocystéine et
Apoprotéine E~ Allele €4 par un facteur de 2,4 et 2,8 respectivement.

Le syndrome de Down (Trisomie 21) est secondaire a une altération de la
séparation chromosomique durant la méiose qui pourrait étre due a une carence en
folates et en groupemenis donneurs de méthyles. Les polymorphismes MTHFR 677
C - T et MTRR 66 A —> G sont respectivement associés avec un risque d'avoir un
enfant trisomique de 1,9 et 2,6 chez les méres d'enfants trisomiques 21 en Amérique
du Nord. La combinaison de ces deux polymorphismes est associée a un risque de
4,1 et 3,0 (Odds ratio) en Amérique du Nord et en Irlande respectivement.
Cependant, des données contradictoires ont été récemment publiées dans d'autres
pays européens (Odds ratio < 1 pour MTHFR dans notre étude). Dans une étude de
notre groupe réalisée en ltalie, 'homocystéine et le variant MTR 2756 AG/GG étaient
deux facteurs de risque significatifs pour avoir un enfant trisomique 21, avec des
Odds ratio de 6,7 (P=0,016) et 3,5 (P=0,028) respectivement. Le génotype MTR
2756 AG/GG était aussi un facteur de risque d'atre un patient trisomique, avec un
Odd ratio de 3,8 (P=0,009). De plus, nous avons observé que les variants 677 TT et
677 CT /7 1298 AC de MTHFR ainsi que I'nomocystéine étaient frois facteurs de
- risque pour la présence d'un retard mental important chez les patients ayant une |
trisomie 21. |

Les mécanismes physibpathologiques du spina bifida ou malformation du tube
neural (MTN) restent difficiles a comprendre. La réduction du risque de MTN par
suppiémentation en folates a été observée chez des femmes qui antérieurement
avaient eu une grossesse pathologique (avec enfant ayant une MTN). L'implication
du polyrhorphisme MTHFR 677 C — T dans la pathogénése de MTN peut étre mise

en question en raison de la présence de données contradictoires. Une méta-analyse



98

d'études conirblées a évaiué des Odds ratio de 1,8 et 2,0 pour ies patients ayant un

MTN et pour les méres de ces patients respectivement. Cependant, ce risque n'apas- - .-

été retrouvé chez les méres de patients avec MTN dans des études venant d'italie ou
de Grande Bretagne. La combinaison de la mutation 677 C — T et d'un second
polymorphisme 1298 A —» C de la MTHFR a été considéré comme augmentant le .
risque de MTN dans une étude Hollandaise. Le polymorphisme 66 A— G de la
MTRR combiné avec un bas niveau de vitamine B12 augmente le risque de MTN et
d'avoir un enfant ayant une MTN, avec un Odd ratio respectif de 2,5 et de 4,8. En
présence de la combinaison de variants MTHFR et MTRR, les enfants et les méres
ont une éugmentation du risque de 4 fois et de 3 fois respectivement. Récemment,
une étude Hollandaise de méres ayant une MTN n'a pas retrouvé d'association entre
le génotype MTHFR TC 777 et le risque d'avoir un enfant atteint de MTN. Nous
avons étudié le polymorphisme MTHFR 677 — CT en comparaison avec les autres
polymorphismes associés et des contrles provenant d'ltalie du sud. Les variants
MTHFR TC 777 GG and MTRR 66 GG associés & la forme sauvage de MTHFR 677 -
CC apparaissent aggraver le risque avec un Odds ratio de 2,4 (P=0,028) et 4,5
(P=0,023), respectivement. Par contraste, l'odds ratio de MTHFR 677 TT a été
estimé a 0,1 (P=0,009) dans une étude irlandaise. En conclusion, 'homocystéine est
un facteur de risqué ‘'de MA, de survenue de trisomie 21, et de malformations
neurologiques comme fes MTN. Cependant, des données coniradictoires ont été
observées concernant les determinants nutritionnels et génétiques. Ceci pourrait
correspondre a des différences d'environnerhent et de caractéristiques génétiques
des populations. Ceci iflustre la nécessité d'évaluer les interactions génes-nuiriments
et les interactions géne-géne pour mieux comprendre l'incidence du métabolisme
monocarboné dans la pathogénie de ces maladies.
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Chapitre VIll - CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

1- Les déterminants de la méthionine synthase et de I'hypométhylation de
I"ADN ‘ ' (article 1)

Les modéles animaux de carence en vitamine B12 sont utiles pour évaluer les
fonctions physiclogiques de la vitamine B12. La disparition du facteur intrinséque
gastrique apres gastrectdmie totale est considérée comme responsable de linduction
d'une carence en vitamine B12 par diminution de I'absorption (181, 184, 185). Nous
avons observé une diminution importante des taux sanguins de vitamine B12 des le
premier mois postopératoire chez les rats gastrectomisés. La résection ileale seule
An'avait aucun effet significatif sur le statut en vitamine B12. Ceci suggére que le
récepteur du complexe facteur intrinséque —cobalamine n'était probablement pas
localisé uniquement dans I'léon chez le rat (186). Aucune modification significative
n'était aussi observée chez les rats carencés alimentairement en vitamines B12, B9,
méthionine, et choline. Ceci souligne que la carence alimentaire en vitamine B12 ne
peut pas étre considérée comme suffisamment efficace pour induire une carence
- sévére et permanente’ en vitamine B12 chez le rat (185, 187). Il est aussi probabie
que la coprophagie fournisse de la vitamine B12 aux rats méme s'ils sont carencés
en vitamine B12. Nous avons observé que la diminution de 'absorption en folates
était improbable aprés gastrectomie car nous n'avons pas observé de variations
significatives du statut en folates aprés gastrectomie totale chez le rat. Au total, nous
pensons que le modéle chirurgical de gastrectomie totale associé a la carence
alimentaire en vitamines B12, B9, choline et méthionine est un moyen pour atieindre
une carence combinée en vitamine B12 et en folates, pour pouvoir ensuite évaluer
les déterminants métaboliques de la transcription et de l'activité de la MTR, et de la
méthylation globale de I'ADN.

Nos résuitats ont objectivé une diminution de !activité totale (apo +
holoenzyme) et de I'holoenzyme MTR chez les rats carencés en vitamine B12. La
vitamine B12 n'avait aucun effet sur la transcription de la MTR, comme cela avait
déja &té observé dans 5 lignées cellulaires incluant HepG2 (une lignée cellulaire

d'hépatocarcinome humain) (176). Nous avons observé une corrélation positive entre
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la vitamine B12, mais pas le niveau plasmatique de folates, et I'activité totale de
MTR. De plus, des faux bas de vitamine B12 étaient le seul déterminant indépendant
d'une activité basse de MTR. La méthionine synthase dans le foie de rats est
considérée comme étant stabilisée par la formation d'un complexe avec la methyle
cobalamine, bien que différents résultats aient été obtenus dans des études de
cultures cellulaires avec supplémentation en vitamine B12. Selon cette hypothése, la -
stabilisation de I'enzyme par la liaison avec son coenzyme serait diminuée lorsque le
taux de vitamine B12 est bas (< 200 pmol/L) et induirait une augmentation de la
dégradation de l'apoenzyme. Cette hypothése sembie improbable car aucune
difference de saturation de la MTR n'a été observée chez les rats ayant des taux
supérieurs ou inférieurs a 200 pmol/L. De plus, I'addition de vitamine B12 lors des
dosages de l'activité de la MTR augmentait cette activité de fagon similaire chez les
rats ayant des taux supérieurs ou inférieur a 200 pmol/L. Ces résuitats n'etaient pas
dis & une surrestimation de l'apo-MTR par artéfact car nous avons réalisé ces
mesures dans des conditions anaérobies strictes comme cela avait ét& recommandé
(188). De plus, nous avons observé un ratio similaire de holo MTR vs total MTR
comme cela avait été rapporté dans différentes lignées celiuiaires par Gulati et al.
(176). Par contraste, Yamada et al. n'ont trouvé aucune différence d'activité de MTR
aprés adjonction ou non de vitamine B12 (175). Ces auteurs congluaient que ia MTR
hépatique était toujours saturée par la vitamine B12, quelque soit le statut en B12
chez le rat carencé alimentairement. En fait, il peut étre émis I‘hypothésé que
l'ufilisation d'un agent oxydo-réducteur, le DTT, puisse produire une activité MTR
correépondant a l'apo- et I'holo-MTR, méme en absence de co-facteur vitamine B12. _
Au final, nos données suggérent que l'effet in vivo de la carence en vitamine B12 sur.
I'expression de MTR est plut6ét & mettre en relation avec un mécanisme inconnu & un
niveau post-transcriptionnel, comme cela a été décrit in vitro dans des lignées
cellulaires supplémentées en vitamine B12 (176). La diminution post-

transcriptionnelle de MTR chez les rats carencés en vitamine B12 pourrait dépendre
- d'un ou plusieurs génes, régulés par la vitamine B12 elle-méme (176) et/ou par
hypométhylation de 'ADN, considérant que la carence en vitamine B12 était un
déterminant important de cette hypométhylation. Cette hypothése doit étre prise en
considération puisque I'hypométhylation de I'ADN é&tait corrélée avec l'activité MTR,

en analyse univariée.
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Des taux élevés d'homocystéine sont un facteur de risque pour les maladies
cardio-vasculaires et les maladies du tube neural. Ceci souligne limportance de
I'évaiuation de I'impact respectif des corégulateurs de l'activité des enzymes
impliguées dans la fransméthylation de I'homocystéine. Nous avons montré que la
vitamine B12 était un déterminant plus faibie que les folates pour I'augmentation des
taux d’homocysteine, comme cela était observé dans des études cliniques (189).
Ceci étaif aussi convergent avec des études clinigues récentes établissant que la
supplementation en acide folique permettait d'induire une diminution de la
dépendance de 'homocystéine par rapport aux folates, alors que la vitamine B12
devenait le déterminant principal des concentrations plasmatiques d'’homocystéine
(190). De facon surprenante, l'activitt MTR n'était pas un déterminant de
I'homocystéine. L'affinité importante de la vitamine B12 pour MTR pourrait faire en
sorte que ceci limite la désaturation de I'enzyme, limitant ainsi les conséquences de
la carence vitaminique. Ceci pourrait expliquer que, dans notre étude, I'activité MTR
était diminuée uniquement lorsqu'il existait une carence sévére en vitamine B12 i.e
chez les rats gastrectomisés. Ceci est souligné par le fait que le variant MTR 2756
GG n'a aucun effet sur le taux d'homocystéine chez 'homme, contrairement au
variant MTHFR 677 TT (191, 192).

Les résultats d'études antérieures chez le rat ont suggéré que la carence en
folates pouvait induire des cassures chromosomiques et une hypométhylation alors
que l'effet de la carence en vitamine B12 est moins clair. Nous avons observé que
des taux bas de vitamine B12 et une faible activitt de MTR étaient deux
déterminants indépendants de i'hypométhylation globale de I'ADN. De plus, la
corrélation positive entre activitt MTR et méthylation de 'ADN a été observée
uniquement dans le groupe de rats ayant des taux plasmatiques de B12 bas. Ceci
suggére que MTR est un facteur limitant de la méthylation de 'ADN uniquement
lorsque son expression et son activité sont diminuées, i.e lorsqu'il existe une carence
sévére en vitamine B12. Finalement, des études antérieures et nos résultats
suggérent que la supplémentation alimentaire utilisée pour prévenir 'hypométhylation
de I'ADN doit systématiquement inclure de la vitamine B12, en plus de l'acide folique,
méme si ses effets sur ia diminution de 'homocystéine n'ont pas été mis en évidence

(193). De plus, la supplémentation en vitamine B12 pourrait prévenir la carence en
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vitamine B12 mais aussi augmenter le niveau d'expression de MTR par I'effet post-
transcriptionnel déja décrit par Gulati et al. (176).

En conclusion, la présence de taux faibles de folates plasmatiques est un
déterminant important de I'hyperhomocystéinémie alors que la présence de taux
faibles en vitamine B12 est un facteur déterminant de factivitt MTR et de
I'hypométhylation globale chez le rat. La vitamine B12 affecte I'expression de MTR
par un mécanisme non-transcriptionnel différent d'un effet protecteur sur la
protéolyse de MTR.
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2 - Déterminants nutritionnels de I'hypométhylation de I'ADN et cancérogénése
digestive : ' : - (article 2}

Nous avons confirmé l'incidence faible (<5%) d'hépatocarcinomes dans le foie
des rats carencés en vitamines B12, B9, méthionine et choline. En effet, aucune
“tumeur hépatique n'a été observée dans.un groupe de 7 rats alimentés par ce régime
alimentaire pendant une période de 20 mois. La carence en vitamine B12 de ces rats
était alimentaire et doit donc étre considérée comme étant un carence modérée par
rapport a4 celle induite par la gastrectomie totale. Il faut cependant noter que le
modéle chirurgical de gastrectomie ne permet pas d'obtenir des rats vivants pendant
une durée importante et la médiane de survie des rats opérés dans notre étude était
toujours inférieure a 2,5 mois. Ceci suggére que cette faible survie des rats
gastrectomisés est un élément empéchant I'évaluation au long cours des foies de
rats carencés sévérement en vitamine B12. Par ailleurs, tous les rats de cetie étude
ayant survécu 1 an ont eu une imagerie par résonnance magnétique du foie et du
cerveau. Ces examens ont toujours été considéres comme normaux. De plus, les
foies de rats récupérés au moment de leur mort naturelle ont foujours été indemnes
 de tumeurs lors de I'examen anatomopathotogique. Un index histoiogique d'activité a
aussi été évalué dans les foies de rats carencés en vitamines B12, B9, choline et
méthionine. Aucune différence significative dans le score de dysplasie (P=0,39) n'a
été observée en comparaison avec les rats contrdles (régime alimentaire adéquat en
B12, B9, méthionine et choline). De plus, aucune différence n'était observée
concernant la stéatose hépatique, contrairement au modéle expérimentaux carencés
en méthionine et en choline. L'ensemble de ces résultats suggérent qu'un régime
alimentaire carence en vitamines B12, B9, choline et méthionine n'est probablement
pas suffisant pour promouvoir l'incidence de tumeurs hépatiques. Ces résultats sont
en accord avec le fait que la carence en choline, méthionine, folates et vitamine B12
a été considérée comme moins efficace dans la promotion de fincidence
d'hépatocarcinomes (tableau 1). Certains auteurs (118) ont méme remis en question
I'effet carcinogéne du regime carencé en choline, méthionine, folates et vitamine B12

sur le foie des rats.

Aucune explication n'est actuellement disponible pour expliquer l'effet
"protecteur” sur l'incidence d’hépatocarcinomes de l'association d'une carence en
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 vitamine B12 & un regime déja carencé en vitamine B9, choline et méthionine. Une
hypothése pourrait étre une balance enire la méthylation et la réplication. Ainsi,
lorsque les rats sont carencés en méthionine, choline, vitamine B12 et folates,
I'nypométhylation de 'ADN est associée a une diminution de la réplication avec
blocage du cycle des folates. De fagon schématique, méthylation et réplication
seraient bloqueées et lincidence des cancers serait faible. Par contre, lorsque la
vitamine B12 n'est pas carencée, la méthylation de I'ADN est toujours diminuée mais
il existe un maintien plus important de I'activité de la méthionine synthase (MTR) dont
le déterminant principal est la vitamine B12. Ceci pourrait induire un blocége
relativement "moins” important du cycle des folates que dans la situation précédente
et la balance réplication / méthylation serait ainsi modifiée. La réplication et la
synthése de I'ADN pourrait alors traduire les conséquences de 'hypométhylation de
I'ADN (mutations ponctuelles et instabilité chromosomique) et engendrer ainsi une
incidence plus importante de cancers.
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3- Histone déacetylases et cancer (article 3 Surgery)

Nous avons étudie les effets de la trichostatine A sur I'expression des génes |
NIS et PDS dans trois différentes lignées cellulaires de cancers thyroidiens. Cette
médication induit une acétylation des histones et est un inhibiteur des histones
déactylases. La trichostatine A augmentait de fagon importante I'expression du géne
NIS et diminuait 'expression du géne PDS. Ces génes ont une importance clinique
fondamentaie puisqu'ils définissent dans les cellules de cancers thyroidiens la
captation cellulaire ou la non captation d'iode. Par conséquent, ces génes pourraient
moduler la captation dliode des cellules et permettre ainsi de redifférencier des
cellules thyrcidiennes qui initialement ne fixaient pas l'iode radioactif (qui est un
moyen thérapeutique majeur des cancers thyroidiens différenciés). L'utilisation de la
Trichostatin A in vitro indique que cette médication pourrait augmenter la captation
d'iode 131l dans plusieurs lignées cellulaires de cancer thyroidien par augmentation
de l'expression de 'ARNmM du géne NIS. Ces résultats suggérent que des nouveaux
traitements pourraient étre utilisés pour augmenter la captation dicde 1311 par les
cellules de cancers thyroidiens ayant initialement une faible ou une absence de
captation diode (cancers récidivants etlou peu différenciés par exemple).
L'expression du géne PDS est aussi modifiée lors de l'utilisation de la Trichostatin A
dans ces trois différentes lignées cellulaires. Cependant, l'expression du géne PDS
était aussi réduite dans des nodules thyroidiens hyperfonctionnels qui avaient aussi
une augmentation de I'expression du géne NIS (194). L'expression du géne NiS et
de PDS pourraient étre co-regulées, probablement par un mécanisme on / off du
géne PDS lorsque l'expression de NIS est augmentée, induisant ainsi une
accumulation dliode dans les cellules thyroidiennes. Cette hypothése est
actuellement en cours d'évaluation et demande encore une validation par des
données plus objectives.

Les effets d'arrét de croissance cellulaire secondaires a la trichostatine A
doivent aussi étre encore évalués. La trichostatine A est considérée comme
augmentant l'expression du géne p21. Ce géne p21 régule la progression des
celluies a travers le cycle cellulaire. Ce double effet de la trichostatine A,

redifférenciation et augmentation de la captation en iode 1311 a de basses

concentrations, et arrét de la croissance cellulaire & des concentrations plus hautes,
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pourrait faire en sorte que cette médication devienne un nouveau moyen
thérapeutique dans le traitement des cancers thyroidiens comme dans d'autres types
de cancers.

Le traitement actuel des cancers thyroidiens différenciés (CDT) est la
thyroidectomie, l'iode radioactif 1311, et la suppréssion de la TSH. Comme 30% a
40% des CDT sont ou deviennent non répondeurs a l'iode radioactif, il est considéré
qgue ceci correspond a une dédifférenciation tumorale. Des traitements qui
permettraient une re-différenciation des cellules de cancers thyroidiens pourraient
~ faire en sorte que ces cellules puissent de nouveau capter I'iode radioactif 1311. Des
études antérieures ont utilisé I'acide rétinoique pour essayer de redifférencier les
cellules et d'augmenter l'expression du géne NIS (195). Des études cliniques sont en
cours. La combinaison de la trichostatine A avec lacide rétinoique pourrait
potentialiser les résuitats mais ceci est actuellement inconnu. Il est aussi possible
gue la trichostatine A augmente I'expression de NIS dans les CDT bien différenciés
ainsi que chez les patients présentant une maladie de Basedow, si bien que des
doses plus faibles d'iode 131l pourraient étre utilisées (que les doses utilisées
actuellement). La trichostatine A est un inhibiteur des histones déacétylases et
favorise donc 'acétylation des histones. Cette médication induit une activation de la
transcription en favorisant la présence d'une chromatine accessible, hyperacetylée.
Cependant, la signification des modifications observées sur la partie terminale des
histones semble un peu plus complexe, et ne dépend pas uniquement d'une
méthylation ou d'une acétylation. Il apparait ainsi que c'est finalement la répartition
des lysines acétylées ou des lysines ou arginines méthyiées qui pourrait
correspondre a un systéme de "code des histones" et avoir ainsi un message
informatif pour la transcription ou pour la répression de cette transcription. Ce code a
été proposé pour expliquer la réguiation de l'expression des génes. Le code des
histones tiendrait compte aussi des autres modifications comme la phosphorylation.

Bien qu'actuellement aucune étude n'existe sur l'utilisation clinique de la trichostatine
A, cette médication a été utillisée de fagon extensive in vitro et dans des études
animales. Parce que la trichostatine A augmente {'expression de NIS et diminue
I'expression de PDS, cette médication pourrait devenir dans les années a venir un

nouvel agent théfapeutique standard des cancers thyroidiens en augmentant la
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captation d'iode des cellules thyroidiennes. D'autres médications comme le SAHA
paraissent avoir une activité¢ HDAC plus spécifique que la trichostatine A et
pourraient aussi étre utilisées dans de futures études (67). Par ailleurs, le lien entre
statut nutritionnel en folates des patients et la méthylation des histones n'est
actuellement pas connu et pourrait étre évalué a l'avenir. Une autre interaction a
évaluer pourrait aussi étre le lien entre le statut thyroidien (hypo / ou hyperthyroidie)
et les modifications de I'homocystéine via la vitamine B2 (MTHFR / MTRR) (196,
197) et la méthylation des histones. Il est en effet considéré qu'il existe une balance
méthylation / acétylation des résidus N-terminaux des histones et que 'acétylation de
certains résidus des histones sembie étre conditionnée par la méthylation d’autres
résidus proches (ou flanquants).
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4- Déterminants génétiques de l'hyperhomocystéinémie, de I'hypométhylation
et maladies neurologiques _ ~ (article 4)

Les effets négatifs de la carence en vitamine B12 / folates et I'augmentation

de I'homocystéine sur le systéme nerveux central sont bien &tablis (198). Les
données actuelles suggérent plusieurs mécanismes possibles pouvant expliquer les
lésions et la toxicité sur le tissu neuronal. L'homocystéine induit des cassures
chromosomiques dans des cellules de neurones en culture par laltération de la
méthylation de I'ADN (199). Ces lésions de I'ADN peuvent aussi étre en partfie
responsables de l'induction de I'apoptose des cellules. Ainsi, des cellules neuronales
traitées avec de I'homocystéine ont tendance a diminuer leurs réserves d'ATP pour
- essayer de réparer les lésions de I'ADN induite par 'homocystéine (199). Il est par
conséquent considéré que ia déplétion cellulaire d'ATP pourrait aussi étre un facteur
central dans les mécanismes de neurodegenérescence dans la maladie d'Alzheimer
et de Parkinson. Cette notion associée au stress oxydatif secondaire a
I'hyperhomocystéinémie, pourrait faire en sorte qu'une augmentation modérée ou
méme faibie de 'homocystéine pourrait engendrer une diminution importante de
I'ATP dans les neurones du cerveau des sujets &gés (dans lesquels I'ATP est déja
diminué secondairement au vieillissement) (198). Les iésions oxydatives résuitant de
la carence en folates et de ['homocystéine pourraient étre causées par
I'augmentation du calcium cytosolique et les lésions de I'ADN. La carence en folates
et la supplémentation en homocystéine augmentent toutes les deux les taux
cytosoliques de calcium dans des neurones en culture. De plus, le traitement par des
bloqueurs des canaux caiciques de ces neurones atténue I'augmentation de calcium,
suggérant que ces variations calciques résultent de flux calciques a travers la
membrane plasmatique (200). L'homocystéine potentialise aussi la neurotoxicité du
glutamate et la toxicité de 'homocystéine est atténuée par les antagonistes des
récepteurs du giutamate (199). La carence en folates et l'augmentation de
'homocystéine altérent aussi [l'activité glutathione peroxydase et réduisent les
niveaux celiulaires de vitamines A, C et E (201). Ceci pourrait suggérer que la
carence en folates puisse comprometire la réserve anti-oxydative a plusieurs niveaux

(198).
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L'implication de I'homocystéine comme facteur de risque de la maladie
d'Alzheimer (MA) a été clairement rapporté (202). Liimplication de la vitamine B12
est par contre plus discutée (163, 202). Des taux bas de folates sont par ailieurs
clairement associés avec |'atrophie du cortex cérébral. Les facteurs contribuant au
début et au développement de la MA incluent des predispositions génétiques,
laccumulation de beta-peptide amyloide, le stress oxydatif, des altérations du
métabolisme cellulaire du calcium et l'excitotoxicité. De plus, certains de ces facteurs
interagissent ensemble de fagon synergique. Par exemple, I'homocystéine ou la
carence en folates peuvent potentialiser la neurotoxicité du peptide béta-amylo‘i‘de
(198). L'exposition simultanée de neurones en cultures au peptide béta-amyloide et a
'homocystéine induit un stress oxydatif et I'apoptose a des concentrations, qui
Iorsfque ces facteurs sont utilisés isolément, ont des effets trés modérés (203).
Comme les lésions oxydatives sont responsables de la dégénérescence neuronale
dans la MA, l'augmentation du stress oxydatif représente un mécanisme par lequel la
carence nutritionnelle ou génétique en folates contribue a la neurodégérescence
(198, 203). Par ailleurs, le tétrahydrofolate est sensible a I'oxydation, comme l'est la
cob(l)alamine (forme intermédiaire de vitamine B12). Ceci suggére que la carence en
folates et en vitamine B12 pourrait aussi contribuer aux Iésions oxydatives des
neurones. Un autre lien entre homocystéine et MA vient d'études récentes
concernant la protéine homocysteine-inducible endoplasmic reticulum stress (HERP)
(204). Cette protéine pourrait interagir avec les presenilines 1 et 2; et 'augmentation
de lexpression de HERP dans des cultures cellulaires pourrait augmenter la
production de peptide bé&ta-amyloide (198). La fonction de cette protéine pourrait étre
antagoniste a la mort celiulaire induite par le stress du réticulum endoplasmique et le |
peptide béta—arhylo'l'de. Enfin, les sujets possedant l'isoforme E4 de I'apolipoprotéine_
E (ApcE) ont un risque augmenté de développer une MA, probablement par l'activité
antioxydante diminuée de 'ApoE4, par rapport aux autres formes d'ApoE (205). Trois
variants de géne et de protéine de I'ApoE sont observés chez !'homme et
correspondent & un changement d'un seul acide aminé (ApoE-s2, -€3, -e4). Les
sujets porteurs d'un alléle ApoE-c4 ont environ le double de risque de developper
une MA durant leur vie (15 % contre 29 %), alors ies non-porteurs diminuent leur
risque d'environ 40 % (205). Une interaction entre ApoE4, MTHFR et le risque de
développer une MA a été aussi récemment rapporté (206). |l est de plus considére
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que la carence en folates posséde un effet déletére sur les conséquences
neurotoxiques associées a la diminution fonctionnelle de I'ApoE (198).

Nous avons observé que le génotype transcobalamine TC 777 GG / CG était
associé a l'incidence et la sévérité de la MA lorsqu'il était associé aux génotypes
sauvages ou mutés de MTHFR 677 C -> T. Ceci indiquerait que la diminution de la
vitamine B12 intracellulaire seule pourrait étre liée a l'incidence de la MA, alors que
la combinaison associant la baisse de ia disponibilté cellulaire en vitamine B12 et
{'altération de la MTHFR augmenterait le risque d'avoir une forme'sévére de MA. La
carence en vitamine B12 est considérée comme étant liée a la démyélinisation et a
certaines maladies psychiatriques (207). Inversement, la carence en folates n'est pas
associée avec la présence d'une démyélinisation. Le variant muté de TC diminue le
niveau transcriptionnel et la concentration cellulaire de TC. Dans le cerveau, la TC
est principalement secrétée par les cellules gliales, et sa concentration ainsi que ses
polymorphismes sont similaires a ce qui est observé dans le sérum. |l est probable
que le polymorphisme de la transcobalamine TC diminue I'expression et la sécretion
| ‘de transcobalamine dans les cellules gliales, réduisant ainsi la quantité de vitamine
B12 délivrée aux cellules neuronales. Par conséquent, il est possible que ceci puisse
‘induire la diminution de la transméthylation vitamine B12-dépendante  de
I'nomocystéine et altérer la méthylation de plusieurs substrats essentiels au
métabolisme cérébral (198).-

De plus, la diminution de l'activité de I'enzyme MTHFR mutée, qui induit une
diminution cellulaire de la disponibilité en methyletétrahydrofolate, était un facteur
aggravant pour la pathogénicité de ApoE €4 chez nos patients présentant une MA.
ApoE £4 est un déterminant de la neurctoxicité diie au peptide béta-amyloide. Il a
aussi été démontré in vitro que '"homocystéine potentialise cefte neurotoxicité. La
__carence alimentaire en folates chez des souris induit une augmentation de
I‘éntioxydaht glutathion dans le tissu cérébral et augmente de facon imporiante les.
lésions oxydatives dans le cerveau de souris homozygotes knockout ApoE (Apok -/-)
(198, 207). L'observation dans notre étude de la potentialisation du risque de MA
secondaire au variant ApoE £4, par un déterminant génétiqgue de la synthése de

méthyletetrahydrofolate, confirme les observations précédentes. Au final, ces
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données expérimentales et nos conclusions suggérent qu'il existe une influence
~ synergique des facteurs génétiques prédisposant a l'altération de la disponibilité
cellulaire en vitamine B12 et en méthyletétrahydrofolate, ainsi que.de la neurotoxicité |
du fragment béta-amyloide, induisant finalement une neurodégenerescence.

Dans cette étude, nous avons aussi.rapporté que le quarlile supérieur
d'homocystéine était un facteur de risque d'avoir un enfant trisomique 21, alors que -
‘le polymorphisme MTHFR 677 C-->T n'avait aucune.incidence sur ce risque. Par
ailleurs, contrairement a ce qui avait été observé par d'autres auteurs, les folates
plasmatiques n'étaient pas un déterminant significatif pour 'homocystéine chez les
meres d'enfants trisomiques (171). De plus, 'homocysteine n'était pas influencée par
les polymorphismes de MTHFR, MTR ou MTRR. Ceci suggére que d'autres
déterminants encore inconnus pourraient influencer ies métabolismes du mono-

carbone ou de I'homocystéine et ainsi contribuer a l'incidence de la trisomie 21.

Le polymorphisme MTR était un facteur de risque significatif pour avoir un |
enfant trisomique ainsi que pour étre porteur d'une trisomique 21. En fait, il pourrait
étre fait I'hypothése que le polymorphisme MTR 2756 AG pourrait altérer le
métabolisme des folates en diminuant les taux de fransméthylation de
I'homocystéine, méme si ce polymorphisme n'avait aucun effet apparent sur ies taux
plasmatiques d'’homocysiéine dans cette étude. Ce polymorphisme induit la
substitution d'un acide aspartique par -une glycine, dans une zone proche du
domaine de liaison vitamine B12-MTR. On peut donc émettre I'hypothése que ce
variant de MTR pourrait diminuer le taux de synthése de méthionine et avoir un
impact sur la méthylation de 'ADN de fagon concomitante avec d'autres facteurs
nutritionnels et génétiques qui pourraient altérer le pool cellulaire de
méthyletétrahydrofolate. La description du polymorphisme MTR 2756 A -> G comme
un facteur de risque de la trisomie 21 apporte un argument de plus pour suggérer
que les polymorphismes affectant le métabelime du mono-carbone sont des facteurs
de risque contributifs chez les méres d'enfants trisomiques 21.

Le polymorphisme MTRR 66 A-->G a été associé avec un risque élevé d'avoir
un enfant trisomique (171, 172). Dans notre étude, le génotype MTRR hétérozygote
-était un facteur de risque lorsqu'il était associé avec le génotype MTR hétérozygote,
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alors que le génotype MTRR seul n'avait aucune incidence. Ceci illustre la nécessité
de considérer I'ensemble des polymorphismes des enzymes altérant le métabolisme
du mono-carbone. Le variant MTHFR 677 C—>T était un facteur de risque dans une |
étude américaine (173), alors qu'aucun effet n'a été observé dans notre étude {dans
laquelle l'alléle T était observé plus frequemment). Cette méme discordance a été
observée dans différentes é&tudes évaluant les facteurs de risque des
coronaropathies et des malformations du tube neural (191). Une autre cause pouvant
expliguer les différences observées entre des zones géographiques pourrait éfre les
différences d'interactions géne-nutrition. Ainsi, {a nourriture italienne pourrait différer
de celle des irfandais, en apportant plus de folates. Ceci pourrait expliquer l'absence
d'incidence des polymorphismes observés en Sicile.

Notre étude indique aussi que les déterminants génétiques affectant la
reméthylation MTR-dépendante pourraient étre des facteurs aggravant la
pathogénicité des malformations du tube neural. Ainsi, les polymorphismes de MTR,
MTRR, et de la transcobalamine étaient associés avec la présence de MTN. Ceci
poutrait correspondre a une diminution de P'activité de la MTR secondairement a la
diminution de sa biodisponibilité et a une diminution de la disponibilité de vitamine
B12 cellulaire.
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5- Conclusion

En conclusion, ce travail a permis d’évaluer les déterminants nutritionnels
existants entre le métabolisme de la méthionine et la méthylation giobale de 'ADN
chez le rat in vivo. Le deuxiéme objectif, qui était d'évaluer la carcinogénése
hepatique de rats carencés en groupements méthyles, a été partiellement atteint car
la survie des rats opérés d’'une gastrectomie fotale n’a pas pu étre prolongée. Nous
avons par contre souligné f'importance du facteur carence ou non en vitamine B12
dans le régime carencé en groupements méthyles sur l'incidence des cancers du
foie. Le troisiéme objectif de ce travail a permis d'évaluer les liens existants entre
acetylation des histones et la variabilité de 'expression de génes pouvant étre utiles |
en pratique clinigue. Enfin, le dernier objectif a permis d’évaluer les liens existants
entre le métabolisme de la meéthionine avec ses différents poiymorphismes et
I'incidence et/ou la sévérité de certaines maladies neurologiques. L'ensemble de ces
objectifs a donc pu apporter des éléments nouveaux dans I'évaluation du lien entre .
méthylation, expression de génes et certaines pathologies.
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ABSTRACT

- Background / aims: The influence of vitamin B12 deficiency on methionine MTR
activity and transcription, and on DNA methylation is not clearly established. The aim
of this study was to assess the respective influence of folate and vitamin B12
deficiency on MTR activity and transcription, and on DNA methylation.

Methods: Sixty one rats were administered normal diet or diet deficient in choline,
methionine, folate and vitamin B12. Forty seven of them underwent total gastrectomy
or ileal resection. _ ,

Results: Low vitamin B12 was observed only in gastrectomized rats and low foléte in
rats under deficient diet. Total MTR activity (holo + apoenzyme) was lowered only
with vitamin B12 level below 200 pmol/L. (P=0.0002), while the ratios of total vs holo
MTR activity and of transcripts MTR vs GAPDH (RT-PCR) were unchanged. Vitamin
B12 was the single determinant of low MTR (lower quartile, Odds ratio = 15.75,P =
0.0017). Low MTR and low vitamin B12 were the two determinants of DNA
hypomethylation (lower quartile, Odds ratio = 17.07, P = 0.0006 and Odds ratio =
7.31, P = 0.006, respectively).

Conclusion: Vitamin B12 influences MTR expression by a non-transcriptional
mechanism different from an effect on proteolysis and is a strong determinant of DNA
hypomethylation.-

Key words: Vitamin B12, methionine synthase, DNA methylation, rats
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INTRODUCTION

Methionine synthasé (MTR) plays a key role in homocysteine metabolism, as it
catalyzes the synthesis of methionine by transmethylating homocysteine in the
presence of methyltetrahydrofolate (coenzyme B9) and methylcobalamin (coenzyme
B12) [1-3]. A defect of this enzyme causes hyperhomocysteinemia which is believed
to be a risk factor for cardiovascular disease, neural tube defects, neurodegenerative
diseases [2, 4, 5], and digestive carcincgenesis [6-11]. Methionine is the precursor of
S-adenosyl methionine, the substrate of DNA methyltransferases. DNA methylation
is one of the mechanisms involved in the regulation of gene transcription, through the
binding of specific proteins to the methylated DNA sequences. This causes changes
in the chromatin structure, making the DNA less accessible and preventing active
functional transcription [1]. Relation between the nutritional determinants of MTR
activity, vitamin B12 and folates, and the expression and activity of this enzyme is not
well understood. Some experimental data from vitamin B12 deficient rats suggest
that vitamin B12 has an effect on MTR activity at a post-translational level by
protecting the enzyme from proteolysis [12] while others, using various cell lines,.
conclude that vitamin B12 enhances MTR by another, still unknown, post-
transcriptional mechanism [13]. However, the respective or combined in vivo effects
of vitamin B12 and/or folate deficiency and of DNA hypomethylation on the
expression of MTR is not known. In contrast to folate deficiency, severe cobalamin
deficiency in rats can be reached by a total gastrectomy rather than by a single
deficient diet while it can be obtained by total gastrectomy [14]. Indeed, vitamin
assimilation requires its binding to gastric intrinsic factor and the subsequent ileal
uptake of vitamin B12-intrinsic factor compiex by a receptor mediated endocytosis
[15].

In this study, we have evaluated the respective influence of folate and vitamin B12
deficiencies on MTR ftranscription and activity, and on DNA methylation. This was
done by administrating over an 18-month period, a deficient diet in choline,
methionine, vitamin B12 and folate in non-operated and in-gastrectomized F 344
Fischer rats with and without ileal resection.
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METHODS

Animals - Fifteen-week-old male Fischer F 344 rats were purchased (lffa Credo,
L'arbresle, France). The rats were housed 1 per cage in plastic cages throughout the
study at a room temperature of 23 + 3°C, under a 12-h light / 12-h dark cycle. Free
access to water was allowed. Standards for use of laboratory animals established by
the Institute of Laboratory Animal Resources, U.S. National Academy of Sciences
were followed.

Diet - A methyl group-deficient diet (MD) and-a methyi group-adequate diet (MA)
were used. MD diet corresponded to that previously described [16] and was specially
prepared by Pietrement (Pietrement, Troyes, France). It consisted of a diet with
methionine-free amino acid mix and vitamin mix free of choline, folic acid and vitamin
B12. MA diet was a complete standard diet (M20 diet, Pietrement, Troyes, France).

Feeding and surgical protocol - All rats were fed MA diet one week before starting
the experiment. Animals were then allocated 1o the study groups defined below. _Totél
gastrectomy {TG) and ileum resection (IR) were performed in 20 rats. Among them
12 rats were fed with MD diet {group 1) and 8 rats with MA diet (group 2). Total :
gastrectomy alone was performed in group 3 (n=7) and all these rats were fed with
MA diet. lleum resection alone was performed in group 4 (n=20) and all these rats
were fed with MA diet. Non operated rats with MD diet and MA diet defined group 5
(n=7) and 6 (n=7) respectively.

Surgery was performed under anesthesia by intraperitoneal injection of ketamin 25
mg/kg (Pfizer, USA). After a midline laparotomy, the stomach was excised together
with a 1 mm cuff of oesophagus and a 1 mm cuff of duodenum. An end-to-end
anastomosis between oesophagus and duodenum was performed with 8/0 surgipro
(USSC, USA) under binocular glasses (x 4) (Zeiss, Germany). Distal small bowel
resection was performed with mean 7.4 + 0.4 cm length from the caecum. End-to-
end anastomosis was performed with 8/0 surgipro (USSC, USA) under binocular
glasses (x 4) {Zeiss, Germany). Body weights and blood samples were checked the
first day of the study and at 1, 4, €, 9, 12 and 18 months. Blood samples were
collected from living, anesthetized animals by arteria caudalis mediana puncture. Al

~ rats were followed until their death and no sacrifice was performed. Overall survival
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was assessed in each group. The autopsy was performed immediately after death.
The liver was harvested and stored at -80°C.

Fecal [*’Co]-cobalamin excretion test - Fourteen rats from group 1 (TG + IR) and
all rats from group 4 and 5 (n=14) were selected for a fecal [*'Co}-cobalamin
excretion fest. This test was performed 1 month after the onset of the study. [*'Co}-
cobalamin was purchased from ICN Pharmaceuticals, USA (Kit n°90697.3-7).
Selected rats were fed with one dose of 20 microL of [*’Co}-cobalamin (0.7 10 *gr
at 7.4 kiloBecq). Diets were not modified during the test. After oral ingestion of
labeled cobalamin, feces were closely collected and cumutative activity was
measured at 24h, 48h, 72h and 144 h.

Assays of vitamin B12, Folate and Homocysteine - Each biood sample was
collected on EDTA and then centrifuged for 10 min at 3000 rpm. Aliquots of piasma
were stored frozen at —80°C until analysis. Cobalamin and folate plasmatic levels
were determined by radio-dilution isotope assay (simulTRAC-SNB, ICN .
Pharmaceuticals, USA). Liver vitamin B12 levels were evaluated using the same
method. Homocysteihe level was determined by fluorescent polarization
immunoassay (IMX system Abbott, Norway).

Methionine synthase activity - Liver cells were homogenized on ice in 9 vol. of
potassium phosphate (100 mmol/L) buffer, pH 7.4 and centrifuged for 20 min at-
48000 g, 4 °C. MTR activity was determined as described previousiy [17]. Aliquots of
supernatant were incubated in 100 microL of substrate mixture containing Potassium
buffer 100 mmol/L, pH 7.4 , 0.5 mmol/L, homocysteine (prepared daily from its
thiolactone derivative — Sigma Aldrich, USA) , 0.5 mmol/L S-Adenosyl-Methionine,

- 0.02mM (Biolabs inc, Canada), 25 mmol/L DTT (dithiotreitol) (Sigma Aldrich, USA),
0.25 microCi [** C] -5 Methyl- tetrahydrofolic acid (44 micromol/Ci) (Amersham —
Pharmacia, USA), 50 micromol/L Methylcobalamin (Sigma Aldrich, USA). This
mixture was incubated during 60 min / 37°C in an anaerobic chamber in which
atmosphere had been exchanged for nitrogen. All stock reagent solutions were made
anaerobic by bubbling under nitrogen through them for at least 30 min. The assay
mixture was cooled on ice and then passed through a column of AG1x8 (chloride
form, Bio-rad, USA). The column was washed with 3 mL of water and the eluted
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fractions were collected in scintillation vials. A scintillation fluid (picofluor, Packard,
USA) (16 mL) was added to the aqueous samples prior B-counting. Enzyme activity
(EC 2.1.1.13) was expressed as nanomoles of product formed per hour and per mg
of protein. The protein concentration of liver homogenates was estimated by BCA
assay (Pierce, Rockford, USA).

Semi-quantification of methionine synthase and glyceraldehyde phosphate
deshydrogenase RNA by reverse transcriptase-polymerase chain reaction -.
Total RNA was extracted from liver frozen in liquid nitrogen, using Trizol reagent
{(Gibco BRL, USA), and quantified by UV-spectrophotometry at 260 and 280 nm. The
incubation mixture of the reverse transcription {20 microl total volume) contained 2
microg total RNA, 2 microL DTT 0.1 mol/L (purchased with enzyme), 8 microL dTNP
1.25 mmol/L (dTNP mix 10 mmol/L, Sigma Aldrich, USA), 2 microL of a
hexanucleotide mix 10 X (Boehringer Mannheim, Meylan, France). Then 200 units M-
MLV reverse transcriptase (Gibco BRL, USA) and 0.5 microL RNase inhibitor (RNA
guard®, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) were added after 3 min heating at
65°C. Reverse transcription was performed at 38° C for 1 hour and stopped at 95° C
for 5 min. PCR was carried out with 2 microL of reverse transcription product, 6
microL ANTP 1.25 mmoi/L, 1.5 microL primers 12 micromol/l., 1.25 U Taq.DNA .
polymerase (AmpliTaq® DNA Polymerase, Perkin Elmer, Roche Molecular Systems,

Branchburg, USA) in 50 microL final volume. The reaction mixture was heated at 84° .
" G for 5 min, then the 30 PCR cycles were performed with denaturation at 94°C for 30
s, hybridation at 50.9°C for 30 s and elongation at 72° C for 20 s. For MTR transcript
amplification, sens primer was &' CAG ATATAATTG GCT TGT CAG GAC 3", .
antisens primer was 5' TTT CAT CTA ACA GCT GAG AAC ACA C 3'. For
glyceraldehyde phosphate deshydrogenase transcript amplification (reference
transcription level), sens primer was 5' TCATTG ACC TCAACT ACATGG TCTA 3/,
antisens primer 5' CCA GTA GAC TCC ACG ACA TAC TCA G 3'. Amplifications
were made in triplicate on a Gene Amp® 2400 thermocycler (Perkin-Elmer
Corporation, Norwalk, USA). Amplification products were visualized under uliraviolet
light after agarose/ethidium bromide electrophoresis. Quantification of gel bands was
performed on a Bic-Rad Multi-Analyst™/PC version 1.1. Molecular weights marker
was @X174/Haelll DNA ladder (Sigma Aldrich, USA).
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Global DNA methylation - Liver cells were mashed on liquid nitrogen. Pellets were
added with 1mL TBS (tris buffered saline) mixed with 1mL lysis buffer {Perkin-Elmer,
USA). Mixture was incubated with 55000 units RNase A (Sigma Aldrich, USA) during
2 hours at room temperature and then overnight with 40 units proteinase K (Life
technologies, USA) at 65 °C. A solution was prepared with phenol (Fiuka, USA) 70%,
pH 8.0 / chloroform. Two mL of this last solution were added with 2mL of the mixture.
- Centrifugation 5000 g / 20 min / 4°C. Aqueous phase was precipited overnight with 3
moli/L sodium acetate, pH 5.5 (10%) / 2 volumes cold isopropanol (-20°C). DNA was
resuspended with sterite Tris — EDTA. DNA concentration was evaluated with
spectrophotometer (260 nm), with a 260 nm / 280 nm ratio at least > 1.8. DNA length
was measured and had to be > 20 kbp. DNA methylation in vitro : Two microg DNA
were incubated with [*H]-methyl-S-Adenosyl-Methionine, 5 microCi (Amersham
pharmacia, USA), 4 units Sss 1 methylase (Biolabs inc, Canada), 50 mmol/L Nacl, 10
mmol/L Tris-HCL, 10 mmol/l. MgCl; and 1 mmol/l. DTT, pH 8, in a final volume of 50
microlL, durihg 3 hours at 37 °C. Samples were placed on a paper Whatman DE-81
(Fischer scientific, USA). Washed and dried paper disks were placed in polyethylene
vials contaihing 10 mL picofluor scintillation fluid (packard, USA). Beta-counting of
radiclabelied DNA corresponded to methyl transfer on CpG islands.

Statistical analyses - Statistical analyses were performed using Statview (Abacus
concepts, Berkeley, USA). Mann-Whitney-U test was used to evaluate differences
between continuous variables. All values were expressed as either mean + standard
error or median and quartiles. Correlations were evaluated using univariate
Spearman rank-correlation and muttivariate regression analysis. Evaluation of odds
ratio was performed by logistic regression analysis. Statistical significance was
considered for P values < 0.05.



140

RESULTS

Gastrectomy was efficient in impairing vitamin B12 assimilation as cumulative
excretion of fecal [*’CoJ-cobalamin was more important in group 1 rats (TG+IR) than
in non operated rats, at 72 and 144 hours after ingestion (P = 0.008} (figure 1).
Gastrectomized rats (group 1, 2 and 3) underwent a weight loss after one month
delay but their weight was stabilized later (P < 0.001). The MA and MD diets had no
effect on the weight of the 'gastrectomized rats while rats from group 5 (MD diet
without gastrectomy) had a mild weight loss (P < 0.01) after 6 months. Compared to
controls {(group 6 - MA diet), vitamin B12 piasmatic leveis were dramatically lowered
in the 3 groups of gastrectomized rats, after 1 month delay (P < 0.001). No statistical
differences was found between these 3 groups. No decrease of vitamin B12
plasmatic level was found in group 4 (MA diet / IR} (figure 2). Finally, a 200 pmol/L
threshold value of vitamin B12 was defined as the superior limit that included only
rats belonging to the group 1, 2 and 3 (gastrectomized rats). In contrast to what
observed for vitamin B12, total gastrectomy had no dramatic effect on folate blood
level (figure 2). Indeed, folate was significantly lowered only in rats fed with deficient
diet (group 1 and 5). In addition, this difference was also noticed between the
gastrectomized rats with and without the deficient diet (P < 0.01) (figure 2). Similarly
to vitamin B12, we defined a threshold value of 20 nmol/L which corresponded to the
fimit including only rats from the group 1 and 5 (deficient diet).

We also determined liver vitamin B12 levels and found similar variations than those
observed with vitamin B12 plasma levels in different groups. Mean liver vitamin B12
was significantly lower in gastrectomized rats than in controls, with mean respective
values of 93 + 12 fmol / mg and 533 + 24 fmol / mg {(P=0.001). The decrease was in
the same order of magnitude than plasma B12 levels and a significant correlation
was found between both markers (R=0.79, P=0.0006). Homocysteine plasma level
was significantly increased in the groups which had a low blood folate level (group 1
and 5), independently of the surgical procedure (figure 2). Homocysteine leve! was
negatively correlated with blood folate using muitivariate regression analysis of log-
transformed parameters (P < 0.0001). In fact, this negative correlation was significant
only in MD diet rats (group 1 and 5) (P = 0.0005), but not in MA diet rats (groups 2, 3,
4 and 6).
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No difference of MTR activity was found in rats with folate plasmatic level lower than
20 nmol/L (group 1 and 5). In confrast, MTR activity was significantly lowered in rats
with vitamin B12 plasmatic level below 200 pmol/L (groups 1, 2 and 3) (P = 0.002)
(figure 3). MTR gene transcription, estimated by semi-quantitative reverse
transcriptase-pulymerase chain reaction, was not depending on biood vitamin B12
levels (figure 4). The ratio of cDNA amplified from MTR / glyceraldehyde phosphate
deshydrogenase RNA was estimated respectively at 0.73 + 0.22 and 0.80 £ 0.33 in
liver extracts from rats with blood vitamin B12 higher and lower than 200 pmol/L,
respectively (P = 0.42). A post-transcriptional effect of vitamin B12 was evidenced by
considering the ratio "total MTR activity vs ratio of cDNA" (figure 4). This ratio was
2.3 -fold higher in liver extracts from rats with vitamin B12 > 200 pmol/L, compared
to those of rats with B12 deficiency, with respective values of 0.28 + 0.15and 0.12 +
0.03 (P=0.0013). This was not due to a protective effect of MTR binding to vitamin
B12 for preventing the proteolysis as we found no difference in saturation of the
enzyme by vitamin B12. Indeed, the ratio of MTR activity determined without vs with
addition of vitamin B12 in the assay was respectively estimated {0 0.62 + 0.34 and to
0.71 + 0.25, in rats with a vitamin B12 level lower and higher than 200 pmol/L
(P=0.385).

Global DNA methylation was significantly lowered in rats with vitamin B12 plasmatic
level lower than 200 pmol/L (P = 0.001) (figure 3). These rats were the same than
those with low MTR activity (figure 3). In addition, MTR activity was significantly lower
in fiver extracts with hypomethylated DNA (< lower quartile), compared with other
extracts, with respective values of 0.11 + 0.06 and 0.27 + 0.19 (P=0.0006). There
was a significant correlation between DNA methylation and MTR total activity in
univariate Spearman rank-correlation analysis (Rho = - 0.316, P=0.03). DNA
methylation was also significantly lowered in rats with folate plasmatic level lower
than 20 nmol/L. (P = 0.009).

We evaluated by muliiple regression analysis the relations between DNA
methylation, MTR and its coenzymes. Vitamin B12, but not folate, was correlated
with MTR activity (P = 0.0279). Homocysteine level was weakly correlated with MTR
activity (P = 0.049) but not with DNA methylation. There was a significant correlation
between DNA methylation and either vitamin B12 (P = 0.0096) or folate (P = 0.0104)
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plasmatic levels. We investigated the determinants of homocysteine plasma level
(upper quartile), decreased liver methionine synthase activity (fower quartile) and
DNA hypomethylation by logistic regression analysis, considering respective
threshold values of vitamin B12 and folate at 200 pmol/l and 20 nmol/l. Low blood
folate level was the single independent determinant of hyperhomocysteinemia, with
an odds ratio as high as 20.78 (Table 1). In contrast, vitamin B12 was the single
independent determinant of low fiver MTR activity. Finally, low MTR activity and low
vitamin B12 were the two-determinants of hypomethylation, with respective odds ratio
of 17.07 and 7.31 (Table 1).
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DISCUSSION

"Vitamin B12-deficient living animais are useful for elucidating physiologic functions of
vitamin B12 [12)]. Disappearance of gastric intrinsic factor after total gastrectomy is
known to lead to vitamin B12 deficiency by decreasing vitamin B12 absorption, in the
rat [18-21]. We observed a dramatic decrease of blood vitamin B12 in the first
postoperative month in gastrectomized rats, while ileal resection alone had no effect

“on vitamin B12 status. This suggested that IF-cobalamin receptor expression was not
restricted to the ileum in rats {22]. No change of vitamin B12 plasma level was
observed in MD diet fed rats. This emphasizes that a vitamin B12-free diet cannot be
considered efficient enough to provide a severe and permanent vitamin B12
deficiency in rats [19, 23]. It is therefore likely that coprophagy provides enough
vitamin B12, even when the vitamin B12 diet is restricied. A reduced folate
absorption due to gastrectomy was unlikely in our study since we found no effect of .
gastrectomy on blood folate (figures 2). Finally, our model combining total
gastrectomy and MD diet was efficient to reach a combined vitamin B12 and folate .
deficiency, in order to evaluate the respective influence of folate and vitamin B12

" deficiency on transcription and activity of MTR and on DNA methylation.

Our results showed a decrease of both total (apo + holoenzyme) and holo MTR
activity in B12 deficient rats. Vitamin B12 had no effect on MTR transcription, as -
previousiy reported in 5 cell lines, including HepG2, a human hepatocarcinoma cell
line [13]. We observed a significant positive correlation between vitamin B12, but not
folate plasma level, and total MTR activity. In addition, low vitamin B12 was the
single independent determinant of the low MTR &activity (table 1). MTR in rat liver is
thought to be stabilized by forming a comipiex with methyl-cobalamin {12, 13],
although different results were obtained by studying the effect of B12
supplementation in cell culture. According to this hypothesis, stabilization of the
enzyme by coenzyme binding would be less prominent when vitamin B12 level is fow
(<200 pmol/L}, leading to an increase of apo-enzyme degradation. Presently, this
hypothesis was uniikely as there was no significant difference of saturation of
methionine synthase between rats with vitamin B12 lower and higher than 200
pmol/L, respectively. Indeed, the addition of vitamin B12 in the assay of MTR activity
increased this activity by the same order of magnitude, in rats either deficient or not



144

in vitamin B12. These results were not due to an artefactual overestimation of apo-
MTR as we performed the assay in strict anaerobic conditions, as previously
recommended [17]. In-addition, we observed similar ratio of holec MTR vs total MTR
than those previously reported in various cell lines by Gulati et al. [13]. In contrast,
Yamada et al. found no difference of MTR activity by adding or not vitamin B12 in the
assay [12]. They concluded that liver MTR was always saturated by vitamin B12,
whatever the status of vitamin B12 inrats sdbmitted to a deficient diet. In fact, it may
be hypothetized that the use of a potent oxido-reductive agent, DTT, produces an
MTR activity corresponding to apo and holo MTR, even in absence of the co-factor
vitamin B12. Our data suggest therefore that the in vivo effect of vitamin B12
deficiency on MTR expression is rather related to an unknown mechanism at a post-
transcriptional level, as previously described in vitro, with celi fines supplemented
with vitamin B12 [13]. The post-franscriptional decreased level of MTR in vitamin B12
deficient rats could depend on one or several genes, regulated by vitamin B12 itself
[13] and/or by DNA hypomethylation, considering that vitamin B12 deficiency was a
potent determinant of this hypomethylation. Such a hypothesis should be considered
since DNA hypomethylation was correlated to MTR activity,'in univariate analysis.

- Elevated levels of homocysteine is a risk for cardiovascular diseases and neural tube
defects [5, 24]. This points out the importance of evaluating the respective impact of.
cofactors regulating the activities of enzymes involved in the transmethylation of
homocysteine. We showed that vitamin B12 was a weaker determinant than folate for
increased homocysteine level, as found in clinical studies [25]. This was also in
agreement with a recent clinical study which established that after folic acid
supplementation, the usual dependency of homocysteine on folate diminished, while
vitamin B12 became the main determinant of plasma homocysteine concentration
[26]. Surprisingly, MTR activity was not a determinant of homocysteine level. High
affinity of vitamin B12 for MTR may prevent the desaturation of the enzyme, limiting
the consequencies of vitamin deficiency [2]. This may explain that, in our study, MTR
activity was decreased only in case of severe vitamin B12 deficiency, e.g. in
gastrectomized rats. This is emphasized by the fact that MTR 2756 GG mutated
genotype has no significant effect on homocysteine level in humans, contrarily to
methylene-tetrahydrofolate reductase 677 TT genotype [27-29].
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Results from previous studies in rodents suggested that folate deficiency caused
DNA strand breaks and hypomethylation while the effect of vitamin B12 deficiency
was not clearly evidenced [30]. Presently, we found that low vitamin B12 and low
MTR activity were two independent determinants of DNA global hypomethylation.
Furthermore, the positive correlation between MTR activity and DNA methylation was
found only in the subset of rats with low vitamin B12 plasmatic level. This suggests -
~ that MTR is a limiting determinant of DNA methylation only when its expression and
activity are decreased, e.g. when a vitamin B12 deficiency occurs. Finally, our and
previous results suggest that the diet supplementation used to prevent DNA
hypomethylation should systematically include vitamin B12, in addition to folic acid,
even if its effect in lowering homocysteinemia has not been evidenced [31]. Indeed,
vitamin B12 supplementation would not only prevent vitamin B12 deficiency but also
increase the expression level of MTR by the post-transcriptional effect aiready
described by Gulati et al [13].

In conclusion, low biood folate is the main determinant of hyperhomocysteinemia,
while low vitamin B12 is the main determinant of MTR activity and DNA
‘hypomethylation in géstrectomized rats. Vitamin B12 affects MTR expression by a
non-transcriptional mechanism different from a protective effect on MTR proteolysis. .
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FIGURE AND TABLE LEGENDS
Figure 1. Cumulative percentage of fecal excretion of [*'Co}-cobalamin in 14 non-

operated rats and in 14 rats that underwent total gastrectomy and ileal resection (TG
+ IR).

Figure 2. Plasma level at death (box plots: median, quartiles and extreme values) of
homocysteine, folate and vitamin B12 of operated and non-operated rats fed with
either an adequate or a deficient diet. Group 1.: methyldeficient diet, gastrectomy and
ileal resection ; group 2 : normal diet, gastrectomy and ileal resection ; group 3 :
normal diet and gastrectomy ; group 4 : normal diet and ileal resection ; group 5 :
methyl deficient diet ; group 6 : normal diet. Top : Box plot of homocysteine ; middle :
Box plot of folate ; bottom : Box plot of vitamin B12

Figure 3. Effect of vitamin B12 deficiency on liver methionine synthase activity and
on DNA methylation. 3A; Methionine synthase activity in rats with vitamin B12 plama
levels under and above 200 pmol/L ; 3B: DNA methylation in rats with vitamin B12
pltama levels under and above 200 pmol/L.

Figure 4. Relation between methionine synthase activity (In MTR) and MTR
transcription (determined by cDNA ratio of RT-PCR of MTR vs GAPDH transcripts),
in 7 gastrectomized rats with vitamin B12 deficiency and 13 non-operated rats with a
vitamin B12 blocd level higher than 200 pmol/L. The activity of MTR was significantly
higher in non-deficient rats, independently of the MTR transcription level, which was
in the same order of magnitude in both groups.

Table 1 : Determinants of hyperhomocysteinemia (upper quariile, > 18.7
micromol/L), decreased liver holo-methionine synthase activity {lower quartile < 0.1
Ul/mg protein) and DNA hypdmethylation (lower quartile) in rats deficient in vitamin
B12 (< 200 pmol/L) or folate (< 20 nmoifl).
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Figure 2
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Figure 3 (A and B)
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Figure 4

Methionine synthase activity
(In MTR)

5 I ST R R [ ST VORY VN YN ST T ST T A T SOV YUY WS N S A T WA [N W S T SN S U BT R 1
t

-1 _ =

@ B12 <200
C O B12>200

MTR transcription
(cDNA ratio of MTR versus GAPDH transcripts)



|EAISYUT BOUSPHUOD" "D | 9SELIUAS suluoiylaw ‘Y1 | sulesAooluoy |e1o) euwseld ‘sAoH-] @ suopeinalqay ,

2000 ¥ZO0E—LLL Le'L 002>219 HLN'sAoH-1 e3el0 4
00000  16'98-GE'C 1011 1'0 > H1N Zi9 ‘shoH ‘ejejo4 uonelAylswodAy YNQ
uonejAyyewodAy YNA
L1000  ¥1'88-18C GL'Gl 00Z>219 ‘sAoH-} ‘sjejo Bw/in 10>, 41N
uonejAupewodAy YNNG
10000> 1966-9.L/ 8.°02 0z > @lejo4 219 "1 /|OWOINNW /'g) < ,SAOH-]
anjea-d PO % 66 oljel sppo sjueujulIe)ap sjueu|wIBlep sjueUILIB)ep Juapuadeg

jueoyubis |enpisay

papniox3

123!

l 2iqe]



155

Article 2 accepté Clin Chem Lab Med (7 mars 2003): "Effects of vitamin B12 and
folate deficiencies on DNA methylation and carcinogenesis in rat liver."

TITLE PAGE: Effects of vitamin B12 and folate deficiencies on DNA methylation and
carcinogenesis in rat liver.

Running title: B12 and folate on liver carcinogenesis

Authors: Laurent Brunaud'?3, Jean-Marc Alberto’, Ahmet Ayav'*®, Philippe
Geérard', Farés Namour', Laurent Antunes', Marc Braun®, Jean-Pierre Bronowicki’,
Laurent Bresler®, Jean-Louis Guéant'

5. Cellular and Molecular Pathology in Nutrition, EMI — INSERM 0014 — URM
IFREMER 20, Faculté de Médecine, Vandoeuvre lés Nancy, France.

6. Department of Experimental Surgery - Faculté de Médecine, Vandoeuvre lés
Nancy, France

7. Department of General and Endocrine Surgery — CHU Nancy-Brabois (HA) —
Vandoeuvre iés Nancy, France

8. Department of Radiology — CHU Nancy-Central — Nancy, France

Corresponding author:
Laurent BRUNAUD, MD

Laboratory of Cell and Molecular Pathology in Nutrition.

INSERM EMI 0014 Medical Faculty - University of Nancy |

54505 Vandoeuvre les Nancy cedex — France / Tel : 03.83.15.44.84
Fax:03.83.15.35.91 e.mail : Ibrunaud@planete.net

Word counts : Abstract: 204 / Text : 3557




156

ABSTRACT

Deficiencies of the major dietary sources of methyl donors, methionine and
choline, lead to the formation of liver cancer in rodents. The most widely investigated
hypothesis has been that dietary methyl insufficiency resuits in an abnorma!l DNA
methylation. Vitamine B12 and folate also play an important role in DNA methylation
since these two coenzymes are required for the synthesis of methionine and S-
adenosy! methionine, the common methyl donor required for the maintenance of
methylation patterns in DNA. We reviewed in this articie the effects of methyl-
deficient diets on DNA methylation and liver carcinogenesis in rats. Several studies
‘have shown that methyl deficient diet influences giobal DNA methyiation. However,
evidence from in vivo studies have not clearly established a link between vitamin B12
and DNA methylation. We reported that vitamin B12 and low methionine synthase
activity were the two determinants of DNA hypomethylation. Choline or choline /
methionine deficient diets have been shown fo cause hepatocellular carcinoma in 20-
50% of animals after 12-24 months. By contrast, effect of vitamin B12 withdrawal in
addition to choiine, methionine and folate induced hepatocellular carcinoma in less
than 5% of liver rats. We conclude that vitamin B12 is a crucial parameter that -
defines carcinogenicity of a methyl deficient diet.

KEYWORDS: methyl deficiency; cobalamin; gastrectomy; cancer; liver; rat

ABBREVIATIONS:

MTR: methionine synthase

MTHFR: methyl-tetrahydrofolate reductase
TG: total gastrectomy



157

INTRODUCTION

Dietary choline and lipotrope deficiencies are among the most studied pathologic
processes induced by nutritional modifications in experimental animals (1). Since
1946, the long-term administration of diets deficient in choline is known to cause liver
cancer in rats (2). Even though such diets were later found fo be contaminated with
aflatoxin, the role of methyl-deficient diet in liver carcincgenesis has since then been
evaluated (3-6). It is now weil established that deficiencies of the major dietary
sources of methyl donors, methionine and choline, lead to the formation of liver
cancer in rodents (7). Several plausible mechanisms have been proposed to explain
the enhancing effect of methyi deprivation on carcinogenesis (4, 6). The most widely
investigated hypothesis was that dietary methyi insufficiency results in an abnormal
DNA methylation subsequent to the development of cellular methyi insufficiency (7).
~ Different studies have used diets deficient in choline and methionine with or without
vitamin B12 (using a deficient diet or total gastrectomy) or folate (deficient diet), in
presence or absence of co-carcinogens (8-13) or drugs impairing the one carbon
metabolism (14, 15). The use of co-carcinogens and/or specific drugs have been
considered as controversiai since these substances could be responsible for liver
tumor emergence by direct effects and not through abnormal DNA methylation. Thus,
we will review in this study the role of methionine metabolism on DNA methylation
and the effects of global DNA methylation on carcinogenesis. Lastly, we will focus
our review on rat models assessing (a) the effects of the use of co-carcinogens on
liver carcinogenesis, (b) the role of diets deficient in choline and methionine with or
without vitamin B12 / folate on liver carcinogenesis; (c) effects of total gastrectomy on
vitamin B12 leveis.
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METHIONINE METABOLISM AND DNA METHYLATION |
Vitamin B12 and folate play an important role in DNA methylation (16). These
two coenzymes are required for the synthesis of methionine and S-adenosyl
methionine, the common methyt donor required for the maintenance of methylation
patterns in DNA (17). Methylation of the 5-carbon on the cytosine residue is
catalyzed by DNA methyltransferase enzymes, which use a methyl group from S-
adenyl methionine. S-adenyl methionine derives from methionine which is
synthesized by transmethylation of homocysteine by methionine synthase (MTR).in
the presence of vitaminic coenzymes, methyltetrahydrofolate and methylcobalamin
(18) (figure 1). In the "normal” situation, 60% to 90% of all CpG sequences in the
genome are methylated, whereas unmethytated CpG dinucleotides are mainly
clustered in CpG-rich sequences, termed "CpG islands”, and highly represented in
gene promoter regions or initial exons of genes (19). DNA methylation is a
fundamental mechanism for the epigenetic control of gene expression and the
maintenance of genomic integrity (figure 2). Therefore, an evaluation of genomic
DNA methylation status is important for the study of celf growth regulation, tissue-
specific differentiation and carcinogenesis (19).
Several studies suggest that nutritional status influences global DNA
‘hypomethylation. However, the influence of nutrition on gene-specific DNA
methylation is less clearly understood (20). Dietary factors that are involved in 1-
carbon metabolism that are likely 1o have an impact on DNA methylation processes
“mainly include vitamin B12, folate, methionine, and choline (21). When the
- concentration of vitamin B12 and methionine is low, S-adenosyl methionine synthesis
is reduced, and methylation of DNA is theoreticaliy reduced. However, evidence from
in vitro cultures and in vivo studies have not clearly established a link between
vitamin B12 deficiency, increased genomic instability, and DNA methylation (16).
Poirier et al. reported that S-adenosylmethionine in normat subjects was negatively
correlated with folate and vitamin B6 levels, but vitamin B12 levels were not
assessed in this study (7). in 64 healthy men aged between 50 and 70 years,
micronucieus index (chromosome early damage biomarker) was not significantly
correlated with folate levels but there was a significant (P=0.013) negative correiation
with serum vitamin B12 (22). However, level of unmethylated CpG was not
significantty related to vitamin B12 status. We recently reported that total MTR
activity (holo + époenzyme) was lowered with vitamin B12 level below 200 pmol/L in
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F344 rats, and that vitamin B12 was the single independant determinant of low MTR
activity by logistic regression analysis (manuscript submitted). Furthermore, we found |
that low MTR activity and low vitamin B12 (lower quartile) were the two determinants
of DNA hypomethylation. Conclusive further experiments 1o confirm this issue are yet
to be performed.

The major sources of methyl groups in foods come from methionine, from the
one-carbon metabolism via methylifolate, and from choline (23). It is well established
that the metabolic pathways of methionine, choline and folate are interdependent.
For example, when exogenous methionine and choline are limited in the diet, more
folate is needed for the remethylation of homocysteine to form methionine (6).
Choline, methionine and folate metaboiism interact at the point that homocysteine is
converted to methionine (24). This tight interrelationship between these three dietary
-sources of methy! groups makes it important that all three be assessed whén
studying diet and DNA methylation. Tetrahydrofolate deficiency induced by dietary
folate free diet, results in diminished hepatic total choline and decreased S-
adenosylmethionine concentrations (23). it has been shown that animals fed diets
deficient in choline and methionine have hypomethylated DNA (23, 25). Moreover,
results from studies m rodents suggest that severe folate deficiency causes DNA
hypomethylation but also DNA strand breaks with increased uracil and apurinic sites
in DNA (18, 26, 27). Similar data have been reported in humans. A folic acid
depletion study of nine post-menopausal women in a metabolic unit showed an
increased DNA hypomethylation in lymphocytes (28). Cervical and gastric / colonic/
rectal epithelium DNA methylation was also significantly correlated to serum and
tissue folate concentration, respectively (16).

DNA METHYLATION AND CARCINOGENESIS _

Several recent human studies have linked deficiencies in vitamin B12, folic
acid, and methionine with increased risk of cancer in various organs. These include
the colon, the breast, the cervix, the lung, the stomach, the pancreas, and multiple -
myeloma (7, 8, 10, 29, 30). The question thus arises as to whether such deficiencies
exert their activities through diminished availability of S-adenosyimethionine and
subsequent abnormal DNA methylation. The fundamental properties required to-
generate the characteristic malignant attributes associated with cancer cells are the
ability to replicate without limitations, indifference to positive growth signals,
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disregard for growth inhibitory factors, evasion of programmed celi death, sustained
angiogenesis, and the ability to invade and metastasize. Each of these traits is
influenced by a gene or set of genes. Failure to express the gene correctly and
produce functional regulatory proteins leads {o the uncontrolled pattern of cell
behavior observed in a typical neoplasm. Much of the focus of molecular biologic
research has concentrated on investigating the role of genetic changes (direct
alterations of DNA base sequence). Aliernative mechanisms of gene modulation
(DNA methylation) have been coming under scrutiny that, without disrupting the
actual sequence of a gene, affect its expression and remain preserved after cell
division (31). The most likely mechanisms through which global DNA
hypomethylation may induce neoplastic transformation include activation of
‘oncogenes and induction of genomic instability and increased mutability that result in
abnormal chromosomal structures (16, 32).
DNA methylation is a heritable epigenetic event that is mediated by transfert of

" methy! groups. Despite the frequently observed cancer-associated increases of

regional hypermethylation, the near universality of global DNA hypomethylation in--
| many types of human cancer suggests that such hypomethylation plays a significant
and fundamental role in tumorigenesis (20). Two patterns of altered methylation have
~been observed: wide areas of gicbal hypomethylation along the genome, and - .
localized areas of hypermethylation at certain specific sites, the CpG islands, within
the gene promoter regions (33). Thus, in theory, decreased methylation, and hence
relief of transcriptional silencing, may allow the expression of previously quiescent
protooncogenes to become active and induce the cell proliferation events. _
Alternatively, increased methylation at previously unmethylated sites, such as the
promoter regions of a tumor suppressor gene, may result in their silencing through
inhibition of transcription and their inability to suppress cell proliferation (4, 20, 31,
34'). Some observations from several groups have shown that the total 5-
methylcytosine content of DNA is decreased during hepatocarcinogenesis and
colonic carcinogenesis (4, 25, 31, 35). The hypomethylation of DNA also coincided
with changes in mRNA levels of several genes such as ¢c-myc, ¢-fos, ¢c-Ha-ras, ¢-Ki-
~ ras, and p53 (3, 6, 11, 13, 35). in the same way, MTR and methyitetrahydrofolate
reductase gene polymorphisms have been related to genomic hypomethylation and
~ carcinogenesis (36-38). For example, carriers of MTHFR C677T variant have been

considered as being at increased risk of developing colorectal neoplasia (39).
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Moreover, when methylation of DNA is reduced, inhibition by S-
adenosylmethionine of methylenetetrahydrofolate reductase is minimised resuiting in
the irreversible conversion of 5,10-methylenetetrahydrofolate to 5-
methyltetrahydrofolate, thus favouring an increase in the dUMP pool and uracil
incorporation into DNA (6, 16, 40). This dUMP accumulates and as a result uracil is
incorporated into DNA instead of thymine. There is good evidence that this
mechanism not only leads to point mutation but may also result in the generation of
single- and double-stranded DNA breaks, chromosome breakage and micronucleus
formation (41). Thus, abnormal methylation patterns can also indirectly affect gene
activity with the disruption of the transcription-translation process by increasing the
probability for a mutational event fo take place and reducing overall chromosomal
stability, resulting in the manufacture of a dysfunctional protein product (31). Several
studies showed that uracil level in DNA was 70-fold higher in individuals with serum
folate <4ng/ml relative to individuals with serum folate >4ng/ml (16, 41). Other
studies have evidenced DNA damage by measuring increased amounts of DNA-
strand breaks in spleen cells of rats fed a methyl/folate-deficient diet (40).

Lastly, DNA methylation is also considered to have an effect on the cytosine
deamination rate. In purified DNA, methylation of cytosines is known to increase their
'laté of deamination by a factor 2 to 4. Therefore, it seems likely that one of the .
causes of mutational hot spots may simply be the increased generation of
mismatches when the target cytosines are methylated (42).

RAT MODEL AND HEPATOCARCINOMA
1- USE OF DIETS WITH CARCINOGENS

In the absence of carcinogen, the chronic feeding of the amino-acid-defined
diet, lacking both methionine and choline, led to the formation of altered hepatic foci
which continuously increased in volume but not in number. This observation was -
consistent with the hypothesis that methy! deprivation is not a continuously initiating
stress, but rather is a highly effective promoter of cancer occurence in preexisting
initiated hepatocytes (4, 43). Other investigations have consequently been conducted
on the interactions between hepatocarcinogens and liver tumor promoters and labile
methyl groups. Two categories of chemical agents provide evidence that chemical
carcinogenesis occurs in part through abnormal methylation processes: 1/ classical
carcinogens and tumor promoters and 2/ the antimetabolites of methylation reactions
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(3). The first includes: 2-acetylaminofluore, diethylnitrosamine, phenobarbital,
dichiorodiphenyltrichloroethane, nickel, arsenic, zinc deficiency and methapyrilene;
each of these agents alters either S-adenosylmethionine or DNA methyiation ievels
(3, 4). The tumorigenic activities of 2-acetylaminofiuore, diethylnitrosamine, |
phenobarbital, and dichlorodiphenyltri-

chloroethane have been shown to be enhanced by dietary methyl group deficiency or
inhibited by supplemental methyl donors (4, 9). All of the hepatocarcinogenic
stressors whose activity was inhibited by methyl donors were also shown to decrease
the hepatic content of S-adenosylmethionine in the livers of chronically fed rats. The
antimetabolites of methylation, ethionine and azacytidine provide additional .evidence B
for a causative role of abnormal methylation in carcinogenesis (3).

Finally, it is .considered that dietary methyl deficiency lowers the apparent
threshold for chemical carcinogenesis in the liver (8, 9). Whereas severe deficiency
induces marked fatty liver and cirrhosis, the enhancement of carcinogenesis requires
only moderate deficiency that may not induce cirrhosis. Hepatocarcinogenesis may
even be reduced by severe deficiency (44). Methyl deficiency accelerates and
magnifies the appearance of preneoplastic molecular and morphologic changes in
the target cells and; ultimately, accelerates the development of tumors (30).

-However, the use of co-carcinogens have been considered as coniroversial for
studying liver carcinogenesis since it is impossible to known what are the respective
effects of these substances and of the restrictive diets.in liver tumorigenesis in vivo.

2 - DIETS WITHOUT CARCINOGENS
Effects of diets deficient in choline and methionine {without carcinogens)

Male rats fed a diet deficient in choline and low in methionine develop
hepatocellular carcinomas in the absence of carcinogens (8, 29). The diet most -
frequently used for longterm studies with the methyl deficient rat model is the
Lombardi diet that is low in methionine and choline deficient but with adequate

“amounts of vitamin B12 and folate {(with 9% peanut meal, 8% soy protein isolate and
1% casein) (45). Rats feeding this diet has been shown to cause hepatocellular
carcinomas in 20-50% of animais after 12 — 24 months (Table 1) (6, 29, 46). While
there is a strong indication that methionine/choline deficients diets can serve as
effective promoting agents in multistage hepatocarcinogenesis, it is controversial as
to whether such diets may also cause initiation of individual hepatocytes (3, 6, 43).
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Another diet used for this methyl-deficient cancer model is an amino acid defined diet
(only pure L-amino acids) without choline and low in methionine but with adequate
amounts of vitamin B12 and folate. The rationale for this modification is the
unavoidable and unpredictable contamination of target nutrients by the protein
sources of semi-purified diets (47). In comparison with Lombardi diet, Nakae et al.
showed that 100% of the rats fed the amino acid defined diet for 52 weeks developed
hepatoceliular carcinomas (30, 46). Their interpretation of the different effects on
carcinogenesis of the 2 diets was that the diet providing whole proteins requires
digestion. Peptides formed during digestion stimulate amino acid absorption and thus |
increase the methionine intake (6, 47). The tumorigenic activities of the amino acid-
defined, methionine and choline-deficient diets were found in rats to be proportional
to the corresponding decreases in the hepatic S-adenosyimethionine /. S-
adenosythomocysteine ratios produced by the diets (48). These deficient diets
generate also the presence of a new form of DNA methyltransferase (Dnmt; EC
2.1.1.73) activity in the liver tumors of rats fed the methionine and choline deficient
diet, which could possibly explain in part the alterations in DNA methylation produced
by the diet (49). Beside alterations of DNA methylation, genetic susceptibility and/or
hormonal status are also important factors in liver tumorigenesis in rodents (3). :
Interestingly, the hepatocarcinogenic activity of diets that were solely deficient
in choline (diets adequate in methionine and folate content) has also been reported |
(1, 3). Deficiency alone is sufficient to trigger carcinogenesis with no need for _
exposure to any known carcinogen (24). it has been suggested that in addition fo
hypomethylation of DNA, the accumulation of 1,2 diacyiglycerol and subsequent
activation of protein kinase C within liver during choline deficiency is a critical
abnormality which eventually contributes to the development of liver cancers (24)

Effects of diets deficient in choline, methionine, and folate (without carcinogens)

Folate deficiency alone has little effect on hepatic lipid and carcinogenesis
(30). A choiine/methionine deficiency alone is able to generate a relative folate -
metabolic deficiency. Theorically a combined folate, choline and methionine deficient
diet would have a stronger carcinogenic effect, compared to a diet only deficient in
choline and methionine. However, there are only a few studies supporting this view
(6). Henning et al. developed a folate/methyl-deficient diet, which aiso led to the

typical symptoms of a choline deficient diet, such as fatty liver, decreased hepatic S-
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adenosylmethionine concentration and increased hepatic S-adenosythomocysteine
levels. This diet was based on 6% casein, 6% gelatin and 15% soyoil. It contained
0.23% methionine, 10 microg vitamin B12 / Kg diet and no added choline or folate.
Under this diet, 100% of rats developed hepatocellular carcinomas in.a 12 month
period (Table 1). They concluded that this diet was more severely methyl deficient as
compared to the Lombardi diet (6). Removatl of folate, in addition to a choline-
methionine deficient diet markediy increased the hepatic lipid content (50). Feeding a
folate-choline-deficient and methionine-low diet also resulted in a similar decrease of
S-adenosylmethionine:S—adenosylhomocysteine ratioin the liver, compared to a diet
deficient only in choline and methionine (51).

Effects of diets deficient in choline, methionine, folate, and vitamin B12 (without
carcinogens)

Kennedy et al. showed that dietary deficiency of vitamin B12 alone resulted in
fatty liver in sheep (52). Effect of vitamin B12 withdrawal in addition to choline,
methionine and folate in deficient diet has also been sparsely evaluated. In livers of
rats fed a severely methyl-deficient diet (déficient in choline, methionine, folate, and
vitamin B12), decreased overall levels of DNA methylation were accompagnied by -
simultaneous alterations in gene expression, yielding patterns that closely resembled
those reported to occur in livers of animals exposed to cancer-promoting chemicals
and in hepatomas (13). However, Poirier et al. showed that Fischer rats fed with this
diet for 52 weeks without carcinogens had an hepatocarcinoma incidence of only
3.4% (9). We also confirmed this low occurence since we found no liver tumor
occurence in a group of 7 rats fed the same methyl-deficient diet for a median period
of 20 months. All these rats underwent a liver magnetic resonance imaging at one
year that were negative. Animal livers harversted at death were free of tumor at
pathology examination. However, an histological activity index was assessed in rat
livers using a modified semi-quantitative score deriving from Metavir and Working
party of the world congress of gastroenterology scores (53, 54). Compared to
controls (methyl adequate diet), these methyl deficient diet rats had no significant
difference of liver dysplasia score (p=0.39). These results suggest that severe methyl
deficient diet (deficient in choline, methionine, folate, and vitamin B12) is probably not
sufficient to promote tumor occurence (Table 2). These results are in contrast with

effects of diets deficient in choline, methionine, and folate (without carcinogens) since
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this last diet is able to trigger liver tumors in more than 40% of rats (Table 1).
However, this discrepancy between effects of choline-devoid and severe methyl
deficient diet (deficient in choline, methionine, folate, and vitamin B12 or lipotrope-
deficient diet) was already noticed by some authors (1). They considered that
choline-devoid diet induced frequent hepatoceilular carcinomas ("50% to 70% of
male rats by 2 years") and that the role of compiete methyl deficient diet (deficientin
choline, methionine, folate, and vitamin B12) on liver carcinogenesis was uncertain.
Thus, we hypothesized that vitamin B12 status was one of the crucial parameters .
that define carcinogenicity of a methyl deficient diet in rats.

Surgical model (total gastrectomy)

We have developed a surgical model in rats to assess the role of severe
vitamin B12 deficiency combined to a methyl deficient diet on DNA methylation and
liver carcinogenesis. We confirmed that vitamin B12 plasma levels were lower in
gastrectomized rats than in methyl- and vitamin B12 deficient diet fed animais (55). in
fact, in our experience, vitamin B12 deficient diet was not efficient to reach a vitamin
B12 deﬁciehcy with a dramatic decrease of plama B12 levels. Disappearance of
gastric intrinsic factor after total gastrectomy is thought to lead to vitamin B12
-deficiency in rats by diminution or absence of vitamin B12 absorption (56-59). We
found that (1) vitamin B12 plasma levels were similar in rats which underwent total
gastrectomy and concomitant ileal resection than in those with only total
gastrectomy; (2) ileal resection alone was not efficient enough to provide low plasma
levels of vitamin B12 (manuscript submitted). This indicated that intrinsic factor was
likely produced in gastric wall and not in duodenum or jejunum as proposed by some
authors (60). This also indicated that intrinsic factor-vitamin B12 receptor expression
was likely not restricted to the Hleum in rats (58, 61). An advantage of using a surgical
model to reach vitamin B12 deficiency is to obtain a more dramatic decrease of B12
plasma levels, and to avoid substances such as nitrous oxide or other drugs that do
produce B12 deficiency (12, 62) but for which it is impossibie to exclude interferences
with liver tumor carcinogenesis by direct effects.

The main disadvantage of using total gastrectomy is that this operation is a major
procedure in rats. Immediate postoperative mortality has been evaluated from 20 to
50% (58, 63, 64). Furthermore, a body weight loss occured in survivor rats {64, 65).
Although survival can be as long as 3 to 10 months after gastrectomy in a single rat
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(66, 67), we consider that gastrectomy is not an effective way to get long term B12
deficient survivor rats. Thus, gastrectomized rats do not survived iong enough to
permit the evaluation of liver tumorigenicity (manuscript submitted) (Table 2).

Deficiencies of choline, as well as methionine to a lesser degree, are the major
dietary nutrients governing the severity of methyl deficiency and liver carcinogenesis
(hepatocellular carcinoma) in rat models. However, the composition of the methyl |
deficient diets has been quite variable in different studies with respect tc (a) type and
amount of protein as the major source of methionine, (b) the levels of methionine and
choline in the diets, and (¢) the presence and amounts of other important
components inciuding vitamin B12 and folic acid (1). Consequently, differences.in the
magnitude of the effect on carcinogenesis among methyl-deficient diets have been
observed and it is difficult to compare the intensities of the methyl deficiencies and .
liver carcinogenicity in the different studies (30). Dietary vitamin B12 is crucial for
carcinogenicity of a methyl deficient diet. Indeed, the carcinogenicity of a methyl-
deficient diet is much higher in presence of vitamin B12, compared to a methy-
deficient diet without B12 (47).
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TABLE LEGENDS

Table 1 — Studies reporting liver carcinogenic effects of methy! deficient diets without

the use of carcincgens in rats.

Table 2 — Liver pathology and dysplasia score in rats that underwent methy! deficient
diet (choline, methionine, folate) and/or B12 deficiency (total gastrectomy or B12
deficient diet) (personal data).

FIGURE LEGENDS
Figure 1 — Diagram showing that methionine is synthetized by transmethylation of
homocysteine by methionine synthase in the presence of vitaminic coenzymes,

methyttetrahydrofolate and methylcobalamin.

Figure 2 — Relafions between DNA methylation and epigenetic control of gene

expression and maintenance of genomic integrity.
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ATP, adenosine triphosphate; PP, pyrophosphate; Pi, phosphate; Adomet,
adenosylmethionine; AdoHcy, adenosylhomocysteine; THF, tetrahydrofolate; FAD,

flavine adenine dinucleotide.
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Increasing the effectiveness of radioactive
1odine therapy in the treatment of
thyroid cancer using Trichostatin A,

a histone deacetylase inhibitor

Rasa Zarnegar, MD, Laurent Brunaud, MD, Hajima Kanauchi, MD, Mariwil Wong, MS,
Mami Fung, MS, David Ginzinger, PhD, Quan-Yang Duh, MD, and Orio H. Clark, MD,

San Francisco, Calif

Background. Radioactive iodine is used to ideniify and treat recurrent and metastatic thyvoid cancer of
Jollicular cell origin. Between 30% and 40% of thyroid concers are either resistant or become resisiant
to sadioactive indine. Inecreased sodium-indide symfrorier (NIS) and decreased Pendrin (PDS) activity
may be associated with increased radioactive iodine effectiveness. In this investigation the effects of
Trichostatin A (TSA), a histone deacetylating inhibitor, on human thyroid NIS and PDS gene expres-

siom was investigated.

Method. Cell lines from papillary, Hilrthle, and follicular cell carcinomas were treated with TSA for 72
hours at concentrations up to 100 ng/mL. NIS and PDS gene expression was determined wsing quanti-

tative RT polymerase chain reaction.

Results. NIS messenger RNA expression in cell carcinomas was increased 107- (1.8-307) and 217 (3.7
408) fold in papillary, 39- (20-63) and 58- (37-80) fold in Hiirthie, and 459- (178-810) and 781-
(412-1229) fold in follicular after treatment with 50 and 100 ng/mL of TSA, respectively. PDS messen-
ger RNA expression in cell carcinomas was decreased 0.22- (0.05-0.45) and 0.27- (0.09-0.47) fold in
papillary, 0.53- (0.46-0.60} and 0.54- (0.44-0.64} fold in Hiirthle, and 0.32- (0.26-0.39) and 0.56-

(0.47-0.64) fold in folliculay, after the same treatment.

Conclusions. In thyroid cancer cell lines, TSA dramatically increased NIS gene expression and reduced
PDS expression. The increased NIS expression and reduced PDS expression may make radiviodine thera-
Py more effective in patients with thyroid cancer, especially when the tumors have no or low uplake of

radioiodine. (Surgery 2002;132:984-90.)

From the Department of Surgery, Division of General Surgery, and Cancer Center, University of California San
Francisco/Mount Zion Medical Center, and Surgical Services, Veterans Affairs Hospital, San Francisco, Calif

THE TREATMENT OF PATIENTS with well-differentiated
thyroid cancer (WDTC) includes 3 modalities: toal
thyroidectomy, radioiodine (}%'1) ablation, and thy-
rotropin (TSH) suppression.! Unfortunately about
25% of WDTCs are initially resistant, and about
50% of recurrent thyroid cancers are resistant to
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13} treatment. These patients have a worse prog-
nosis and many studies have attempted 10 enhance
1311 uptake in thyroid cancer cells in such
patients.?5

The sodium-iodide symporter (NIS}), located
on the basolateral membrane of thyroid follicu-
Iar cells, is responsible for iodine uptake into
thyroid cells.*® Wken thyroid cells dedifferenti-
ate into cancer cells, they decrease their ability
for iodine uptake.? This is true for both papil-
lary (TPC-1) and follicular thyroid (FTC-133)
carcinomas. Most Hirthle cell carcinomas
(XTC-1) fail to take up enough I for treat
ment tc be effective.

Three mechanisms have been proposed for
poor iodide uptake in thyroid carcinoma: (1) NIS
gene mutations,*? (2) suppression of the NIS gene
expression,®!1% and (3) posttranscriptional modi-
fications of the NIS protein.!”'® Kosugi et al'0
determined that a T354P NIS gene muiation was
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found in 7 Japanese patients from 5 unrelated fam-
ilies. Saito et ai'” showed 7 of 17 TPC-1 to overex-
press the NIS gene, but the NIS protein was found
cytoplasmically, not on the cell membrane. Riedel
et al'® reported that the NIS is regulated posttran-
scriptionally by TSH. Suppression of the NIS gene
at the transcriptional level, however, appears to be
the most common mechanism for poor iodide
uptake in thyroid cancer cells. Schmutzler et al?
confirmed this by showing that increasing NIS mes-
senger RNA (mRNA) levels with retinoic acid leads
to increased 1 uptake.

The Pendrin (PDS) gene was first identified in
Pendred’s syndrome. Pendred’s syndrome is an
autosomal recessive disorder seen approximately in
1 of every 15,000 births. It represents a defect in
the peroxidase-gencrating system with resultant
hypothyroidism; goiter commonly results. Deafness
is also seen in these patients.! A study done by
Bidart et al'? showed that the PDS gene is weakly
expressed in thyroid carcinoma. Arturi et al?®
showed similar results in thyroid carcinoma but
also noted that in some thyroid carcinomas with
poor NIS expression the PDS gene was upregulat-
ed. From this they proposed that PDS gene expres-
sion compensated for NIS gene suppression. The
exact interaction between NIS and PDS gene
remains unclear. :

This investigation focuses on enhancing
the expression of the NIS gene using a novel
group of chemicals: histone-deacetylating (HDAC)
inhibitors. Although the exact mechanism of
action of these compounds has not been fully elu-
cidated, it has been shown that histone acetylation
affects the interaction of histones with DNA.
Acetylation at the lysine residue on the amino ter-
minal tail of histones decreases their affinity for
DNA.2! Acetylation plays a key role in the activity of
RNA polymerase II. HDAC inhibitors have result-
ed in tumor redifferentation in vitro. HDAC
inhibitors are known to have minimal side effects,
making them appealing for clinical use.

A prior study showed that depsipeptide
(FROG1228),22 2 HDAC inhibitor, enhanced NIS
gene expression and %] uptake in FTC-133 and
anaplastic cancer cell lines. In the current investi-
gation we studied the effects of Trichostatin A

(TSA}, a different HDAC inhibitor, on 3 thyroid

cancer cell ines: TPC-1, XTC-1, and FTC-133 cell
lines. These human thyroid cancer cell lines were
selected to determine the effectiveness of TSA in
various types of thyroid cancers of follicular cell
origin. Qur aim was to determine if NIS gene
expression and PDS gene expression could be
effected by TSA.
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MATERIAL AND METHODS

Cell lines and culture conditions. Three human
thyroid cell lines derived from papillary TPC-1,
XTC-1, FTC-133, and a colon carcinoma cell line
were used. The colon carcinoma cel line was used
as a negative control for NIS and PDS expression.
All cell lines were grown and maintined in
Dulbecco’s modified eagle/Hams F-12 (1:1) medi-
um supplemented with 10% fetal calf serum, 10
U/mL TSH, insulin 10 pg/mL, penicillin/strepto-
mycin 5000 U/mL each, and fungizone 250
fg/mL. Media was changed every 2 days. Cells were
treated in H5-defined media. All results are on the
basis of treatment in this defined medium. Al
results where repeated 3 times.

Reagents. TSA (4,6-Dimethyl-7- (p-dimethy-
Jaminophenyl)-7-oxohepta-2, 4-dienohydroxamic
acid) (Sigma, St Louis, Mo} was dissolved in
ethanol and brought to stock concentration using
serial dilutions with phosphate-buffered saline.

Cell viability and growth inhibition. Cells were
plated at a density of 200,600 per flask. Drug sensi
tivity was measured by exposing the cells to graded
concentration of TSA in a final volume of 5 mL.
Cells were treated for up to 72 hours. All cells were
stained with trypan blue after resuspension to
determine viability.

Cells were also plated at a density of 1500 per
well in 96-well plates in 180 UL medium in tripli-
cate. Cells were ireated with TSA for up to 72
houss, Viable cells were estimated in a colorimetric
assay that measures the formazan reduction
product of MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-y1]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), which is produced
by the mitochondrial activity of viable cells. The
reduction product was dissolved in dimethyl sul-
foxide, and the absorbance was quantitated using a
plate reader spectrophotometer.

RNA extraction and complementary DNA
preparation. Total RNA was extracted from the
treated cells using the trizol/chloroform method
(GibcoBRL, Gaithersburg, Md). Concentration
and purity was determined using a Beckman spec-
trophotometer (Fullerton, Calif). Total RNA (500
ug) was reverse transcribed in a 100-uL volume
reaction using 250 U Moloney murine leukemia
virus reverse transcriptase (GibcoBRL), 406 U
ribonuclease inhibitor (Roche, Indianapolis, Ind),
25 mmol/L dA/T/C/G (Amersham Pharmacia
Biotech Inc, Arlington Heights, 111}, 7.5 mM MgCl,,
5 mmol/L random hexamer (Invitrogen, Carlsbad,
Calif), and 1X polymerase chain reaction (PCR)
Buffer II (Applied Biosystems, Foster City, Calif),
and brought to final concentration in nucleasefree
H,0. Complementary DNA was synthesized using a
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Table. Sodium/iodide and Pendrin gene expression in thyroid cancer cell lines in response to TSA using

quantitative real time RT-PCR

Cell ¢, C c, 8Cr Sps  Exp 55C  SDSS  Exp

line Tieatment* GUS NIS PDS NIS CNIS NIS  Ramge  PDS C,PDS PDS  Range

TPGI 0 224 372 296 00 07 LI 0616 00 08 11 0617
50 222 821 319 46 37 1070 18307 27 15 02 00504
100 219 308 812 -56 31 2172 57408 23 12 03 00905

XFG1 0 209 388 274 00 04 10 0813 00 02 10 0812
50 2014 801 288 -51 0.8 80.1 106625 09 02 05 0506
100 217 986 200 -58 06 5.5 866799 09 03 05 0406

FTGI13% 0 218 404 276 00 L7 14 0332 00 05 05 0714
50 220 319 298 -86 LI 4503 178810 17 03 03 0304
100 225 325 296 -95 08  78L5 4121220 09 02 06 0506

The Cp values of the GUS, NIS and PDS genes are averages of 3 wiplicate rons. The dilference in gene expression 838Gy is relative to untreated cells

with its sssociated 8D 5td 88C;, Gene expression (Exp NIS or Exp ’DS and the

thermal cycler (Amplitron 1I; Thermolyne,
Bovenkamp, Netherlands) by incubating at 25°C
for 10 minutes, 48°C for 40 minutes, and 95°C for
5 minutes. .

Realtime quantitative PCR. Oligonucleotide
primers and Tagman probes were designed to be
intron spanning as previously described.’® They
were purchased from Biosearch Technology
{Novato, Calif) and probes were all designed with
TAMRA moieties: NIS forward primer, 5’-CCATC-
CTGGATGACAACTTGG-3'; NIS reverse primer, 5-
AAAAACAGACGATCCTCATTGGT-3'; NIS probe,
5-AGAACTCCCCACTGGAAACAAGAAGCCC-3';
PDS forward primer, 5'-CATCAAGACATATCTCA
GTTGGACCTS'; PDS reverse primer, 5-ACAGTTC-
CATTGCTGCTGGAT-3'; and PDS probe, 5-TCT-
GAGCATGGCCCCCGACG-3'. All probes and
primers were resuspended per manufacturers’ rec-
ommendation,

Real-time quantitative PCR was performed in 96-
well sample plates using complementary DNA
equivalent of 50 ng/total RNA/50 umol/L reac-
tion tube with the Tagman PCR core reagents opti-
mized for reaction: 1X Tagman Buffer A (Applied
Biosystems), 5.5 mmol/L MgCl,, 200 pmol/L
dA/T/C/G, 1.26 U AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems). PCR was developed on the ABI Prism
7700 Sequence Detector (Perkin-Elmer Corp/PE
Applied Biosystems). PCR product analysis was
setup at 95°C for 12 minutes, then 45 cycles of 95°C
for 15 seconds followed by 60°C for 1 minute.
Samples were run as triplicates.

'Te normalize for the different concentrations of
total RNA added to the reaction, human GUS gene
was used as an endogenous control. The GUS gene
is expressed in all human tissue at the same con-
centration and is only minimally affected by treat-
ments. Primers and probes fer the GUS gene were
purchased from Biosearch Technology: GUS for-

range of expression are calculated as 2 B8CY)- *THA treasmont in ng/mi.

ward primer, 5 -CTCATTTGGAATTTTGCCGATT-
$"; GUS reverse primer, 5 -CCGAGTGAAGATCCC-
CTTTTTA-3'; and GUS probe, 5" TGAACAGTCA
CCGACGAGAGTGCTGG3'.

The mRNA content of each target gene was
simultanieously determined in the 96 wells in a 1-
run assay, Subsequent plates were compared using
the same sample control. Final quantitation was
done using the comparative C; method (sce
below) and is reported as relatve transcription or
the nfold difference relative to control (ie,
untreated samples) _

The comparative C,. method. The comparative
Cp method was used as a result of its ease and
speed of setup. For relative quaiititation by the
comparative C; method, values are expressed rel-
ative 1o untreated samples. First, the C; for the
target amplicon and the C; for the endogenous
control were determined for each sample.
Differences in the C; for the target and the Cy for
the endogenous control, called _Cr, were calcu-
lated to normalize for the differences in the RNA
extractions and the efficiency of the RT step. The
_C; for each experimental sample was subtracted
from the _C; of the untreated sample. This dif-
ference is called the _ C; value. Finally, the
amount of target normalized to the endogenous
control and relative to untreated samples was cal-
culated by 2—%;. Thus, all samples were

expressed as an n-old difference relative to

untreated samples (Table).

Statistical methods. MRNA of the target genes
was expressed relative to the GUS gene and relative
to baseline. Cycle numbers were compared. MRNA
expression patterns were compared using the £ test,
and the correlation between their expression pro-
files was studied using the Spearman rank order
correlation coefficient for each histologic type. The
level of significance chosen was fixed at 5%.
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Viability. Figure 1 demonstrates the cytotoxicity
curve for TSA in 3 different thyroid cancer cell
lines using the MTT proliferation assay. As seen,
there is minimal to no cytotoxicity to TSA at con-
centrations up to 250 ng/mL. However, TSA
reduces cellular proliferation and induces growth
arrest. This effect is more evident at higher con-
centrations. CytotoXicity occuired at 1000 ng/mL
after 72 hours treaiment. FI'C-133 was most sus-
ceptible to cytotoxicity.

NIS and PDS gene expression. Profound alter-
ations were detected in the expression of the 2 tar-
get genes (Fig 2). The data shown in the Table
summarize changes NIS and PDS gene expression in
the 3 different thyroid cancer cell lines after 72
hours of treatment with TSA. In TPC-1 NIS gene
expression increased after treatment with TSA

Volume 132, Number 6
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Fig L. MTT assay for TPG-1 (A), XTCl (B), and FICG-133 (C), after treatment with TSA, n = 3.
Concentrations of {, 10, 50, 100, 250, and {0 ng/mi. TSA were used in all cell lines. Cell proliferaﬁon'is
measured relative {Rel) to day  and represents an average measurement. The measurements were taken ai
24, 48, and 72 hours. A, TPC-l shows cell proliferation with TSA treatuent at concentrations up to 100
ng/mlL and growth inhibition at concenwrations of 250 and 1000 ng/ml. B, XTC-1 cells proliferate in the
presence of TSA up to concentrations of 250 ng/mL, but exhibit a pattern of growth inhibiton at 1000
ng/mL. G, FTC-133 cell proliferation in the presence of TSA at concentrations up to 50 ng/ml., growth inhi-
bition at 100, 250, and 1000 ng/mL.
RESULTS (P < .0b) whereas PDS gene expression decreased

(P = .085). XTC-1 also had increased NIS gene
expression after TSA treatment (P < .05) with
decreased PDS gene expression (P= .066). FT(C-133
showed a more dramatic increase in NIS gene
expression level when treated with TSA (P« .05) with
similar decreases in PDS gene expression (P=.190).

Colon carcinoma cell exhibited no change in
expression of the NIS or PDS gene after ireatinent
at concentrations of 50 and 1060 ng/mL TSA.
Changes in NIS and PDS expression was not scen
on exposure io ethanol (used to dissolve TSA)
(data not shown).

There was a direct correlation between treat-
ment and NIS gene expression in the 3 thyroid can-
cer cell ines (P < .0001). Although the correlation
between treamment and PDS gene expression is not
linear, there is a decrease in PDS expression after
TSA treatment in the 3 thyroid cancer cell lines
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Fig 2. Relative expression of NIS and PDS in TPG-1 (A), XTC1 (B), and FIC 133 (C), after treatment with TSA for 72
hours. Concentrations of 0, 50, and 160 ng/mL TSA were used in all 3 cell lines. Relative expression is calculated by the
relative G method and is represented as an average n = 4. A, TPC1 relative expression of NIS increased 107- and 21740ld
versus urttreated cells (£ < .05); PDS expression decreased 0.22- and (1.27-fold versus untreated {P= .085). B, XT(H rela-
tive expression of NIS increased 39- and 57-4old versus untreated (£ < .05); PDS expression decreased (.53- and (L.54Hold
versus untreated (£ = .066). C, FT'(-133 relative expression of NIS increased 459- and 781-4old versus untreated (P< .05);
PDS expression decreased (1.32- and (.56-fold versus untreated (== .190).
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(P < .005). There is also a correlation beiween treat
ment Jeading to an increase in NIS gene expression
and a decrease in PDS expression (P< .005).

DISCUSSION

We studied the effects of TSA on the expression
of the NIS and the PDS gene in 3 different human
thyroid cancer cell lines. TSA dramatically
increased NIS gene expression and reduced PDS
expression. The use of TSA in vitro indicates that
this drug may increase *1I uptake in a variety of
human thyroid cancer cell lines that have poor
bascline radioactive iodine uptake by increasing
NIS mRNA expression. These results suggest that a
new treatment may be available to increase radioac-
tive iodine uptake in thyroid cancers with low or no
1311 uptake. PDS gene expression is also changed
with TSA treatment in all the cell lines. Previous
studies showed reduced PDS gene expression in
thyroid carcinomas. However, PDS gene expression
was also reduced in hyperfunctioning nodules that
had increased NIS expression.!® The expression of
the NIS gene and the PDDS may be coregulated; pos-
sibly by shutting off the PDS gene when NIS gene
expression is increased, leading to jodine accumu-
ladon in the thyroid cells. Proof of this hypothesis
will require further investigation.

The growth inhibition effects of TSA also need
further investigation. TSA has been shown to
upregulate the p21 gene.?® p21 regulates the pro-
“gression of cells through the cell cycle. This dual
effect of TSA, redifferentiation and enhanced
1811 uptake at low concentrations, and growth
arrest at higher concentrations makes it a possi-
ble new therapeutic modality for many different
types of cancer.

The current therapy for WDTC is thyroidecto-
my, 13 therapy, and TSH suppression. As many
as 30% to 40% of WDTC are or become unre-
sponsive to 3] therapy. This resistance is proba-
bly associated with dedifferentiation of these
cells. Treatments that redifferendate thyroid can-
cer cells may lead these cells to regain their abili-
ty to trap 1311, Previous studies have used retinoic
acid to redifferentiate cells and increase NIS
gene expression,? leading to its use in clinical tri-
als. Whether using combined treatment with TSA
and retinoic acid or other agents will further
increase the uptake of ] is unknown. It is akso
possible that TSA increases the expression of the
NIS in well-differentiated thyroid neoplasms and
in Graves’ thyroid tssue so that smaller doses of
1311 can be used effectively.

TSA promotes histone acetylation. Selective
acetylation of H4 leads to gene acrivation.**

Zarnegar of al 989

Although, to date, TSA has not been used in
human beings, it has been used extensively in vitro
and in animal studies with no significant toxicity.
Because TSA increases NIS and decreases PDS
mRNA expression it can, therefore, be inferred
that TSA may become a new therapeutic agent to
enhance radioactive iodine uptake in patients with
thyroid cancer.
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DISCUSSICN

Dr Barbara K. Kinder (New Haven, Connecticut).
The HDAC inhibitors are very important regulators of
gene expression that are coming into clinical use, There
are several different ones, as you know, involved in clini-
cal trials at the present time. The effect of these on gene
expression appears to be related primarily to the intrin-
sic characteristics of the individual transformed cell and
not reaily to the different inhibitors. 8o, it is important to
look at all of these in specific cells.

The effects of them are many, from increasing apop-
tosis to decreasing angiogenesis. Interestingly, in thyroid
follicular cells they appear to increase expression of the
NIS, so obviously they are very atiractive as potential
tools in treatng thyroid cancer. 1 was pleased to see that
you measured iodine uptake because that was not men-
tioned in the article, and I wanted to know about that.

It 15 interesting that the NIS of the basclateral mem-
brane and the PDS iodine transporter at the apical mem-
brane tend to be oppositely regulated by TSA. I guess one
of my questions to you is that in the clinical data from
Schinmberger’s group, where they looked at jodine
uptake and sodium-iodide expression and PDS expression
in metastases from patients with thyroid cancer, the jodine
uptake was seen only in the patients who expressed both
NIS and PDS, snggesting that both iodine transporters are
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necessary to get optimal therapeutic effect. Iwonder if you
would comment on that in hight of your hypothesis, which
is very attractive, that if you have NIS but are missing PDS,
the iodine remains localized in the cell.

Dr Zarnegar. That is a great question. I am in the
process of actually doing my own study with the NIS and
PDS gene in different tumors that are from tissues. Some
studies present that NIS expression increases and PDS
expression also increases. But other studies are conflict-
ing. 1 am not sure if it is maybe the subset of patients they
chose orifitis a global concept. So, I am not sure that the
real role of the 2 genes has been completely elucidated. 1
think it just needs a lot of further study and, hopefully, we
can figure it out in the next couple of years.

Dr Martha A. Zeiger (Baltimore, Maryland). 1 wonder
if you might enlighten me, vis-d+vis the mechanism of
increasing gene expression, in that others have shown
that methylation is necessary to decrease gene expres-
sion of the NIS gene. Specifically, others have not shown
recxpression of this gene with inhibition of HDAC alone
and without associated demethylation. I wondered if you
might comment on the fact that your work does not cor-
roborate this.

Dr Zarnegar. Well, the interesting thing is thaton 2
theoretical level the acetylation of histones and the
methylation of DNA are intrinsically related.

Fundamentally, by inhibiting the HDAC, you open up
the DNA tfo stop the methylation of the same DNA. This
study has been confinmed by another study in which, by
using depsipeptide, they showed increased hisione
expression causing inereased NIS expression. But I think
the 2 mechanisms are very intricately related, and I~
believe that these chemicals work on a lot of different lev-
¢ls and not just on the histone level. '

Dr Andreas Zielke (Marburg, Germany). Because,
obviously, not all of the cells went into apoptosis, did you
have a chance to observe the cultures after discontinua-
tion of the drug? Do the cells regain the same proliferative
potential that they had before being treated? Secondly, if
vou repeatedly treat cultures, do you end up with resistant
celis? Third, could you speculate on what the mechanisms
are that make these cells go into apoptosis.

Dr Zarnegar. Excellent points. The exact mechanism of
apoptosis is what I am actally working on, now. There are
theories that different cell lines, oral and gastric carcinoma
cell lines, reated with TSA are associated with p-21 upreg-
alation, which is another gene that effects how you go
through the cell cycle, and we have scen different changes
in the back Bax gene, which is another apoptosis gene.

So, I am actually working on figuring the mechanism
of what occurs in FTC-133 cell Iines, because the G-2
arrest that we see with FI'CG133 cell lines is not some-
thing that has been shown before with HDAC inhibitors.
Usually, all previous studies have shown that HDAG
inhibiters cause G-1 arrest or G-1 check-point arrest and
not -2 arrest, So, I think it is an interesting thing to ana-
Iyze and figure out. As far as resistance to the drug afier
a period of time, I don’t know those studies. 1 haven't
done those studies. And it may be something that we
need to figure out.
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Article 4 — soumis "Increased homocysteine and genetic determinants of vitamin

B12 in neurclogical disorders.”

Increased homocysteine and genetic determinants of vitamin B12 in neurologicai
disorders.

JL Guéant', RM Guéant-Rodriguez’, L Brunaud', A Romano?, G Anello?, P Bosco?,
C Romano?, R Ferri?,B Namour'. INSERM 00-14, Nancy, France',and IRCCS Oasi
Maria S.S., Troina, ltaly?

Cetlular homocysteine depends on nutritional determinants such as folates and
vitamin B12, and on genetic polymorphisms of methyiene tetrahydrofolate
reductase (MTHFR 677 C — T and 1298 A — C}, which catalyses the synthesis of
methyl-tetrahydrofolate, of methionine synthase (MTR 2756 C — G), which
catalyses the methyl transfer from methyl-tetrahydrofolate to homocysteine and of
methionine synthase reductase (MTRR 66 A — G), which maintains MTR in active
state. It also depends on a polymorphism of transcobalamin (7C 777 C2G), a
plasma protein which delivers vitamin B12 (the co-factor of MTR) to celis.

Several in vitro data support the involvement of homocysteine in the multi-factorial
pathogenesis of sporadic Alzheimer disease (AD). Homocysteine potentiates -

- amyloid neurotoxicity, impairs DNA repair in hippocampal neurons and promotes
apoptosis and hypersensitivity to exitotoxicity. Clinical studies confirmed the
association of plasma homocysteine (t-Hcys) with AD risk. Hyperhomocysteinemia
is associated with cognitive function impairment of AD. In a recent 8-year follow-up
study, t-Hcys was a strong independent risk factor for the development of AD which
was not refated to vitamin B12 and folates. This suggested the implication of genetic
factors. Several studies failed to find any association of MTHFR polymorphism with
AD, but none of them evaluated this polymorphism in combination with the other
genetic determinants of t-Heys. The implication of B12 deficiency as a risk of AD
remains hypothetical. in the OPTIMA study of patients with post-mortem histological
diagnosis, the lower third of vitamin B12 distribution generated an odds ratio of 4.3.
In a recent study from Sicily, we found that TC777 GG/ CG — MTHFR 677 CC
combined genotypes and homocysteine (upper guartile) were two potent risk factors
for occurrence of AD, with respective odds ratio of 10.14 (P = 0.0104) and 343 (P =
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0.0098). MTHFR mutated genotype increased the AD risk related to homocysteine
and Apoprotein E — Aliele ¢4 by 2.4 and 2.8, respectively.

Down syndrome (DS), or trisomy 21, is due to a failure of normal
chromosomal segregation during meiosis. A deficiency in folates and methyl-donors
may be associated with defective chromosome recombination and abnormat
chromosome segregation. The MTHFR 677 C - Tand MTRR 66 A - G
polymorphisms are respectively associated with a risk of having a DS child of 1.9 -
2.6 and 2.6 in mothers of DS patients from North America. The combined MTHFR
and MTRR polymorphisms are associated with a greater risk with an OR of 4.1 and
3.0, respectively in North America and treland. However, contradictory findings have
been recently published in other European countries. In a recent case control study
performed by our group in South ltaly, homocysteine and MTR 2756 AG/GG
genotype were significant risk factors for having a DS child, with OR of 6.7 (P =
0.016) and of 3.5 (P = 0.028), respectively. MTR 2756 AG/GG genotype increased
also significantly the risk of being a DS case, with an OR of 3.8 (P = 0.009). In
addition, we found that 677 TT and 677 CT/1298 AC genotypes of MTHFR and t-
Heys were 3 potent risk factors for advanced mental retardation of DS patients.

The pathogenic mechanism of spina bifida (neural tube defect, NTD), one of
the most common congenital malformation remains poorly understood. A reduction
of the risk of NTD by folate supplementation was reported for women who had
previously had an affected pregnancy. The implication of MTHFR 677 C > T
polymorphism in the pathogenesis of NTD can be questioned, because of
contradictory findings. A meta-analysis of case control studies in various western
countries calculated odds ratios of 1.8 and 2.0 for NTD patients and NTD mothers,
respectively. However, such a risk was not found for NTD mothers, in South ltaly
and in Great Britain. A combined heterozygosity for the 677 C —» T mutation and for
a second polymorphism, 1298 A - C of MTHFR, was found also to increase the
relative risk of NTD in The Nethetlands. The 66 A— G polymorphism of MTRR,
combined with a low leve! of vitamin B12, increases the risk of NTD and having a
NTD child, with a respective OR of 2.5 and 4.8. In the presence of combined
homozygous mutant genotypes of MTHFR and MTRR, children and mothers had a
4-fold and 3-fold increase in risk respectively. More recently, a case control study
from The Netherlands on NTD mothers failed to find an association of TC 777
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mutated genotype with an increased risk to have a child with NTD. We studied the
MTHFR 677 —» CT in comparison with related polymorphisms in NTD cases and
controls from Southern ltaly. TC 777 GG and MTRR 66 GG mutated genotypes
associated with MTHFR 677 CC wild type aggravated the risk with odds ratio of 2.4
(P = 0.028) and 4.5 (P = 0.023), respectively. In contrast, the odds ratio of MTHFR
677 TT was estimated at 0.1 (P = 0.009) and, considering data from Ireland, the
Netherlands, Great Britain and ltaly, it was negatively correlated with 677 TT
frequency in the control populations

In conclusion, t-Hcys is a risk factor of AD and DS dementia and of neurological
maiformations such as NTD. However, contradictory data have been produced,
concerning its nutritional and genetic determinants, which may correspond to
differences in the environment and genetic characteristics of the poputations. This
illustrates the need for evaluating all the gene- nutrients and gene-gene interactions
to better understand the involvement of the one carbone metabolism in the

pathogenesis of these diseases.
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