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BENZENE et FORMALDEHYDE: cancérogénes avérés majeurs présents dans I’air
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BENZENE et FORMALDEHYDE: cancérogénes avérés majeurs présents dans I’air

SR T T T T T T T T T T T T N
N . R L. I
a | ; « Carcinogéne (groupe 1): Leucémies !
o " « Xénobiotique (Composé Organique Volatil COV) :
& ! @) e - Clairement identifie comme leucémogeéne :
£ - :
m ! i
1 “no safe level of exposure can be recommended” )
AN WHO, 2010 J
Intérieur ] :
résidentiel Industries
N DD
Agriculture
pots d’échappement
Cigarettes
g I N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N ~\

—~ V4 O \
X/ \
~ Iy C\H . \ L. :
o | « Carcinogéne (groupe 1): Cancer nasopharynx et leucémies :
D1 ansesi} L —— « Xénobiotique (Composé Organique Volatil COV) :
S ! - Endobiotique :
2 |- :eeccec| - Effets leucémogénes récemment mis en avant :
g : présence de formaC:déhyde 1
= 1

] Présentation des travaux de 'Agence
5 N e )
LL N e e e e e e P ——————_—— ,/’
A
r

Exposome

et santé publique Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12° i !nserm anses




BENZENE et FORMALDEHYDE: deux COVs leucémogénes
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BENZENE et FORMALDEHYDE: deux COVs leucémogénes
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Hémopathies malignhes et mécanismes épigénétiques: un lien qui n’est plus a démontrer
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Hémopathies malignhes et mécanismes épigénétiques: un lien qui n’est plus a démontrer
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Hémopathies malignhes et mécanismes épigénétiques: un lien qui n’est plus a démontrer
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Histone H3

Principales marques épigénétiques de H3 associées a I’lhématopoiése
(d’aprés Chopra and Bohlander, 2014 ; Pasqualucci et al., 2011)
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Benzene (BZ)
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BENZENE et FORMALDEHYDE: roles du métabolisme et mécanismes hématotoxiques
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BENZENE et FORMALDEHYDE: roles du métabolisme et mécanismes hématotoxiques
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BENZENE et FORMALDEHYDE: roles du métabolisme et mécanismes hématotoxiques
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Projet COVEPI
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Projet COVEPI: Exposition/co-exposition BZ et/ou FA > impact catalytique et moléculaire sur les enzymes

« ENZYMOLOGIE EPIGENETIQUE MOLECULAIRE : CBP, SETD2
Effet de du benzéne et formaldehyde sur les enzymes épigénétiques SETD2
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R , . L Effets de la BQ et du FA sur la méthylation de H3K36 sur SETD2
Effets du benzene et de ses métabolites sur I'activité de SETD2 Dgage réalisdos sur des enzymes¥ecombinantes purfides
Dosage réalisées sur des enzymes purifiées Le benzéne (BZ) et phénol n'ont aucun effet sur l'acyivité de SETD2. Mesure des activités par séparation en chromatographie HPLC avec des peptides H3 fluorescents
Hydroquinone (HQ) et la benzoquinone (BQ) inhibent I'activité avec BQ possédant I'effet le plus sévere Technique développée par le consortium (Duval et al. 2015)

Respetivement ICso= 6 M and 150 M
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Projet COVEPI: Exposition/co-exposition BZ et/ou FA - impact catalytique et moléculaire sur les enzymes

* ENZYMOLOGIE EPIGE

NETIQUE MOLECULAIRE : CBP, SETD2

Formation d’adduits de BQ (métabolisme principal générée dans Ia MO) SUr les cystéines de SETD2 et CBP
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La détection d’adduit BQ se fait par I'utilisation du NBT aprés migration
SDS-PAGE des échantillons d’enzymes exposées a la BQ.
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=) Confirmation par Mass Spetrométrie d’adduit de BQ sur les cystéines régulant I'activité enzymatique de CBP et SETD2
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L’addition d’adduit de BQ est associée a I'inhibition
de l'activité enzymatique SETD2 (et de CBP data not shown).

Cette inhibition est rapide k ,,., =300 Mt.s? .
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Projet COVEPI: Exposition/co-exposition BZ et/ou FA - impact catalytique et moléculaire sur les enzymes

+ MODELES CELLULAIRES : Lignées hématopoiétiques (K562) et cellules primaires CD34*
Formation d’adduits de BQ dans nos modéles cellulaires et nos modeéles in vivo

Cellules hématopiétiques exposées a la BQ
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Projet COVEPI: Exposition/co-exposition BZ et/ou FA > impact catalytique et moléculaire sur les enzymes

+ MODELES CELLULAIRES : Lignées hématopoiétiques (K562) et cellules primaires CD34*
Formation d’adduits de BQ dans nos modéles cellulaires et nos modeéles in vivo

Mice exposed to benzene (BZ)
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Projet COVEPI: Exposition/co-exposition des cellules = impact sur les enzymes et histone H3

+ MODELES CELLULAIRES : Lignées hématopoiétiques (K562) et cellules primaires CD34*

BQ inhibite I'activite de SETD2 et CBP lors de I'exposition de cellules a faibles doses
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Exposition des cellules K562 a la BQ (10uM) ou/et FA (50uM). Détection des marques histones H3K36me
(SETD2) et H3K18ac (CBP) par western blot et immunofluorescence
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Projet COVEPI: Impact épigénétique et sur I'expression génique
(analyse globale ChIP-gPCR et RNA-Seq)

- ETUDES EPIGENOMIQUES: ChIP-gPCR/RNA-Seq

Effet de la BQ sur les marques H3K36me3 (SETDZ2) et H3K18ac (CBP) des promoteurs de génes cibles
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Projet COVEPI: Impact épigénétique et sur I'expression génique
(analyse globale RNA-Seq et ATAC-Seq)

- ETUDES EPIGENOMIQUES: RNA-Seq/ATAC-seq

Effet de la BQ et du FA sur 'expression des génes (RNA-Seq) et la compaction de la chromatine (ATAC-Seq)

RNA-seq

Effets de la BQ, FA et BQ/FA sur I'expression génique
Diagramme de Venn représentant le nombre de génes
Dont I'expression est module d’au moins 50%
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Projet COVEPI: Impact épigénétique et sur I'expression génique
(analyse globale RNA-Seq et ATAC-Seq)

- ETUDES EPIGENOMIQUES: RNA-Seq/ATAC-seq

Effet de la BQ et du FA sur I'expression des génes (RNA-Seq) et la compaction de la chromatine (ATAC-Seq)
RNA-seq

ATAC-Seq
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Effets de la BQ, FA et BQ/FA sur I'expression génique

Diagramme de Venn représentant le nombre de génes
Dont I'expression est module d’au moins 50%
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Cells were exposed to 1uM BQ for 10 minutes (BQ) or not (UNT),
harvested 20 minutes after exposition and submitted to ATAC-seq.
Circos plots show whole genome accessibility with
Chromatin decompaction in BQ exposed cells.

Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12¢

&
fi Inserm anses



Projet COVEPI: Conclusions et perspectives

G Nouveau mécanisme moléculaire direct
Induisant la baisse de marques épigénétiques

FA ne semble pas étre suffisamment réactif
pour perturber I'activité des épi-enzymes étudiées
Pas de potentialisation de I'effet de la BQ dans notre systéme

(e

Controverse du FA (problématique endogene/exogene)
autre mécanisme d’hémototoxicité?! (futur demande anses)

Effet de la BQ plus globale que prévue
Action sur séquences répétées du génome
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The Benzene Hematotoxic and Reactive Metabolite 1,4-Benzoquinone
Impairs the Activity of the Histone Methyltransferase SET Domain
Containing 2 (SETD2) and Causes Aberrant Histone H3 Lysine 36
Trimethylation (H3K36me3)

Jérémy Berthelet, Christina Michail, Linh-Chi Bui, Louise Le Coadou, Valentina Sirri, Li Wang, Nicolas Dulphy, Jean-Marie Dupret,
Christine Chomienne, Fabien Guidez, and Fernando Rodrigues-Lima
Molecular Pharmacology September 2021, 100 (3) 283-294; DOI: https://doi.org/10.1124/molpharm.121.000303
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. J Biol Chem, 2019 Aug 16; 204(33): 12483-12494 PMCID: PMC6899853
Human CREBBP acetyltransferase is 019 Jun 27. doi: 10. PMID: 31248982

impaired by etoposide quinone, an
oxidative and leukemogenic metabolite
of the anticancer drug etoposide
through modification of redox-sensitive
zinc-finger cysteine residues
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inhibits the protein tyrosine phosphatase PTPN2 and alters STAT1
signaling
Ror

Préparation de deux manuscripts
- Effet de BQ sur la fonction de CBP
- Effet de BQ sur la méthylation des rétrotransposons
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