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Les menaces NRBCE (nucléaire, radiologique, biologique, chimique, explosif), regroupent
cinq grands risques liés a des activités industrielles, a I'utilisation d’armes de destruction
massive ou a des pandémies, pouvant entrainer un nombre élevé de victimes civiles et
miltaires : le nucléaire, la biologie, la chimie et la dissémination de produits radioactifs
contaminants ou explosifs. Parmi ces risques, les armes chimiques ont une place particuliere a
cause de leur accessibilité parfois facile. Dans le domaine de la menace chimique un enjeu
important consiste a identifier des biomarqueurs spécifiques a une exposition a I'ypérite. Cet
agent chimique est présent sur les champs de bataille depuis 1917, lors de la premiere guerre
mondiale. Malgré l'entrée en vigueur de la Convention d’Interdiction des Armes Chimiques
(CIAC), la menace chimique reste toujours d’actualité par une exposition lors de conflits
armés, d’actes terroristes ou d'une exposition accidentelle avec d’anciennes munitions. A
I'heure actuelle, il n’existe ni antidote ni traitement spécifique contre une intoxication a
I'ypérite. De plus, il y a des lacunes concernant I"identification des personnes potentiellement
intoxiquées comme le souligne la Fiche Piratox n°® 6 « Ypérite et autres moutardes vésicantes

» de ’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé) :

« Il n’existe aucun marqueur d’exposition a I'ypérite qui soit dosé en routine ou aidant
directement a la prise en charge des intoxiqués. Un certain nombre de marqueurs ont été mis
en évidence pour confirmer 1'exposition a ce toxique et ils ne sont disponibles que dans un
nombre tres limité de laboratoires appartenant au réseau de laboratoires Piratox. Les
prélevements urinaires doivent étre congelés et les prélevements sanguins uniquement

réfrigérés. »

L’obtention de données qualitatives et surtout quantitatives sur I'exposition revét un
intérét majeur a plusieurs titres : d'un point de vue médico-légal, pour apporter une preuve
de la contamination ; d'un point de vue diagnostique ; et d'un point de vue pronostic.
L’analyse de biomarqueurs est aussi un support a la recherche pour développer des contre-

mesures médicales telles que des antidotes et des thérapies.

Pour prouver une exposition a 1'ypérite, actuellement, des adduits a I’ADN sont analysés
apres extraction de I’ADN. Ces biomarqueurs permettent de faire des études de cinétiques, de
diffusion au sein d"un organisme mais ces prélévements sur les individus sont invasifs. De tels
adduits sont instables et sont donc dépurinés dans les cellules pour se retrouver dans le milieu

extra-cellulaire donc dans les fluides biologiques. Les produits hydrolysés et oxydés de
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I'ypérite ont été utilisés comme biomarqueurs mais ils ne sont pas tous spécifiques. Des
méthodes analytiques permettent d’analyser des conjugués aux protéines sanguines telles que
I’albumine et I'hémoglobine. Ces conjugués sont stables dans le sang mais il est nécessaire
pour leur analyse d’hydrolyser les protéines. Cette digestion rallonge de quelques heures le
temps d’analyse. L'ypérite est métabolisée par la voie de métabolisation de I'acide
mercapturique. Parmi ces métabolites, seuls les métabolites produits par les enzymes p-lyases
ont été quantifiés alors que d’autres métabolites de cette voie peuvent servir comme
biomarqueurs d’exposition. En effet, le conjugué a l'acide mercapturique sert déja de

biomarqueur pour d’autres expositions chimiques [1, 2].

C’est dans ce contexte que cette étude a été menée. Elle vise a mettre en place une méthode
analytique spécifique a I'ypérite, sensible, capable de quantifier des biomarqueurs
d’exposition persistants, présents dans les fluides biologiques et adaptés a une analyse par
couplage de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse (LC-MS/MS). Pour
cela, ces travaux proposent de nouveaux biomarqueurs pour compléter le panel de
biomarqueurs a I'ypérite explorés. Nous nous sommes focalisés sur une série de biomarqueurs
encore peu utilisés dans ce domaine: les conjugués du glutathion et certains de leurs

métabolites produits par la voie de I'acide mercapturique et aux adduits a I’ ADN dans les

fluides biologiques.

Un point important a souligner est que, du fait de contraintes légales liées au controle des
armes chimiques, I'ypérite n’est utilisable que dans deux laboratoires en France. Ainsi, une
grande partie du travail expérimental préliminaire de cette étude a été réalisée avec son
analogue, le CEES (2-chloroéthyl éthyl sulfure), reconnu pour sa réactivité chimique similaire

et largement présent dans la littérature.

L’objectif dans le chapitre 1 a été de développer et valider une méthode d’analyse
quantitative pour lidentification de biomarqueurs du CEES. On veut étre capable de
quantifier les biomarqueurs dans les milieux de culture apres un traitement biologique in vitro.

Pour cela, nous avons sélectionné 4 biomarqueurs : I'adduit a la position N7 de la guanine, le
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conjugué au glutathion, le conjugué a la cystéine et le conjugué a I'acide mercapturique. Les
standards des biomarqueurs ont été synthétisés, purifiés, quantifiés. L'idée ensuite a été de
purifier et concentrer les biomarqueurs dans les échantillons en développant une méthode de
préparation d’échantillon Extraction sur Phase Solide (SPE). La méthode analytique optimisée
repose sur un couplage chromatographie liquide et spectrométrie de masse. L’ensemble du
processus analytique développé a été validé en suivant les recommandations de la FDA (Food
and Drug Administration) pour pouvoir l'utiliser comme outil d’évaluation lors des

traitements biologiques.

L’objectif du chapitre 2 a été d’utiliser cette méthode analytique pour étudier la formation
des biomarqueurs du CEES chez les kératinocytes immortalisées humains, la lignée HaCaT,
exposées au CEES. Pour cela, les cellules ont été traitées avec des concentrations élévés de
CEES sur un temps court pour permettre la production de ses métabolites. Les cellules sont
replacées dans du milieu de culture frais ot elles sont incubées pendant 6h. L’ objectif a été de
vérifier la formation et I'excrétion des biomarqueurs du CEES par analyse des milieux de
culture afin d’évaluer la pertinence des biomarqueurs choisis et la capacité de métabolisation

des cellules de la peau.

L’objectif du chapitre 3 a été d’étudier la formation et la persistance a court terme des
biomarqueurs du CEES apres diffusion de ce toxique a travers la peau humaine in vitro. Les
explants de peau humaine sont un modeéle biologique plus complexe que les cellules en culture
permettant de simuler une exposition humaine cutanée au CEES. Les explants ont été traités,
de facon topique, avec différentes doses de CEES puis incubés pendant a 24h. Les milieux de
culture ont été analysés afin d'y quantifier les biomarqueurs du CEES. La présence des
biomarqueurs dans les milieux rend probable leur présence dans les fluides biologiques in

vivo, spécialement le plasma.

L’objectif du chapitre 4 a été d’étudier la formation et la cinétique des biomarqueurs du
CEES chez la souris sans poil. Elles ont subi un traitement cutané aux vapeurs de CEES. Les
souris ont été sacrifiées entre 1 jour apres 1'exposition et 14 jours apres I'exposition. De cette
expérimentation animale, le plasma et le cerveau ont été analysés. L’analyse du sang permet
d’évaluer la pertinence de chaque biomarqueur dans cette matrice facilement accessible. Pour
son analyse, une méthode de SPE en ligne a été développée afin réduire le temps de

préparation des échantillons. La quantification des biomarqueurs dans le cerveau, complete
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des études sur les conséquences psychologiques et neurologiques de I'ypérite et de mieux

comprendre sa diffusion et sa métabolisation.

Etant donné que le CEES n’est pas une menace en soi et que 1'objectif principal concerne
I'ypérite, 1'objectif du chapitre 5 a donc été d’adapter la méthode validée au chapitre 1 aux
biomarqueurs de I'ypérite. Pour cela, les standards spécifiques a 1'ypérite ont été synthétisés,
purifiés et calibrés. Pour synthétiser les biomarqueurs de l'ypérite sans pouvoir utiliser
I'ypérite, nous avons utilisé un de ses produits de dégradation, le sulfure de 2-chloroéthyl 2-
hydroxyéthyl (CESE). Une méthode de chromatographie liquide a ultra haute performance
couplée a la spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) avec une étape de SPE en
ligne a été adaptée de celles pour les marqueurs du CEES en utilisant les mémes étapes

élémentaires.

L’objectif du chapitre 6 a été d’évaluer la pertinence du CESE, produit dont la fonction
hydroxyle correspond a I'hydrolyse d'un chlore dans les monoadduits de I'ypérite. Il permet
de former chimiquement des métabolites de 1'ypérite dont 'adduit a la position N7 de la
guanine, le conjugué au glutathion, le conjugué a la cystéine et le conjugué a l'acide
mercapturique. L'idée a donc été de vérifier in vitro la formation de ces biomarqueurs de
'ypérite en traitant des cellules primaires par le CESE. La toxicité induite par ce composé a été

comparée a celle du CEES.

Cette these s’inscrit dans le cadre d'un cofinancement entre le CEA et 1"’Agence de
I'Innovation de Défense et d’une collaboration active avec I'Institut de Recherche Biomédicale

des Armées.
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1.  Les toxiques de guerres

1.1. Petite histoire des armes chimiques

Depuis des siécles, bien avant la premiére guerre mondiale, les produits chimiques ont été
utilisés lors de guerres, de conflits, d’attaques terroristes. Les toxines extraites de plantes et
d’animaux ont été utilisées comme poison. Des 1' Antiquité gréco-romaine, les premiéeres armes
chimiques ont fait leur apparition lors de différents conflits. Par exemple, durant les guerres
du Péloponnese, des puits ont été empoisonnés et des gaz sulfureux poussés par le vent ont
été utilisés sur des cités assiégées. Les cavaliers romains utilisérent des fumées suffocantes et
des cendres caustiques lors du siege d'Ambrasie, 187 avant ]J.C., pour neutraliser leurs
adversaires. Remarquons que ces usages ont été unanimement condamnés par les juristes

grecs et romains.

Suite aux progres de la chimie au 19éme siecle, les armes chimiques ont pris un nouveau
tournant. La premiére utilisation massive eut lieu en avril 1915 lors de la premiere guerre
mondiale, qui sera rebaptisée la « guerre des gaz ». En effet, les troupes allemandes ont
répandu 168 tonnes de chlore tuant environ 5000 alliés. Durant cette guerre, I'utilisation des
armes chimiques, telles que le chlore, le phosgene, des irritants, des vésicants causa environ

90 000 morts et 1,3 million de blessés.

En 1980, I'Iraq attaqua I'Iran avec du gaz moutarde et des gaz neurotoxiques. En I'espace
de 8 ans, I'Iran subit 387 attaques chimiques causant la mort de 100 000 soldats ainsi que de
nombreux civils. A I'heure actuelle, des milliers de victimes souffrent des effets a long terme

de ces toxiques.

Parmi les agents de la menace NRBC(E) (nucléaire, radiologique, biologique, chimique,
explosif), les armes chimiques ont une place particuliére a cause de leur accessibilité
relativement facile pour certains agents. C’est en particulier le cas de l'ypérite présente sur les
champs de bataille depuis 1917. Jusqu’a aujourd hui, I'ypérite (ou gaz moutarde) a été utilisée
au moins lors d'une douzaine de conflits, tuant et blessant sévérement des millions de
personnes, des militaires ainsi que des civils. Ce bilan important justifie que des laboratoires

travaillent sur cet agent pour mieux comprendre sa toxicité et pour développer des stratégies
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thérapeutiques. Ce dernier point est particulierement délicat du fait des nombreuses cibles

biologiques de I'ypérite et des mécanismes physiologiques ainsi perturbés.

1.2. Traités d’interdiction

Des 1907, la Convention de La Haye proscrit l'utilisation des armes chimiques, ce qui
n’empécha pas les attaques massives avec ces agents lors de la premiére guerre mondiale. Ce
conflit fit prendre davantage conscience que ces armes causent des souffrances inutiles et
disproportionnées par rapport aux avantages militaires attendus, et qu’elles sont non
discriminantes i.e. elles touchent aussi bien les militaires que les populations civiles. Ainsi la
communauté internationale a redoublé d’efforts pour interdire leur emploi. L’aboutissement
de ces réflexions fut la signature du Protocole de Geneve de 1925 concernant la prohibition

d'emploi de gaz asphyxiants, toxiques ou similaires et de moyens bactériologiques.

Cependant ce Protocole souffrait de véritables lacunes : les interdictions se limitaient a
I"'emploi d'armes chimiques et bactériologiques. Il n'était absolument pas interdit de mettre au
point, de fabriquer ou de posséder de telles armes. De plus, la volonté des pays signataires
d’interdire complétement les armes chimiques n’était pas totale : de nombreux pays signérent
le Protocole avec des réserves leur permettant d'utiliser des armes chimiques contre des pays
n'ayant pas adhéré au Protocole ou de riposter de la méme maniere en cas d'attaque a I'arme

chimique.

Le 3 septembre 1992, un comité spécial a soumis a la Conférence du désarmement le texte
appelée la Convention sur l'interdiction des armes chimiques (CIAC). Cette Convention, qui
inclut pour la premiére fois un régime de vérification, s'articule autour de trois grands themes
: l'interdiction des armes chimiques et leur destruction ; la non-prolifération ; la coopération.
Le 29 avril 1997, avec 87 Etats parties, la Convention sur l'interdiction des armes chimiques
entrait en vigueur et acquérait force exécutoire au regard du droit international. Le nombre
des états signataires a atteint 194 en 2013. Les Etats non signataires sont : la Corée du Nord,

I'Egypte, le Sud Soudan.
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1.3. Définitions d’apres la CIAC
La CIAC a défini la notion « d’arme chimique » [3] :

a) Les produits chimiques toxiques et leurs précurseurs, a I'exception de ceux qui sont
destinés a des fins non interdites par la Convention, aussi longtemps que les types et quantités

en jeu sont compatibles avec de telles fins.

b) Les munitions et dispositifs spécifiquement congus pour provoquer la mort ou d'autres
dommages par l'action toxique des produits chimiques toxiques définis a l'alinéa a), qui

seraient libérés du fait de I'emploi de ces munitions et dispositifs.

c) Tout matériel spécifiquement congu pour étre utilisé en liaison directe avec I'emploi des

munitions et dispositifs définis a 1'alinéa b).

Un produit chimique est dit toxique si par son action chimique sur des processus
biologiques, il peut provoquer chez les étres humains ou les animaux, la mort, une incapacité
temporaire ou des dommages permanents. Cela comprend tous les produits chimiques de ce
type, quels qu'en soient l'origine ou le mode de fabrication, qu'ils soient obtenus dans des

installations, dans des munitions ou ailleurs [3].

1.4. Les différentes familles de toxiques de guerre

Les toxiques de guerre sont généralement de petites molécules, i.e. avec un masse
moléculaire faible, qui existent sous forme solide, liquide ou gazeuse. L’état physique de ces
toxiques détermine leur efficacité, leur usage et leur conséquences physiologiques. Ils ont
souvent un temps d’action faible et peuvent étre létaux méme a faibles doses. Les toxiques de
guerre sont d'une grande variété, que ce soit d'un point de vue physico-chimique (masse
moléculaire, point fusion) ou des effets toxiques (concentration létale, effets sur la peau, type
d’antidote). Il existe deux grandes familles de toxiques de guerre : les agents volatils et les
agents persistants. Les composés volatils contaminent essentiellement l'air alors que les
composés persistants recouvrent surtout les surfaces. Les agents chimiques sont généralement

classés par leur mode d’action et le type de blessure qu’ils engendrent (Tableau 1).
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Chlore
Chloropicrine
Disphosgene
Phosgene

Agents suffocants

Cyanure
d’hydrogene
Chlorure de

cyanogene
Arsine
Gaz
lacrymogene
Gaz au poivre

Agents hémotoxiques

Agents de lutte
antiémeute

Tabun
Sarin
Soman

Cyclosarin
VX

Moutarde au
soufre
Moutarde a
l'azote
Lewisite

Agents neurotoxiques

Agents vésicants

Gaz

Gaz

Liquide
Aérosol

Liquide,
aérosol, vapeur
et poussiere

Liquide,
aérosol, vapeur
et poussiere

Absorption par les
poumons

Absorption par les
poumons

Absorption par les
poumons, la peau
et les yeux

Absorption par les
poumons ; contact
avec la peau

Absorption par les

poumons et la peau

Accumulation de fluide
dans les poumons
entrainant I’asphyxie de la
victime

Inhibition de la capacité
des cellules sanguines a
utiliser I'oxygeéne

Larmes, toux et irritation
des yeux, du nez, de la
bouche et de la peau ;
constriction des voies
respiratoires

Convulsions, perte de
controdle du corps;
paralysie des muscles,
notamment du ceeur et du
diaphragme.
Briilures sur la peau, les
mugqueuses et les yeux ;
apparition de cloques sur
la peau, dans la paroi de la
trachée et dans les
poumons

Tableau 1 : Les différentes familles des toxiques de guerres et de leurs principales caractéristiques.

1.4.1.

Les agents suffocants

Ils touchent principalement les voies respiratoires i.e. ils irritent le nez, la gorge et surtout

les poumons. Lorsque ce type de gaz est inhalé par une victime, il provoque dans les alvéoles

la sécrétion d'un flux constant de fluide qui remplit les poumons, entrainant ainsi 1’asphyxie

de la personne. IIs ont une persistance faible dans I’environnement. Les principaux agents sont

: le chlore, le phosgene, le diphosgene, la chloropicrine. Etant des composés utilisés dans

I'industrie chimique, ils ont été les premiers toxiques de guerre disponibles en grandes

quantités. IlIs ont été utilisés a grande échelle lors de la premiere guerre mondiale car ces gaz

retombaient bien dans les tranchées.
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1.4.2.  Les agents hémotoxiques

Ces agents se diffusent dans le sang apres pénétration par inhalation. Leur toxicité est due
a leur capacité a inhiber 1'aptitude des cellules sanguines a utiliser et a transférer I'oxygene.
Ainsi, la victime meurt d’asphyxie. Dans l'ensemble ils ont une persistance faible dans
I’environnement et une vitesse d’action rapide. Les plus connus de ces agents sont : le cyanure

d’hydrogene, le chlorure de cyanogene et I'arsine.

1.4.3. Les agents de lutte anti-émeute

Ces agents sont tres majoritairement utilisés dans la lutte anti-émeute. Ils ont fait 1'objet
de nombreux débats pour savoir s’ils doivent étre considérés comme des toxiques de guerres
ce qui les incluraient dans le traité de non-prolifération des armes chimiques. Finalement, ces
agents sont autorisés dans le cadre du maintien de I’ordre public, mais ils sont cependant bien
interdits comme moyens de guerre. Ce sont des composés chimiques qui causent une
incapacité temporaire par irritation des yeux et/ou du systéme respiratoire. Ces agents sont

choisis pour leur faible toxicité qui est non létale aux concentrations utilisées.

1.4.4. Les agents neurotoxiques

IIs bloquent les impulsions entre les cellules nerveuses ou d'une synapse a l'autre. La
contamination se fait généralement par absorption par la peau et les poumons. Ces agents sont
divisés en deux groupes principaux : les agents de la série G et les agents de la série V selon
leurs désignations militaires. A la fin des années 30, des chimistes allemands ont synthétisé les
premiers agents neurotoxiques, le tabun (GA) et le sarin (GB), qui ont été les premiers des
agents de la série G. Le soman (GD) et le cyclosarin (GF) ont rapidement suivi. Peu aprés, des
chimistes britanniques ont développé les agents de la série V, qui tendent a étre plus létaux.
Le VX est le plus connu. Les agents V sont des toxiques extrémement dangereux puisqu’il
suffit seulement de quelques milligrammes pour entrainer la mort de la victime. De plus, ils

persistent longtemps sur les champs de bataille.
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1.4.5. Les agents vésicants

Ce sont les toxiques de guerre les plus courants. Ces substances huileuses agissent par
inhalation et par contact avec la peau. Leur nom vient de 'apparition de grandes vésicules qui

s’apparentent a de graves briilures. Plus précisément, ils sont classés en trois catégories :
e Les moutardes a I'azote
e Les vésicants a l'arsenic
¢ Les moutardes au soufre

La CIAC répertorie 9 molécules dans les moutardes au soufre qui sont donc considérées
comme agent de guerre (Tableau 2). Parmi ces agents se retrouve 'ypérite, le plus connu, qui

est au coeur de ces travaux de these. Les structures chimiques des moutardes au soufre

dérivent de celle de I'ypérite.

Formule -
T Structure chimique
chimique
Ypérit
Gaz nl?liﬁtzrde 505-60-2 C4H3Clzs c|/\/ s\/\m
-~ 6 S Cl
Sulfure de 2 Chlo}'oethyle et de 2625-76-5 CHLCLS o /\/ \/
chlorométhyle
Bis(2— 172 /\/5\/5\/\
chloroéthylthio)méthane 63869-13-6 CsHyoCLS, cl cl
Sesq:igr:rcl)tuct!arde 3563-36-8 C.H,,CLS, NN N
1,3-Bis(2-chloroéthylthio)-n- 63905-10-2 CHLCLS, PPN
propane

14-Bis(2-chloroéthylthio)-n- 142868-93-7 CoHyClS, N NN

1'5_Bi5(2{1ifnﬁ?ylthio)'n' 142868-94-8 CHuCLS, o S SN
cNo?o);¥l?;1?}ﬁg;i(ézt;1yle) 63918-90-1 CeH,xCLOS, I N e N N N

M‘A‘g:;f‘;'o 63918-89-8 CHCLOS, o S S ™SS

Tableau 2 : Liste des agents chimiques interdits par la CIAC parmi les moutardes au soufre.
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2. L’ypérite et le CEES

L'ypérite figure parmi les agents chimiques de guerre les plus utilisés, depuis la premiére
guerre mondiale jusqu’au récent conflit syrien. La relative facilitée de sa synthése et I'éxistence
de stocks en fait également une arme potentielle d’attaque terroriste. Ces divers éléments

justifient que I'on continue a s’intéresser a cette molécule.

2.1. Synthése

L'histoire de I'ypérite est souvent présentée comme commencant a la premiére guerre
mondiale ot elle a été utilisée massivement. En réalité, elle a été synthétisée pour la premiere

fois presque 100 ans avant le début de ce conflit.

En France, Despretz (1798-1863), professeur a l'école Polytechnique de Paris, décrit
certains de ses résultats a I’Académie Royale des Sciences en décembre 1822. II montre la

réaction entre le dichlorure de soufre et I'éthylene (Equation 1) [4].
SCly + 2(C,H,) — (CICH,CH,),S

Equation 1: Premiére synthese de I'ypérite réalisée par Despretz en mélangeant du dichlorure de soufre

et de I'éthylene.

Le produit obtenu est décrit par le chimiste comme malodorant, visqueux et difficile a
briler. Il ne mentionne pas les propriétés irritantes de ce composé. Il est considéré comme le

scientifique ayant découvert cette molécule [5].

Toujours en France, le chimiste Alfred Riche, en 1854, répéte les expériences de Despretz.
Il décrit son travail dans l'article « Recherches sur des combinaisons chlorées dérivées des
sulfures de méthyle et d’éthyle ». Il ne détaille ni les étapes de la synthese ni les produits
intermédiaires. A nouveau, il ne mentionne aucun caracteére irritant du liquide jaune obtenu

ayant un point d’ébullition a 185-200 °C.
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Des travaux similaires ont été réalisés en Allemagne par le chimiste Nielmann qui se basa
sur les travaux de Despretz. En 1860, il publia I’article « Ueber die Einwirkung des braunen
Chlorschwefels auf Elaygas” (A propos des effets du chlorure de soufre brun sur le gaz
d’éthyléne) [6]. Il décrit la réaction entre I'éthylene et le chlorure de soufre « brun» (un
mélange de monochlorure de soufre et de dichlorure de soufre). Le liquide huileux obtenu a
un point d’ébullition entre 190 et 200°C, est insoluble dans I’eau, légérement soluble dans
’alcool mais bien soluble dans les éthers. Il est le premier a relever les effets toxiques de
'ypérite. Par contre, la formule chimique exacte du produit obtenu n’est pas encore totalement

élucidée.

Au méme moment, en 1860, en Angleterre, Guthrie, plus connu pour ces travaux en
physique qu’en chimie, synthétisa et décrivit I'ypérite (Tableau 3) [7]. Il y parvient en faisant
doucement barboter de 1'éthyléne dans du chlorure de soufre a froid. Puis, il caractérisa son

produit, nommé « bichlorosulfure d’éthyléne » :

« Son odeur est acre et non déplaisante, ressemblant a 'huile de moutarde ; son gout est
astringent et similaire au raifort. Les petites quantités de vapeur qui se diffusent attaquent les
peaux fines, comme entre les doigts et autour des yeux, détruisant I'épiderme. S'il reste sous

forme liquide sur la peau, des vésicules apparaissent. »

Gaz moutarde; bis(2-chloroéthyl)sulfure;
Ypérite « sulfur mustard »; SM; « agent HD »; 505-60-2 C,HCLS NG N
« mustard gas »

CEES Sulfure de 2-Chloroéthyl éthyl 693-07-02 C,H,CIS \/S\/’\C|

Tableau 3 : Noms, formule chimique et structure de 1'ypérite et du CEES (un analogue de 1'ypérite

utilisé en recherche).

Plus tard, en Allemagne, en 1886, le chimiste Meyer arrive a obtenir de 1'ypérite plus pure.
Pour cela, il utilise d’autres réactifs, par rapport aux premiers travaux. En effet, il fait réagir
du 2-chloroéthanol avec du sulfure de potassium puis traite le résultat avec du trichlorure de

phosphore (Equation 2). 1l décrit son composé comme un liquide huileux lourd avec un point
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"ébullition de 217°C. Il le qualifie de poison fort qui engendre des blessures, avec un temps

de latence de plusieurs heures, qui cicatrisent tres difficilement [8].
2(HOCH,CH,CL) + K,S — (HOCH,CH,),S + 2KCl
3(HOCH,CH,),S + 2PCl; — 3(CICH,CH,),S + 2H5P0;

Equation 2 : Les deux étapes de synthese du I'ypérite par Meyer.

Juste avant la premiére guerre mondiale, en 1913, un anglais, Clarke reprend les travaux
del'allemand Meyer en améliorant la deuxiéme étape de la synthése. Il remplace le trichlorure
de phosphore par de I'acide chlorhydrique (Equation 3). Tl confirme les caractéristiques
décrites par le chimiste allemand. Malgré la toxicité de 1'ypérite, Clarke trouve qu’il est
possible de le manipuler en parfaite sécurité en évitant ces vapeurs et tout contact avec la peau.
Cependant, un accident avec une flasque cassée le conduisit 2 mois a I'hopital pour cicatriser

ses plaies a la jambe.

2(HOCH,CH,CL) + K,S — (HOCH,CH,),S + 2KCl

(HOCH,CH,),S + 2HCl » (CICH,CH,),S + 2H,0

Equation 3 : Synthese de I'ypérite par Clarke.

Pendant la premiere guerre mondiale, la production a grande échelle a été faite en utilisant
les procédés de Meyer et Clarke. Jusqu’a la seconde guerre mondiale, des travaux ont été faits

pour augmenter le rendement de synthese et la pureté du produit final [9].

Aujourd’hui, I'ypérite est bien caractérisée puisque ces principales propriétés physico-
chimiques sont connues (Tableau 4). Quand elle est pure, elle est incolore. Sa couleur jaune
allant jusqu’au brun, lors de ses utilisations en tant qu’agent de guerre, vient des impuretés de
la synthese. A température ambiante, c’est un liquide visqueux, faisant penser a de 1'huile qui
a une densité de 1,27 ; qui n'est a I'état gazeux qu’a partir de 218°C. C’est pourquoi, malgré
son appelation « gaz moutarde », ce composé n’est pas a 1'état gazeux lors de son utilisation
dans les conflits armés mais a I'état liquide. L’explosion des obus crée un aérosol d’ypérite i.e.

un ensemble de fines particules liquides, en suspension dans 1'air. Les vapeurs de I'ypérite
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sont plus denses que I'air, elle reste au niveau du sol. L'ypérite est trés peu soluble dans I'eau,
elle est lipophile. L'ypérite est dite persistante dans l’environnement extérieur. A une
température de 38°C, elle est présente dans 1'environnement pendant 7 h environ alors qu’a

10°C elle est persistante pendant 100 h.

... Liquide o o 609 mg/L
Yperite 17 159,08 1,27 5,4 215-217 °C 14,5°C 25°0)
CEEs Hauide 5 6 1,07 156 °C

incolore

Tableau 4 : Propriétés physico-chimiques de 1'ypérite et du CEES.

2.2. Utilisations

Lors de la premiere guerre mondiale, en juillet 1917, les troupes anglaises, a coté d"Ypres
en Belgique, ont été attaquées par des obus contenant un liquide huileux irritant [10]. Cest la
premiere fois que cet agent a été utilisé de facon massive. Il infligea environ 15 000 blessés aux
troupes anglaises en seulement 3 semaines. Bien que 'ypérite irrite les voies respiratoires, les
allemands pendant la lere guerre mondiale 'ont utilisé pour ses propriétés vésicantes. En
effet, malgré le développement des masques a gaz, les soldats étaient tout de méme fortement
génés par les irritations cutanées (Figure 2). Il y a généralement une période de latence de
plusieurs heures entre 1'exposition a 1'ypérite et 'apparition des premiers symptomes. C'est
pour cela qu'un chimiste américain, en 1917, développa un nouveau vésicant capable

d’induire toute de suite des douleurs. Ce composé a été nommé Lewisite.

Malgré une introduction tardive dans le conflit, 'ypérite est responsable de 80% des
intoxications avec 1,2 million de blessées. Plus de 100 000 personnes sont décédées rapidement
apres une telle exposition. De plus, on estime qu’au moins 113 000 tonnes d’agents chimiques
ont été utilisées sur les champs de bataille, ce qui représente environ 66 million d’obus (Figure
1). L'utilisation de I'ypérite perturbe les troupes adversaires plus qu’elle ne tue. Moins de 5%
des blessés a I'ypérite sont décédés. Par contre, I'évacuation et la prise en charge des nombreux
blessés ayant une convalescence supérieure a 6 semaines réquisitionne le personnel du

systeme de santé, spécialement les unités de brtlures. Pendant les conflits, I'ypérite avait de
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nombreux surnoms: « distilled mustard »; «S-mustard »; «S-Lost »; « Schwefel-Lost »;

« Yellow cross liquid »; Ypérite; « Kampstoff Lost ».

J

-l-—Brass~—l
|
|
—

— —Steel— ——

Lead container —/A4{——

Paraffin or cement -é

———— e SN

ﬁmh

-

Figure 1 : Obus allemand de 150 mm congu pour les agents chimiques pendant la premiére guerre

mondiale.

Figure 2 : Un soldat et son cheval pendant la premiére guerre mondiale, tous deux portant les

équipements de protection contre I'ypérite.
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Des lors, I'ypérite a été utilisée lors de nombreux conflits jusqu’a aujourd’hui (Tableau 5).
En 1919, le Royaume-Uni s’en est servi contre I'armée rouge pendant la guerre civile russe.
Entre 1923 et 1926, les espagnols ont lancé des obus d'ypérite pendant la guerre du Rif. En
1936, elle a été utilisée en Ethiopie par des troupes italiennes. Les armes chimiques et
bactériologiques ont été utilisées pendant la 2¢me guerre sino-japonaise. Bien qu’il n’y a pas eu
d’utilisation des armes chimiques lors de la seconde guerre mondiale, les états belligérants
avaient des stocks considérables d"ypérite [11]. Ces derniers ont été en grande majorité enfouis
dans la mer [12]. Les seuls cas de blessure a I'ypérite pendant la seconde guerre mondiale ont
eu lieu lors du bombardement du port de Bari en décembre 1943. Parmi les bateaux au port,
un cargo contenait 100 tonnes de vésicants. Il y eu 600 blessés aux agents vésicants dont 83
morts. Lypérite a été utilisée lors du conflit Egypte-Yemen (1963-1967). Elle a été massivement
utilisée par les iraquiens contre les soldats et les civils iraniens entre 1983 et 1988. Ces attaques

chimiques ont blessé plus de 100 000 personnes [13].

Plus récemment, en Syrie, depuis 2015, trois attaques avec de I'ypérite ont eu lieu. En aotit
2015, I'ypérite a été utilisée lors de I'attaque de la ville de Marea, dans le nord de la Syrie. En
particulier, quatre membres d’une famille ont souffert de difficultés respiratoires et de
bralures [14]. Plus tard, en mars 2016, c’est en Iraq a Tazahurmatu que plusieurs personnes
ont été exposées a 1'ypérite apres une attaque. Enfin, un groupe de syriens a aussi été exposé

a cet agent en novembre 2016 a Al-Bab en Syrie [15].

L'ypérite reste une menace aujourd’hui surtout dans le cadre des attaques terroristes [16].
Une utilisation d’armes chimiques, sur le modéle de la secte Aum a I'origine d"un attentat au
gaz sarin dans le métro de tokyo en 1995, pourrait avoir de lourdes conséquences. La
fabrication de substances chimiques nocives telles que l'ypérite ne requiert en effet pas de
moyens particulierement difficiles & acquérir ou a opérer. Les groupes terroristes cherchent a
se doter d’armes de destruction massive comme les armes nucléaires, radiologiques,

biologiques ou chimiques [17].
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Premiére guerre 1915-1918 Chlorine, phosgeéne, cyanure Europe >1,3 million

mondiale d’hydrogene, ypérite Moyen-Orient
Guerre civile russe 1919-1921  Adamsite, diphénylchloroarsine, Russie inconnu
ypérite
Guerre du Rif 1923-1926 Chloropicrine, Maroc inconnu
bromomeéthyléthylcétone, ypérite
2nde oyerre italo- 1936-1940 Chlorine, diphénylchloroarsine, Ethiopie 50 000 - 150
éthiopienne phénylchloroarsine, phosgéne, 2- 000
chloroacétophénone, ypérite
2nde gyerre sino- 1937-1945 2-chloroacétophenone, Mandchourie >80 000
japonaise diphénylchloroarsine, cyanure
d’hydrogene, lewisite, phosgeéne,
ypérite
Guerre civile au 1963-1967  2-chloroacétophénone, phosgene, Yémen >14 000
Yémen ypérite
Guerre du Vietnam  1965-1975  2-chlorobenzylidene malonitrile, Vietnam inconnu
Guerre Iran Iraq 1980-1988  2-chlorobenzylidéne malonitrile, Iran, Iraq > 100 000
sarin, tabun, ypérite
Attaques terroristes 1994-1995 Sarin, VX Japon >1 000
Aum Shinrikyo
Conflit syrien 2013-2015 Chlorine, sarin, ypérite Syrie inconnu

Tableau 5 : L'utilisation de I'ypérite lors de conflits depuis la premiere guerre mondiale.

2.3. Toxicologie

2.3.1.  Pénétration et diffusion de I'ypérite dans I’organisme

L'ypérite peut étre absorbée soit par inhalation soit par contact cutané soit par ingestion
d’aliments contaminés. Cet agent lipophile péneétre facilement dans la peau et dans les
mugqueuses. Lors d'une exposition cutanée, 20% de la quantité d"ypérite passe dans la peau au
bout de quelques minutes [18]. Parmi les 20% absorbés, environ 12% se retrouvent dans
I'épiderme et le derme alors que le reste, 8 %, passe directement dans le systeme sanguin
(Figure 3) [19]. La vitesse de pénétration de I'ypérite gazeux a travers la peau humaine a été
estimée entre 1 et 4 mg/cm2/min. Une élévation de la température et de 'humidité augmente
la vitesse de pénétration [18, 20]. Que ce soit une intoxication cutanée ou par inhalation,

I'ypérite peut se retrouver en moins de 10 minutes dans le systéme sanguin [21].
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Epiderme

Derme

Fq Hypoderme

Graisse
SOus-
cutanée

Figure 3 : Représentation des principales couches composant la peau.

Cameron ef al. ont calculé I'absorption de I'ypérite sous forme vapeur dans le nez de
lapins. Dans une enceinte de vapeur d'ypérite, le nez en absorbe environ 20% contre 75% pour
le phosgéne en comparaison [22]. Plusieurs équipes ont étudié la dispersion dans I'organisme
de I'ypérite par mesure de radioactivité en utilisant de 1'ypérite marquée au soufre 35. Apres
exposition cutanée et par voie intraveineuse, la majorité de 1'ypérite et de ses métabolites a été
détectée dans les reins, le foie, la région nasale, le systéeme nerveux central et les poumons [23,
24]. Dans les minutes suivant une exposition cutanée, au niveau de la peau, l'ypérite se
concentre surtout dans I'épiderme. Cinq minutes aprés une exposition oculaire, 1'ypérite se
retrouve majoritairement dans la cornée [25]. La biotransformation de l'ypérite apres
intoxication d’animaux a été étudiée. Davison et al., apres injection intravéneuse d’ypérite
chez des rats et des souris, ont majoritairement retrouvé dans les urines le conjugué GSH-
sulfure de bis-chloroéthyl (45%), des conjugués au sulfone (7%), le thiodiglycol et ses
conjugués (14,4%) [26]. Roberts et Warwick (1963) ont trouvé que le métabolite majoritaire
dans les urines apres injection intrapéritonéale chez des rats est le cystéine-bis-(3-chloroéthyl)
sulfone, qui n’est pas un conjugué au glutathion [27]. Ces différences de produits majoritaires

peuvent étre liées aux différentes voies d’injection.
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2.3.2.  Laréactivité de l'ypérite

La réactivité de I'ypérite a été étudiée et détaillée par Reid en 1958 [28]. La réactivité de
cette molécule est a I’origine des mécanismes d’action entrainant les blessures. Avant de réagir
avec des biomolécules, 1'ypérite passe souvent par un intermédiaire tres réactif. En effet,
I'ypérite subit une cyclisation intramoléculaire pour former des ions (Figure 4). La formation
de I'intermédiaire, I'ion épisulfonium, est facilité par I’augmentation de la température dans
un environnement aqueux. Cela pourrait expliquer la grande sensibilité des régions chaudes

et humides de I'organisme aux effets aigus de I'ypérite [19, 29].
cl cl
cl Cl 3/\/ N
\/\S /\/ > v + — [\S
+
Ypérite Ion épisulfonium Ton carbénium

Figure 4 : Représentation des ions formés par 1'ypérite en milieu physiologique.

L'ypérite est un agent alkylant : elle se lie de maniere covalente a des nucléophiles, comme
le représente le mécanisme en Figure 5. L'étape d’initiation de 1’alkylation est une réaction
intramoléculaire de type Sx2 qui forme l'ion épisulfonium. En effet, au sein de la méme
molécule, le soufre (bon nucléophile) et le chlore (bon groupe partant) vont permettre de créer
un ion épisulfonium (trés électrophile) par réaction intramoléculaire [28]. Ce cycle sulfonium,
trés réactif, électrophile, va réagir avec un nucléophile. Comme l'ypérite est bi-fonctionnelle,

une deuxiéme réaction Sx2 peut avoir lieu au niveau du second chlore.

cl
f‘s N

C'V\S/\CC' — — ”“V\S/\QC'

Figure 5 : Mécanisme réactionnel de I'ypérite avec deux nucléophiles (Nu).

2.3.21. Hydrolyse et réaction avec les fonctions alcools
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Apres formation de l'intermédiaire, I'ypérite peut modifier les carbohydrates et les
fonctions alcools des protéines. En milieu physiologique, son temps de demi-vie est environ
de 24 min car I'ypérite réagit avec I'eau pour former le thiodiglycol et I’acide chlorhydrique.
(Figure 6). En solution alcaline, le temps de demi-vie de 'hydrolyse de I'ypérite est environ de

5 minutes. La réaction est plus lente en milieu acide.

-CL H,0
CI\/\ /\/CI CI\/\ / CI\/\ /\/OH +HCL
S - S S
+\
CL- H,0
CI\/\ /\/OH HO\/\ / HO\/\ /\/OH +HCL
s - §\ S

Figure 6 : Réaction de l'eau sur l'ypérite.

2.3.2.2. Réaction avec les fonctions thiols

Les fonctions thiols sont aussi alkylées en partant de l'ion épisulfonium. Les deux

fonctions chlorées de I'ypérite peuvent réagir sur deux différentes fonctions thiol, formant des

pontages.

2.3.2.3. L’oxydation

L'ypérite peut s'oxyder pour donner la sulfone et le sulfoxyde correspondant (Figure 7).
Sachant que le sulfoxyde est moins réactif que le sulfone, la transformation de 'ypérite en
sulfoxyde est une voie de détoxification et de neutralisation de ’agent. A I'inverse, la sulfone
peut faire des attaques nucléophiles, elle est donc toxique.

o}
(0] | [0] O\\// i
CI/\/S\/\CI - CI/\/S\/\CI - CI/\/S\/\CI

Sulfone

Ypérite Sulfoxyde
Figure 7 : Produits formés par I'oxydation du souffre de I'ypérite.

2.3.2.4. Réaction avec les fonctions azotées
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L'ypérite réagit avec 'ammoniaque et avec les amines primaires, secondaires et tertiaires,
hétérocycliques et avec les imines pour donner une variété de produits. Ces fonctions étant
tres présentes au sein des protéines, des bases de I’ADN et des phospholipides, ces

biomolécules sont des cibles privilégiées de I'ypérite.

2.3.3. Mécanismes d’action biologique

L’'ypérite est un agent alkylant bifonctionnel. Ses mécanismes d’action biologique ne sont
pas encore parfaitement connus. Les réactions chimiques de 'ypérite avec les composés des
cellules sont bien identifiées mais le lien entre ces interactions et les blessures n’est pas encore
totalement élucidé. Beaucoup de recherches ont été faites pour comprendre les conséquences
biochimiques de l'ypérite. De plus, les effets déléteres de I'ypérite ne se limitent pas a la stricte
zone contaminée mais aussi aux cellules et tissus en périphérie [30]. L'ypérite donne méme
des effets systémiques. La majorité des mécanismes sont induits par la capacité du chlore a
alkyler de nombreuses biomolécules. Les produits formés sont des adduits stables qui peuvent
modifier le fonctionnement normal des biomolécules concernées et ainsi perturber le
métabolisme (Figure 8). Les principaux mécanismes connus a ce jour sont la déplétion du

glutathion, I’alkylation de I’ADN/ARN, I'alkylation de protéines.
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Figure 8 : Mécanismes d'action de 1'ypérite proposés par Kehe et Szinicz [29]. Aprés réaction de
I'ypérite avec différentes molécules des cellules, leur fonctionnement est perturbé jusqu'a induire leur

nécrose ou leur apoptose.

23.3.1. Déplétion du glutathion

Le glutathion est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinyl-glycine) qui constitue le groupement
thiol le plus abondant dans la cellule avec une concentration de I’ordre du millimolaire (Figure
9) [31]. La liaison entre I'acide glutamique et la cystéine n’est pas une liaison peptidique mais
une liaison amide entre la fonction acide de l'acide glutamique et la fonction amine de la
cystéine. Il est directement ou indirectement impliqué dans de nombreux mécanismes
biologiques comme la synthése des protéines et des acides nucléiques, le transport cellulaire,
l'activité de plusieurs enzymes, le métabolisme secondaire et la protection cellulaire. En effet,
il a un role essentiel dans la protection de la cellule contre les molécules et les métabolites
électrophiles. De plus, c’est une des défenses majeures contre le stress oxydant. Il joue un role
important dans le maintien et la régulation dans I’équilibre redox de la cellule. En effet, il peut

réguler le taux d'especes réactives de 1'oxygene (ERO) grace a son cycle redox ou il est oxydé
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en GSSG, forme oxydée du glutathion, puis réduit a nouveau par la glutathion réductase qui

maintient ainsi le rapport GSH/GSSG stable.
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Acide glutamique (Glu) Cystéine (Cys) Glycine (Gly)
Figure 9 : Représentation du glutathion, sous sa forme réduite, formé par ’association de 3 acides

aminés (acide glutamique, cystéine, glycine).

L'ypérite se conjugue au glutathion en réagissant au niveau de la fonction thiol par
réaction directe ou par réaction catalysée par une enzyme. Dans les urines, certains métabolites
issus initialement de la conjugaison de I'ypérite avec le glutathion ont été détectés [32]. La
conjugaison du glutathion avec les molécules d'ypérite entraine donc une diminution de la
quantité de glutathion libre dans les cellules [33]. Cette baisse est méme observée sur le long
terme [34]. La quantité de GSH est significativement diminuée dans le foie, les reins et les

muscles apres intoxication a I'ypérite [35].

L’absorption de l'ypérite entraine donc une déplétion du glutathion ainsi que des
réactions inflammatoires aigués [36]. Il a été observé que I'activité des antioxydants diminue
dans le foie et les muscles, cependant, celle des reins n’est pas perturbée [35]. C’est pourquoi
une augmentation de la production des ERO (especes réactives de I'oxygene) et ERN (espéces
réactives de l'azote) est observée [36]. Une exposition a l'ypérite augmente de fagon
significative les marqueurs de stress oxydant des 1h aprées exposition. Une augmentation
d’ERN est observé dans les cellules [40]. Dans le cas d"une exposition a un agent vésicant,
comme |'ypérite ou le CEES, cette accumulation des ERO est proportionnelle a la dose de
toxique appliquées aux kératinocytes de la peau, in vitro [37]. Dans les poumons et le foie
d’animaux intoxiqués par 1'ypérite, il y a une augmentation significative des marqueurs des
dommages oxydants ainsi qu'une réduction des défenses antioxydantes tels que le glutathion,

les activités de la catalase, ainsi que de la glutathion-S-transférase a long-terme [38].
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L’augmentation des ERO et ERN change le ratio antioxydant / oxydant ce qui entraine la
perte de I'équilibre redox. Cela induit un stress oxydant [39]. Celui-ci entraine des dommages
sur I’ADN, I'oxydation de protéines, la peroxydation de lipides et d’autres toxicité au niveau
des organes [40]. Les especes oxydantes formées réagissent avec les membranes
phopholipidiques pour former des peroxydes de lipides. Ces derniers sont responsables de
I'altération des membranes [41]. Il y a un lien entre le déreglement de I'équilibre redox et des
dommages dans les organes ayant subit ce stress oxidant. Ces observations confirment que le

déséquilibre oxydant /antioxydant est impliqué dans les effets a long-terme [38].

La diminution du glutathion entraine aussi I’augmentation de la concentration en calcium
cytosolique libre. En effet la déplétion du glutathion entraine une perte des groupements thiols
des protéines et d’enzymes. Parmi les protéines dont I'action est inhibée, se trouve la famille
des ATPases Ca2* / Mg?* qui régule I'homéostasie du calcium. L’'inhibition de ces enzymes
entraine une augmentation de la concentration de Ca2*. L'ypérite induit ainsi une légere
augmentation en Ca?* [42]. En conséquence, des protéases, des phospholipases et des
endonucléases sont activées ce qui peut engendrer des cassures au niveau des membranes, du

cytosquelette et de I’ADN donc la mort de la cellule [43].

2.3.3.2.  Alkylation de ’ADN

L'ypérite, vial'ion épisulfonium, tres réactif, réagit fortement avec I’ADN pour former des
adduits. Les sites des bases de I’ADN susceptibles de subir une alkylation sont nombreux
comme le montre la Figure 10. La guanine est la base la plus souvent et intensément touchée
avec des adduits formés en position N2, N3, O6, N7 et C8. La régiosélectivité de la réaction
d’addition dépend des propriétés chimiques de 1'électrophile notamment I'acidité de Lewis.
En ce qui concerne I'ypérite, I’adduit le plus fréquent est celui a la position N7 de la guanine
mais il est peu stable. Il est facilement dépuriné et forme donc un site abasique. Cependant,
ces adduits ne sont considérés ni comme directement cytotoxique ni comme directement
mutagenes car ils sont instables et ne participent pas I'appariement des bases de ’ADN [44].
C’est le site abasique formé qui est cytotoxique. L’alkylation de la position O6 de la guanine
est peu fréquente mais plus critique pour la mutagénése. L'enzyme de réparation
méthylguanine méthyltransférase, qui répare ces lésions alkylée en O6, a peu d’effet sur cet

adduit de I'ypérite [45].
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Figure 10 : Sites des bases de I' ADN qui peuvent étre alkylés par des agents chimiques (Figure tirée de
[46]).

Comme l'ypérite est bifonctionnelle, 'adduit formé peut subir une seconde réaction
intramoléculaire de type Sn2 pour donner un second ion épisulfonium. Ce dernier va soit subir
une solvolyse (formant un mono-adduit avec une fonction alcool dans I’eau), soit réagir avec
un groupement nucléophile d"une protéine (formant un pontage ADN-Protéine), soit réagir
avec une autre base de ’ADN (formant des pontages inter ou intra-brins) [47]. Les pontages
inter-brins de I’ADN sont considérés comme une liaison fortement cytotoxique. Malgré leur
faible pourcentage parmi les adduits formés, ils ont un réle prépondérant dans les mécanismes
d’action de I'ypérite et de sa toxicité. En effet, ils inhibent la réplication et la transcription en
empéchant la séparation des brins ce qui va entrainer la mort cellulaire [48, 49]. Pour prévenir
ces effets déléteres, des mécanismes de réparation de I’ ADN sont activés tels que la réparation
par excision de base (BER) et la réparation par excision de nucléotides (NER) [50, 51]. Les sites
abasiques issus des adduits peuvent entrainer des cassures simple brins et des cassures
doubles brins lors de la réplication. Ces dernieres sont responsables de l'arrét du cycle de la
cellule, de 'instabilité génomique, et dommages au niveau des chromosomes [52]. L'ypérite

engendre donc a la fois des cassures de brin indirectement et des pontages [53, 54].

Ainsi, I'alkylation des bases de ’ADN entraine des modifications structurelles, i.e.
pontages, cassures et sites abasiques, provoquant I’activation des processus de réparation. Ces
mécanismes de réparation active I'enzyme poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) [55]. PARP-
1 est un détecteur moléculaire des cassures dans I’ADN qui joue un role essentiel dans
I'organisation spatiale et temporelle de leur réparation, contribuant ainsi au maintien de
I'intégrité du génome et a la survie cellulaire. Ainsi, elle limite les effets de I'ypérite [56]. Pour

autant, la sur-activation de la PARP, induite par un nombre tres élevé de dommages aI’ADN,
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peut entrainer la mort de la cellule [57]. En effet, suractivée, elle épuise les réserves cellulaires
de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+). Cette baisse inhibe la glycolyse et active la voie
des hexoses phosphates. De plus, la diminuation en NAD+ libere des protéases qui ont un role
dans le phénomene de vésication. Une infiltration de leucocytes, une libération de cytokines
et autres médiateurs de I'inflammation participent aux lésions des tissus. Enfin, la diminution
en NAD+ est aussi responsable d"une déplétion en adénosine triphosphate (ATP), consommée
afin de reconstituer le stock de NAD+ [58]. Cet épuisement progressif de ' ATP par inhibition
del'oxydation du glucose, entraine la mort cellulaire par nécrose [47]. Sans sa source d’énergie,
la cellule ne peut maintenir son métabolisme de base comme sa défense contre le stress
oxydant. A cause de ces différentes altérations, les cellules meurent selon différents types de

mécanisme : nécrose ou mort cellulaire programmée.

L'ypérite attaque aussi bien ’ADN que '’ARN dont les principaux sites d’alkylation sont
N-7 de la guanine, N-1 de l’adénine, N-3 de I'adénine, O-2 et N- 3 de la cytosine [59, 60] (Figure
11. D'un point de vue structurel, ' ARN contient des résidus de ribose 1a ou ' ADN contient du
désoxyribose, ce qui rend I'ARN chimiquement instable, différemment que I’ADN. L’ADN se
dépurine alors que I’ARN s’hydrolyse.
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Figure 11 : Sites des bases de I' ARN qui peuvent étre alkylés par des agents chimiques.

2.3.3.3.  Alkylation des protéines

Les groupements thiol des cystéines des protéines peuvent étre alkylés par I'ypérite. Des
liaisons covalentes sont formées entre l'ypérite et les protéines. Cette modification des
protéines peut engendrer un changement de leur conformation et/ou un dysfonctionnement
de leur activité [61]. Les effets de 1'alkylation des protéines ne sont généralement visibles

qu’avec des concentrations importantes d"ypérite [62].
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L'ypérite a un impact sur les enzymes antioxydantes telles que les superoxydes
dismutases, les catalases, les glutathion peroxydases et les glutathion-S-transférases [63]. Les
superoxydes dismutases ont une activité réduite dans les leucocytes, les plaquettes, la rate et
le cerveau car I'ypérite se lie a ces enzymes. La catalase est inhibée dans les érythrocytes, les
leucocytes et la rate. Les glutathion peroxydases ont une activité en baisse dans les leucocytes,

la rate et le foie [64]. Ces diminutions entrainent un stress oxydant [65].

D’autres composés comme les composants du cytosquelette sont modifiés aprés une
exposition a I'ypérite. Les kératines sont alkylés [66]. Il peut méme y avoir des pontages entre
les filaments des kératines [67], donc la morphologie de la cellule est modifiée [68]. Ces

modifications ont été observées par Mol et al. chez des kératinocytes humains [69].

2.3.4. Toxicité aigué

Les organes les plus affectés par 1'ypérite sont les yeux, la peau et les poumons, c’est-a-
dire ceux en contact direct avec le toxique (Figure 12). Une des caractéristiques majeures d"une
exposition a I'ypérite est la période de latence avant 'apparition des premiers symptomes.
Cette période asymptomatique dépend de la quantité d’ypérite absorbée, du temps
d’exposition, des conditions environnementales (température, humidité) et de la voie
d’exposition (peau, ceil, inhalation ou ingestion) [70]. Par exemple, une température élevée
avec beaucoup d’humidité, sur une peau fine, induira de plus graves lésions avec un temps
de latence réduit pour une quantité donnée d'ypérite. On ne peut négliger la variabilité inter-
individu, certains seront plus sensibles que d’autres pour une méme dose de toxique. Kehe ef
al. précisent que plus la dose d’ypérite absorbée est élevée plus le temps de latence
asymptomatique est court [71]. Ainsi, le temps de latence est inversement proportionnel a la

dose d’ypérite. Cet effet a été observé lors d’intoxications récentes au Moyen-Orient [72].

La dose létale pour un humain est de 200 mg si I'ypérite est ingéré et de 3 g si c’est une
exposition cutanée. Une exposition a une tres grande quantité d’ypérite entraine des
convulsions suivie d"une mort rapide [73]. Mais la plupart des déces induits par 1'ypérite ont
lieu dans les semaines suivant I'intoxication suite a des complications des lésions pulmonaires

[10].
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Figure 12 : Pourcentage des organes les plus touchés quelques jours aprés une exposition a l'ypérite

déterminé par suivi de 233 intoxiqués iraniens lors de la guerre Irag-Iran [74].

Le Tableau 6 détaille les symptomes qui surviennent apres une exposition a I'ypérite, et
les traitements appropriés. La prise en charge de patients intoxiqués par de I'ypérite lors des
derniers conflits a permis d’étudier en détail les symptomes d’'une telle intoxication [14, 15, 71,
72, 75]. Aujourd’hui, il n’existe toujours pas d’antidote spécifique a 1'ypérite donc les
traitements donnés aux victimes sont seulement symptomatiques. Ils ont pour seuls objectifs

de soulager les démangeaisons, les douleurs, les troubles et les infections [75].
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Les yeux

Les poumons

La peau

Systeme
digestif
Par ingestion ou
intoxication trés
sévere
Systeme
sanguin

Systémique

Faible intoxication en 4 a 12 heures :

* Irritation conjonctivale

* Photophobie

* Douleurs oculaires croissantes

* Larmoiement intense

* Vision floue

Forte intoxication en 3 a 6 heures :

+ Blepharospasme

* Douleurs tres vives

* Hémorragie conjonctivale

» Larmoiement purulent

» (Edéme puis vésications palpébrales

* Ulcérations cornéennes

* Cécité possible si contact d’ypérite
liquide avec I'ceil

Faible intoxication en 12 h ou plus:

* Signes d'irritation (rhinite, pharyngite,
laryngite, toux seche pénible) avec
congestion non spécifique des voies
aériennes supérieures

* Trachéo-bronchite avec expectoration

Forte intoxication entre4 et8 h:

» (Edeme extensif entrainant dyspnée et
dysphonie

* Nécrose épithéliale des muqueuses
bronchiques avec obstruction mécanique

* Signes d’atélectasies et de
bronchopneumopathie avec
expectoration Formes les plus graves qui
apparaissent dans les lers jours :

* (Edéme pulmonaire

* Insuffisance respiratoire aigue’

Entre2het12h:

+ Erytheme douloureux

* Prurit

* (Edéme sous-cutané

Entre12het48h:

* Vésicules (risque de surinfection élevé)
Cicatrisation tres lente (plusieurs semaines
ou mois)

* Nausées, vomissements
* Douleurs abdominales
* Diarrhée sanglante

* Hyperleucocytose transitoire,

* A partir du 5eme jour : leucopénie -
parfois thrombopénie

* Anémie moins fréquente

* Asthénie

* Fiévre

* Atteinte neuromusculaire

* Troubles psychologiques

» Aucun pansement occlusif ne doit
étre place, avant le lavage des yeux

>Lavage prolonge des yeux

> Eviter 'adhérence des paupieres

»Port de lunettes noires pour lutter
contre la photophobie.

> Orienter vers I'ophtalmologiste

»Oxygénothérapie

» Aérosol 2 mimétique

»Kinésithérapie respiratoire.

» Antibiothérapie curative

»Intubation et ventilation controlée
en pression positive

»Décontamination

> Le refroidissement des lésions

> Antalgiques/analgésiques (Ex :
morphine, buprenorphine)

»Désinfection des bralures selon les
protocoles appropriés pour les
bralés

>Mise a plat des vésicules les plus
grosses risquant d’éclater

> Traitement des zones nécrosées

>Pansement a la pommade

»Comme pour les brilures, le
traitement général

» Antibiothérapie

» Antibiothérapie

» Antibiothérapie

Tableau 6 : Signes cliniques attendus suite a une exposition a I'ypérite d’apres ’ANSM. Les temps

indiquent les heures suivant l'intoxication.
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234.1. Lesyeux

Les premiers signes cliniques d'une intoxication a 1'ypérite sont au niveau oculaire c’est
la partie la plus sensible a I'ypérite [61]. Les premiers effets seront observables environ 1h
apres une légére contamination avec les paupieres qui deviennent rouges et enflées. Une
conjonctivite de gravité variable apparait dont I'intensité est croissante jusqu’a 48h. Entre 4h
et 12h, les victimes ont la sensation d’avoir du sable dans les yeux, des larmoiements, de la
photophobie [76]. Une dose élevé d’ypérite produit de graves lésions 1h a 3h apres

I’exposition.

Figure 13 : Lésions au niveau de I’ceil cing jours aprés une exposition a I'ypérite (de [77]).

234.2. Lapeau

Les lésions au niveau de la peau sont des érythemes, des nécroses et des cloques qui se
percent facilement. Une pigmentation anormale est souvent observée apres une exposition a

I'ypérite. L’évolution des brtlures a I'ypérite se fait généralement de la facon suivante :

a) Des érythemes : les rougeurs sont tres marquées, des cedémes peuvent se former, des
démangeaisons peuvent étre intenses. La peau peut prendre des teintes foncées

jusqu’a devenir noire a certains endroits.

b) Des cloques : a la suite des érythémes de nombreuses petites vésicules apparaissent
qui ensemble peuvent s'unir pour former de larges cloques. Elles ne sont pas
douloureuse per se mais sont particulierement génantes. Elles sont remplies d'une

sérosité ambrée dont la pression rend les ampoules proéminentes. Celles présentes

60



dans les endroits de flexion (coude, genou...) contraignent les mouvements. Les

cloques de I'ypérite sont fragiles et se percent facilement (Figure 14).

c) Les profondes briilures entrainent la perte totale de I'épiderme particulierement dans
les zones humides et ot1 I'épiderme est fin. La régénération de ces tissues est longue,

elle peut prendre plusieurs semaines voire plusieurs mois.

b

Figure 14 : Vésicules dans le dos d'une personne intoxiquée al'ypérite, 18h apres I'exposition (de

[14]).

2.3.4.3. Les voies respiratoires

Lors d'une exposition a un aérosol d’ypérite, les poumons sont aussi touchés entrainant
rhinite, laryngite, nécrose des muqueuses du systeme respiratoire et bronchopneumonie.
Apres une période de latence de 4h a 8h en moyenne, I'ypérite irrite et congestionne les
muqueuses du nez et de la gorge, la trachée et les bronches. Ainsi les premiers symptomes
sont : sensation de briilure, rhinorrhée, enrouement. Il y a des tous seches avec expectorations.
L’évolution des symptomes respiratoires aboutit a des insuffisances respiratoires telles que la

bronchite chronique, a l'emphyséme, a 1'cedéme pulmonaire. Les voies respiratoires

inférieures s’infectent facilement pour donner des bronchopneumonies aprées 48h environ.
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Dans les cas les plus graves, il peut y avoir une embolie pulmonaire pouvant causer la mort.

Cette complication a souvent lieu la deuxieme semaine apres 1'exposition [74].

2.3.4.4. Le systéme gastro-intestinal

L’ingestion de nourriture et d’eau contaminées engendrent les symptomes suivant :

nausée, vomissement, douleur, diarrhée. L'individu est réticent a la nourriture.

2.3.4.5. Le systéme sanguin

De fortes doses d’ypérite induisent des effets toxiques sur la moelle osseuse, les cellules
sanguines et la myélosuppression [78]. Dans les premiers jours, la leucocytose est observée,
ensuite, le nombre de globule blanc commence a diminuer a partir du 32me ou 42me jour apres
I'exposition. Le taux minimum de globule blanc est généralement atteint autour du 92me jour.
Cette leucopénie est suivie d'une diminution du nombre de mégacaryocyte (cellule géante

responsable de la production des plaquettes sanguines).

2.3.4.6. Action systémique

N

Une intoxication a l'ypérite engendre maux de téte, perturbations du systeme digestif,
anorexie, douleurs, leucopénie, anémie [72]. Lors d'une intoxication sévere, le systeme

nerveux central peut étre affecté, entrainant des convulsions.

La majorité des intoxiqués survivent car I'ypérite est peu létale. La guérison des blessures
aigues peut prendre entre quelques semaines et plusieurs mois. Les dommages des voies

respiratoires sont les plus persistants.

2.3.5. Toxicité retardée et chronique

Dans les effets a long terme de 'y périte, il faut distinguer la toxicité retardée de la toxicité

chronique. La toxicité retardée concerne les effets qui peuvent se développer des mois voire
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des années aprés un seul contact avec le toxique. C’est particulierement observé lors d'un
conflit armé, ot les militaires et les civils n’ont été intoxiqués qu’une seule fois a une dose qui
peut étre importante. La toxicité chronique regroupe I'ensemble des effets déléteres sur un
organisme vivant suite a une exposition ou a une administration répétée d'un toxique a des
doses multiples non létales. C’est le cas des ouvriers dans les usines qui produisaient des
armes chimiques. Aprés une intoxication a 1'ypérite, une détérioration de la santé physique et
psychologique a été rapportée dans de nombreux cas. Les effets sur le long terme de I'ypérite
peuvent se diviser en quatre groupes: les troubles psychologiques, les effets locaux, les

cancers, des désordres du systeme de reproduction.

2.3.5.1. Les troubles psychologiques

Une intoxication a I'ypérite est un facteur de stress important qui cause des troubles de
stress post-traumatique (TSPT). Ces effets retardés ont été observés chez des vétérans iraniens
dont 65% ont des signes de dépression et d’anxiété suite a une intoxication a I'ypérite [79]. Il
peut y avoir des dépressions chroniques, perte de libido et des anxiétés. Les intoxiqués

ressentent beaucoup de fatigue et ont un sommeil perturbé [80].

2.3.5.2. Les effets locaux dus aux lésions :

e Auniveau oculaire : perte partielle ou totale de la vue, des déformations de la cornée,

des conjonctivites [81-83].

e Au niveau pulmonaire: des maladies pulmonaires chroniques [84], sténose
bronchique, toux, asthme, bronchites chroniques, fibrose pulmonaire, bronchiectasie
[85]. Apres la guerre Irag-Iran, I'expression « mustard lung » englobe I'ensemble des
conséquences de I'ypérite sur les poumons, c’est devenue une maladie a part entiere

[86]. Pour 95% des intoxiqués, il y a des conséquences pulmonaires sur le long terme.

e Au niveau cutané: cicatrices, hyperpigmentation (Figure 15) ou hypopigmentation
[87], peau séche, éruptions cutanées, atrophie, hypertrophie, angiomes. La plupart de
ces lésions se situe au niveau (ordre de fréquence décroissant) des appareils génitaux,

du dos, du thorax, de 'abdomen, des jambes, des bras, de la téte et du cou [74].
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Figure 15 : Hyperpigmentation chez un vétéran iranien exposé a l'ypérite (photo de [70)).

2.3.5.3. Les cancers

L'ypérite est un agent mutagene et cancérigene. Une étude sur les soldats américains de
la premiere guerre mondiale montre que ceux exposés a I'ypérite, ont proportionnellement
développé plus de cancers des poumons que les autres. De méme, 1'ypérite a causé le
développement de nombreux cancers des voies respiratoires chez des ouvriers d’une usine au
Japon [88, 89]. Apres la guerre Irag-Iran, il y a eu une baisse significative de 1'age moyen
d’apparition du cancer des poumons parmi les victimes de I'ypérite par rapport a I’dge moyen

dans la population générale [90]. Le centre international de recherche sur le cancer (IARC) a

classé I'ypérite comme un carcinogene de groupe 1 (carcinogene certain) [91].

2.3.54. Le systéme de reproduction

L'ypérite induit des désordres au sein du systeme de reproduction: baisse de la
production des hormones, cellules des testicules endommagées, baisse de la qualité du

sperme, baisse de la fertilité [92].
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2.3.5.5. Qualité de vie

De facon générale, pour des intoxiqués a 1'ypérite, la qualité de la vie est détériorée.
Notamment, les problémes psychologiques et les maladies chroniques pulmonaires limitent

leur vie de famille, la vie sociale, leur capacité professionnelle [80].

2.4. Le CEES : un analogue de 'ypérite

Le CEES (sulfure de 2-chloroéthyl éthyle), un analogue de I'ypérite, est largement présent
dans la littérature s’intéressant aux effets de I'ypérite (Tableau 3). Ces principales propriétés
physico-chimiques sont résumées dans le Tableau 4. Bien qu’il soit également CMR, le CEES
n’est pas soumis aux mémes contraintes légales que l'ypérite. Il est interdit de posséder et
d’utilier I'ypérite méme dans le cadre de la recherche sans des autorisations particuliéres. A
contrario, le CEES peut étre acheté et manipulé dans les laboratoires sans contraintes
particulieres. C’est la raison pour laquelle il est souvent employé pour mimer les effets de
I'ypérite. Sa dose 1étale médiane (LD50) est environ 100 plus élevée que celle de I'ypérite. Sa
moindre toxicité est principalement expliquée par la présence d’un seul chlore. Le CEES est en
effet monofonctionnel, c’est pour cela qu’il est souvent appelé « demi gaz moutarde ». Ainsi,
il ne peut pas faire de bi-adduit, de bi-conjugué ou de pontage [93]. Cependant, comme
I'ypérite, en milieu physiologique, il forme des ions tres électrophiles apres élimination du
chlore (Figure 16). Comme le CEES donne les mémes intermédiaires réactionnels que 1'ypérite,
il alkyle aussi de nombreuses biomolécules. Cette réactivité similaire explique les mécanismes
d’action du CEES sur le métabolisme sont presque identiques a ceux de l'ypérite avec des

nuances de gravité.

CI\/\S/\ e Vs+/\ 3 [\S/\
CEES

Ion épisulfonium Ion carbénium

Figure 16 : Représentation des ions formés par le CEES en milieu physiologique.
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Le CEES, comme l'ypérite, induit un stress oxydant au niveau cellulaire [94, 95]. Il
engendre des dommages a I’ADN par alkylation de bases [96]. Des brtlures similaires a celles

de I'ypérite sont observées [97].
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3. Les biomarqueurs a I'ypérite

3.1. Notion de biomarqueur en toxicologie

De maniere générale, un biomarqueur peut étre défini comme un indicateur ou un signe
d’un changement au sein d'un systeme biologique au niveau physiologique, pathologique,
biochimique, cellulaire, moléculaire en réponse a un xénobiotique. Les Instituts nationaux de
la santé (« National Institutes of Health, NIH ») définissent les biomarqueurs comme « une
caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur d'un processus
biologique normal ou une réponse a un agent thérapeutique ». Il reflete I'interaction entre un

risque (chimique, biologique ou physique) et un systeme biologique.

Le domaine des biomarqueurs a évolué lors des dernieres décennies en suivant les
développements des sciences biomédicales et analytiques. Il s’adresse au besoin de détecter
rapidement une réponse biologique suite a une exposition a des produits chimiques, des
médicaments et des mélanges d’agents. Leur role est également de pouvoir prédire les

conséquences sur la santé telles que des maladies et les cancers.

3.2. Spécificité des biomarqueurs a des agents chimiques

Les conséquences d'une exposition chimique dépendent de la santé et de I'environnement
de l'individu, des propriétés et de 1'état du produit chimique et des circonstances de
'exposition. Elle peut étre sans aucun effet, avoir des conséquences a court terme et/ou a long

terme ou entrainer la mort de I'individu. Il existe trois classes de biomarqueurs (Figure 17) :

1) Le biomarqueur d’exposition : un xénobiotique, ou ses métabolites primaires ou la
réponse a une interaction entre 1’agent et une molécule ou une cellule-cible, mesurée
dans un compartiment de l'organisme. Le niveau de ce biomarqueur refléte

normalement le niveau de I'exposition.

2) Le biomarqueur d’effet: altération au niveau biochimique, physiologique,
comportementale ou autre, mesurable dans un organisme, qui, selon son ampleur, peut
est reconnue comme étant associée a une dégradation confirmée ou possible de I'état

de santé ou a une maladie.
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3) Le biomarqueur de susceptibilité : indicateur de la capacité innée ou acquise d'un

organisme a répondre I'exposition a un xénobiotique spécifique.

Biomarqueurs d'exposition Biomarqueurs d'effets
Stade
Dose au niveau Effet Perturbation clinique
Dose interne dela cible I d'une fonction del
—’ —' biol —’ —’ ela
biologique oogige biologique maladie

Biomarqueurs de susceptibilité

Figure 17 : Représentation schématique des différentes types de biomarqueur suite a une exposition.

Le taux de biomarqueurs, en fonction de sa nature, peut refléter la cinétique d'un
dommage et fournir des informations sur les mécanismes moléculaires liés a la toxicité. Ces
biomarqueurs sont utiles pour définir un diagnostic, un pronostic et un traitement juste. En
toxicologie, les biomarqueurs d’exposition tels que les métabolites doivent avoir les propriétés
suivantes :, biologiquement pertinent, facilement et rapidement analysable par une méthode
spécifique, précise, avec une limite de détection basse, validée. De fagon plus concrete, Dr.
Maria Christina Fossi, dans les années 1990, suggere que le biomarqueur idéal doit étre
mesurable dans des échantillons biologiques facilement prélevés de facon non invasive, lié a
une exposition de l'organisme, directement en lien avec les mécanismes d’action du
contaminant, tres sensible nécessitant de faibles quantités d’échantillon réalisé par une

méthode d’analyse facile, peu cotiteuse et valable pour différentes espéces.

3.3. Spécificité des biomarqueurs en sécurité NRBCE

Le contexte de risque d’attaques chimiques est particulier. Lors d'un attentat utilisant des

armes chimiques, un grand nombre de personne seraient simultanément intoxiquées dans une
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situation de panique et de stress. Un autre scénario est 1'utilisation d’armes chimiques dans
des régions reculées comme cela peut étre le cas en opération extérieure, la prise en charge des
bléssés et I'analyse des fluides biologiques n’est pas forcément immédiate. Les principales
propriétés des biomarqueurs, pour étre une preuve d’exposition sans équivoque, sont d’apres

[98] :

e La persistance : Le biomarqueur doit étre détectable au moins jusqu’a une semaine
apres I'exposition, le plus longtemps étant le mieux. En effet, lors d"un conflit, la prise
en charge des victimes n’est pas toujours immédiate. Ce besoin de persistance exclut,
en général, I'utilisation de I’agent chimique libre comme biomarqueur mais plutot celle

de ces métabolites ou de produits de dégradation.

e La stabilité chimique : le biomarqueur doit étre stable dans différentes matrices
biologiques comme le sang, le plasma, les urines sans subir, par exemple, d’hydrolyse

ou d’oxydation.

e La spécificité : dans des matrices biologiques complexes, comme les urines, il est
nécessaire que le biomarqueur soit un marqueur non équivoque reflétant une
exposition a un toxique de guerre. Les échantillons prélevés sur une personne non

exposée ne doivent en aucun cas contenir le biomarqueur.

Les biomarqueurs d’exposition sont efficaces pour mesurer une dose interne. Ils
permettent parfois d’établir un lien entre les expositions et les effets indésirables sur la santé
par connaissance des cibles biologiques du toxique. Dans ce contexte, ils sont plus informatifs

que des marqueurs environnementaux (air ou nourriture) [2].

Un diagnostic rapide et efficace, au moyen d'une détection de biomarqueurs spécifiques,
joue un roéle primordial dans la gestion de la menace des armes chimiques. L'analyse de
différents échantillons biologiques, tels que 1'urine et le sang, peut apporter une preuve de
contamination aux armes chimiques. Hormis 1’analyse des agents et de leurs métabolites, les
adduits formés par les agents chimiques avec les biomolécules telles que les protéines et "’ ADN
sont d'un intérét croissant pour une identification rétrospective grace a leur persistance plus
longue au sein de I’organisme [99]. En effet, leur détection peut servir en science médico-légal

dans le cas d’attaques terroristes.
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3.4. Les biomarqueurs d’exposition a I'ypérite

Des autopsies faites sur des soldats iraniens ayant succombé a une exposition cutanée a
I'ypérite montrent la présence de marqueurs de I'ypérite dans de nombreux organes tels que
le cerveau, les reins, le foie, les poumons [100]. Ainsi I'ypérite se diffuse dans tout I’organisme

donnant la possibilité d'utiliser diverses familles de biomarqueurs.

34.1. L’ypérite libre

Rapidement apres 'intoxication, il n'y a presque plus d’ypérite libre dans I'organisme
mais de tres nombreux dérivés et produits de dégradation. Cependant, des tissus adipeux
accumulent I'ypérite puisqu’elle est tres lipophile. De 1'ypérite libre a ainsi été retrouvée dans
des tissus humains post-morten 7 jours apres l'intoxication. Les tissus en question sont : les
poumonts, les reins, le cerveau et des tissus adipeux. Lors de cette étude, de I'ypérite a été aussi
retrouvée dans les cheveux [101]. Il a été observé une accumulation d’ypérite dans les tissus
adipeux des animaux tout particulierement dans la graisse péri-rénale, la graisse épididymale,
la graisse sous-cutanée et la graisse brune [102]. Apres intoxication de rats par voie
intraveineuse (10 mg/kg) ou cutanée (de 1 a 10 mg/kg), I'ypérite libre est détectable dans le

sang pendant 1h30 environ.

3.4.2.  Les produits de dégradation

L'ypérite a deux centres électrophiles non-sélectifs qui peuvent conduire a la formation
de nombreux produits de dégradation. Ceux-ci sont souvent excrétés dans les urines. Certains
ont été identifié chez le rat [98]. Les produits majoritaires de dégradation sont issus de
I'hydrolyse des chlores et de I’oxydation du soufre. Le thiodiglycol (2,2'-thiodiéthanol, TDG),
le thiodiglycol sulfoxyde (TDGO), et le bis-p-chloroéthyle sulfoxyde (SMO) sont ainsi

essentiellement formés (Figure 18) [103].

Apres intoxication de rats et de cochons d’Inde, le marqueur TDG a été détecté dans les
urines. La concentration en TDG augmente dans les urines pendant la premiere semaine
suivant I’exposition [104]. Des quantités élevées de TDG ont été également détectées dans des

urines de personnes intoxiquées par des vapeurs et des aérosols de I'ypérite [105].
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Figure 18 : Formules topologiques des produits majoritaires de 1'ypérite apreés hydrolyse et oxydation

du souffre.

Deux personnes ont été contaminées par de 1'ypérite en détruisant un ancien obus de la
premiere guerre mondiale. L’analyse de leur urine a permis de valider la nature de 1'agent
chimique. Des doses élevées de TDG et TDGO ont été retrouvées dans les urines collectées
rapidement aprés I'exposition. Comme il a été montré que TDGO est plus abondant dans les
urines que TDG, des traitements d’échantillons des urines ont été développés afin de réduire
TDGO en TDG pour ne mesurer a la fin que la fraction de TDG [106]. Cependant, leur quantité
diminue rapidement jusqu’a ne plus étre spécifique ie. la quantité détectée n’est plus
différentiable de la quantité présente chez des personnes non intoxiquées [32]. Ainsi, ces
produits de dégradation ne peuvent pas étre considérés comme spécifiques. En effet, chez des
personnes non contaminées, il est possible de détecter des traces de TDG et TDGO car ils sont
des composés endogenes présents in vivo a la concentration de 0-1 ng/mL and 2-8 ng/mlL,
respectivement [107]. Seules les concentrations de TDG et TDGO statistiquement différentes
des concentrations endogéenes peuvent étre la preuve d’une intoxication a l'ypérite. C'est
pourquoi, la CIAC demande de spécifier dans les rapports d’analyse d"urine : « TDG can be

contained in the urine of people unexposed to sulfur mustard. »

Lors d’une récente étude, il a été montré que TDG n’est pas un produit de dégradation
spécifique a I'ypérite pour une autre raison. D’autres molécules similaire & I'ypérite telles que
I'agent T et 'agent Q (voir Tableau 2) aussi appélées « gaz moutarde a longues chaines »
peuvent former du thiodiglicol lors de leur dégradation par différentes formulations
commerciales utilisées lors de la décontamination d’agents chimiques (Figure 19). Ces résultats
remettent en question le role de TDG comme marqueur d’exposition spécifique a 1'ypérite
[108]. Ces métabolites ne sont donc pas une preuve sans équivoque d’'une exposition a

I'ypérite.
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Figure 19 : Le produit de dégradation TDG peut venir soit de I'ypérite soit de gaz moutarde a
longues chaines d’apres [108].

3.4.3. Les dérivés du glutathion et de la voie des -lyases

Parmi les intermédiaires de la voie de métabolisation des acides mercapturiques (détails
p- 78), un électrophile se trouve converti en conjugué de la cystéine Cys-X. Ce dernier peut
étre pris en charge dans une déviation du processus de métabolisation appelée « thiomethyl
shunt ». Cys-X est converti en un dérivé mercaptan (X-SH) lors d'une réaction catalysée par la
cystéine S-conjugate [-lyase. Le mercaptan est ensuite méthylé ou subit une glucurono-

conjugaison avant d’étre excrété [109].

Les métabolites de l'ypérite générés par les P-lyases sont 1,1'-sulphonylbis[2-S(N-
acétylcystéinyl)éthane] (SBSNAE), 1,1'-sulphonylbis[2-méthylsulphinyl)éthane] (SBMSE),
1,1'-sulfonylbis[2-(méthylthio)éthane] (SBMTE) et 1-méthylsulphinyl-2-[2-(méthylthio
éthylsulphonyl] éthane (MSMTESE) (Figure 20). Ces métabolites sont des composés
moyennement polaires et persistants. IIs sont exogenes i.e. ils ne sont produits dans

l'organisme que dans le cas d’'une intoxication a I'ypérite. Ils sont donc spécifiques.

)~

HN

o] o O|
\)\( S\/\s// s\/\//
>d M /_S — H A
HN\\/%O

SBSNAE SBMTE MSMTESE SBMSE

UJ=O

Figure 20 : Formules topologiques des métabolites de I'ypérite induits par les B-lyases.

72



Apres une exposition de rats a I'ypérite a une dose de 5 mg/kg, il a été possible de détecter
le marqueur SBSNAE jusqu’a 14 jours aprés l'exposition [110]. Dans les urines de deux
personnes accidentellement contaminées a 1'ypérite, SBSNAE a été détecté a de tres faibles
concentrations, proches de la limite de détection [111]. Apres une exposition a I'ypérite avec
un ancien obus de la premiere guerre mondiale, I'urine des peux personnes a été analysée. Des
taux élevés de métabolites -lyases ont été retrouvés. Il a été possible de les détecter jusqu’a
11 jours apres exposition chez le patient 1 et 7 jours pour 'un des patients malgré de faibles
expositions [32]. A la suite d"une attaque a 1'ypérite au Moyen-Orient, des analyses d’urines
ont été faites. Elles ont été collectées chez des patients entre 30 h et 48h apres I'exposition.
SBMTE a été détecté chez certains des patients mais pas chez tous. La limite de détection de la

méthode utilisée est de 1 ng/mL [72].

3.4.4. Les adduits a 'ADN

Les agents alkylants comme l'ypérite peuvent réagir avec I’ADN pour donner des
produits d’alkylation nommés adduits (Figure 21). Cette réaction peut avoir lieu au niveau des
atomes nucléophiles de I'’ADN comme l'azote, I'oxygeéne. Au vue, de la structure de I’ADN,
de nombreux sites sont sensibles aux alkylations (Figure 10). Cependant, certains le sont

beaucoup plus, donnant des adduits majoritaires.

S
/\/Cl HO/\/ \/\
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Figure 21 : Schéma réactionnel de I'ypérite sous forme de I'ion épisulfonium avec la position N7

de la guanine.

Les sites principaux d’alkylation de ’ADN par 'ypérite sont les positions N7 et O6 de la

guanine et a la position N3 de I’adénine (Figure 22). Il y a aussi formation de pontage entre les
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positions N7 de guanine adjacents. Il existe des différences significatives entre les quantités
des différents adduits formés. Le monoadduit de la guanine en position N7, N7-[2-[(2-
hydroxyethyl)thio]ethyl]-guanine (HETE-N7Gua ou noté N7Gua-Yp), est I'’adduit majoritaire
(61%) [112, 113] car c’est la position la plus réactive [114]. Le bi-adduit, N7Gua-ETE-N7Gua
(N7Gua-Yp-N7Gua), sulfure de bis[2-(guanine-7-yl)éthyl], est environ deux fois moins présent
(17%) [115]. Quant au monoadduit a a la position N3 de l'adénine, NB3-[2-[(2-
hydroxyéthyl)thio]éthyl]-adénine (HETE-N3Ade ou noté N3Ade-Yp), il est faiblement formé
(16%) [113,116], les adduits a la position O6 de la guanine, O6-[2-[(2-hydroxyéthyl)thio]éthyl]-
guanine (HETE-O6Gua ou noté O6Gua-Yp), ne représente environ que 0,1% des adduits
formés [117-119].
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Figure 22 : Formules topologiques des principaux adduits de |’ADN formés par ['ypérite.
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Figure 23 : Représentations de la dépurination de la N7dGuo-Yp dans I’ADN, avec libération de
N7Gua-Yp et formation d'un site abasique.

Comparativement a d’autres adduits de I’ADN, les adduits a la position N7 de la guanine
ne sont chimiquement pas stables, ils se dépurinent (Figure 23), c’est-a-dire que la liaison
sucre-base se rompt. IIs ont un temps de demi-vie dans I’ADN double hélice de 2h a 150h.
Cette instabilité vient de la présence d’une charge positive sur le cycle de la guanine pour les
produits d’alkylation en N7. Plus l'alkylant est gros, plus le temps de demi-vie de la
dépurination est faible. Ainsi le temps de demi vie de N7Gua-Yp a 37°C et pH 7, est de 52 h

dans la double hélice et de 8h pour le nucléoside isolé [59].

Il a été aussi observé que l'ypérite forme des liaisons covalentes simultanément avec la
base d’ADN Guanine a la position N7 et le glutathion pour donner I’adduit : S-[2-(N7-guanyl)-
éthylthioéthyl]-glutathion (N7Gua-Yp-GSH). Apres traitement de souris SKH-1 par de
I'ypérite, cet adduit a été détecté dans la peau, le cerveau, les poumonts, les reins et la rate. Il a

été persistant jusqu’a deux semaines dans la peau, le cerveau et les poumons [120].

Apres une exposition cutanée de rats, il a été possible de retrouver des adduits (HETE-
N7Gua, HETE-N3Ade, N7Gua-ETE-N7Gua) dans de nombreux organes tels que les poumons,
les reins, le pancréas, la rate, la moelle et le cerveau. De plus, les quantités d’adduits sont dose-
dépendantes [121]. Les adduits a I'’ADN, spécifiques a 1'ypérite, ont déja été utilisés comme
marqueurs d’exposition lors de la guerre entre I'Iraq et I'Iran [122]. Ils sont persistants, et dans
un cas ont été détectés jusqu’a 21 jours apres 1'exposition [30]. Dans un autre cas, les adduits
ont été détectés jusqu’a 29 jours apres intoxication a 1'ypérite, dont le plus abondants étant

HETE-N7Gua [123].

3.4.5. Les adduits aux protéines

Les produits de I'alkylation des protéines sont stables in vivo. L'ypérite réagit notamment
sur les résidus cystéines des protéines. Les protéines habituellement suivies sont I’albumine et
I"hémoglobine puisqu’elles se situe dans le sang qui est une matrice facilement accessible. Ces
adduits peuvent étre de bons marqueurs d’exposition grace a leur persistance qui est
équivalente a celle de la protéine alkylée. Ainsi, le temps de vie d'un adduit a I’hémoglobine

est de 2 ou 3 mois, temps de vie de I'hémoglobine non modifiée.
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L’albumine est une protéine (66kDa), représentant environ 60 % des protéines
plasmatiques, avec 35 résidus cystéine dont 34 sont impliqués dans des ponts disulfures a
I'origine de sa structure tertiaire. Sa composition présente un seul groupement thiol, ne
formant pas de pont disulfure, au niveau de sa cystéine-34 responsable de plus de 80 % de
I'activité thiol plasmatique [124]. Ce site est ainsi identifié comme une cible plasmatique
favorisée pour de nombreux électrophiles [125, 126]. Dés 1999, Noort et al. ont développé une
méthode pour évaluer les adduits de l'ypérite issus de l'alkylation de la cystéine 34 de

I'albumine [127].

Actuellement, la CIAC accepte deux biomarqueurs issus de la conjugaison de I'ypérite a
’albumine sur la cystéine 34 (Alb-Yp) pour confirmer une exposition a cet agent. Le premier
est le fragment tripeptidique cystéine-proline-phénylalanine (Yp-CPF) dont la cystéine a réagi
avec l'ypérite. Il est obtenu par une digestion utilisant la protéinase K. Le second est le
fragment dipeptidique cystéine-proline (Yp-CP) ou l'ypérite a réagi sur la cystéine; il est

obtenu par une digestion utilisant la pronase [128].

Le sang a une concentration d’hémoglobine environ de 140 mg/mL qui peut étre
facilement isolée. Apres traitement de cette protéine avec de 1'ypérite marquée par un 35,
plusieurs sites d’alkylation ont été observés : des cystéines, des acides aspartiques, des lysines,
des tryptophanes, six différentes résidus histidines, trois résidus acide glutamique, et les
valines en position N-terminale [129]. Bien que les conjugués a la position N-terminale de la
valine ne représentent que 1 a 2% des sites alkylés par 1'ypérite, ce sont de bons biomarqueurs
(noté Val-Yp) puisqu’ils peuvent étre facilement extraits de I'hémoglobine par la digestion

d’Edman.

La persistance des conjugués a I’albumine et a 'hémoglobine a été étudiée in vivo. Des rats
ont été exposés par intraveineuse avec une dose de 0,3 mg/kg. Le conjugué a I'albumine a été
détecté jusqu'a 7 jours apres 1'exposition alors que le conjugué a I'hémoglobine (position N-
terminale de la valine) a été présent jusqu’a 28 jours. La décroissance de la concentration de
ces conjugués correspond bien avec les temps de demi-vie respectifs de I'albumine et des
globules rouges chez le rat [130]. Les adduits protéiques peuvent étre détectés jusqu’a 90 jours

dans différentes matrices biologiques humaines [131, 132].

Les conjugués a I’albumine et a 'hémoglobine, spécifiques a 1'ypérite, ont déja été utilisés
comme marqueurs d’exposition lors de la guerre entre I'lIraq et I'Iran [122, 127]. Lors de la

destruction d'une arme contenant de l'ypérite, trois employés se sont contaminés. Leur
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exposition a été vérifiée en analysant leur urine et leur plasma par GC-MS et LC-MS/MS. Le

conjugué a I’albumine a été détecté jusqu’a 29 jours apres la contamination [75].

Afin deréaliser une analyse de conjugués aux protéines, il est souvent nécessaire de passer
par une étape de digestion enzymatique pour fractionner les longues chaines protéiques en
chaines peptidiques plus courtes. Elle se fait généralement a I’aide de protéinase. La limite est
le temps nécessaire pour préparer un échantillon. Dans une méthode développée récemment
pour analyser le conjugué albumine-ypérite, I'étape de digestion dure 2h, il s’en suit une étape
de dérivation [133]. Dans d’autres méthode, I'étape de digestion de 2h est suivie par une

extraction sur phase solide avant injection [128, 134].

Young et Capacio ont développé une méthode analytique pour détecter 1'ypérite libre
venant des conjugués aux protéines du plasma. Pour cela, ils font réagir I’acide chlorhydrique
avec les conjugués aux protéines ce qui permet de rompre la liaison entre I'ypérite et la

protéine. Cette conversion libére I'ypérite analysée par la suite [135].

3.5. Glutathion et détoxification des xénobiotiques

Le glutathion (GSH) est un tripeptide qui existe dans I'organisme humain et ayant une
concentration intracellulaire entre 3-4 mM [136]. Il est surtout présent dans le cytosol (85-
90%), le reste se trouvant dans la mitochondrie, la matrice nucléaire et les peroxysomes [137].
I joue un role important dans les systemes d’oxydo-réductions, de protection contre le stress
oxydant et détoxification d’agents électrophiles exogenes ou endogenes. Cette biomolécule
comporte trois groupes fonctionnels qui peuvent réagir avec d’autres molécules i.e. des
fonctions thiol, amine et carboxylique. La conjugaison au GSH est un processus majeur de la
phase II de la métabolisation cellulaire des agents électrophiles. Deux études chez les rats
montrent que la conjugaison de I'ypérite avec le glutathion est plus importante que ’hydrolyse
de celui-ci [26, 27]. Cependant, malgré la formation du conjugué GSH-ypérite, la quantité de
GSH ne réduit pas de de facon conséquente la concentration en ypérite in vitro, surtout pour

des doses importantes d'ypérite [138].
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3.5.1. Les voies de métabolisation

La métabolisation d"un composé exogene se fait généralement en deux étapes principales.
La premiere, la phase I, consiste a activer le composé par des réactions d’oxydo-réductions,
d’hydrolyse, d"ajout de groupes nucléophiles. La seconde, la phase II, sert a rendre le composé
plus hydrophile afin de pouvoir étre éliminé par les urines. Cela est possible grace a la
conjugaison des métabolites avec des molécules endogenes telles que I'acide glucuronique et
le glutathion. De plus, cette conjugaison diminue 'activité toxique du composé exogene. C'est
pourquoi on parle aussi de processus de détoxification. Les étapes de métabolisation sont
catalysées par des enzymes. De nombreux xénobiotiques sont transformés par des processus
qui n'impliquent pas des réactions de phase I. C'est tout particulierement le cas de la

conjugaison au glutathion de xénobiotique qui met en jeux une enzyme de phase II [139].

La voie de métabolisation de I’acide mercapturique, « mercapturate pathway » en anglais,
permet de détoxifier de nombreux électrophiles endogenes et exogenes (comme les
médicaments) (Figure 24). Elle commence par la conjugaison de I'électrophile sur le glutathion.
Cette premiere étape peut se faire spontanément [140], mais la réaction est généralement
accélérée par l'action des enzymes GSH S-transférases (GSTs). Cette famille d’enzyme
comporte surtout des enzymes dans le cytoplasme mais aussi quelques enzymes
membranaires. Les GSTs sont répandues dans de nombreux tissus. Bien que les conjugués au
glutathion soient souvent engendrés dans le foie, ils peuvent tout de méme étre formés dans
tout I'organisme. Les conjugués sont issus de la formation d"une liaison thioéther entre le GSH
et le xénobiotique. Cette étape a pour role de bloquer les fonctions réactives du toxique. Au
vue de la forte concentration en GSH au sein des cellules, celui-ci est généralement en large
exces par rapport a I'électrophile. Le résultat, i.e. le conjugué GSH-X, est sécrété en dehors de
la cellule grace a la pompe GS-X et différents transporteurs ATP (Figure 25) [141]. Il est excrété

dans la bile [142] et/ ou métabolisé par la suite de la métabolisation des acides mercapturiques.

Le conjugué au GSH est ensuite métabolisé par GGT (y-glutamyltransférase), surtout une
enzyme hépatique transmembranaire présente sur les surfaces extracellulaires des membranes
des canaux et des glandes [143] d"ou sa présence dans le plasma [144]. Elle est surtout exprimée
a la surface des tubes proximals rénaux. Toute l'activité enzymatique se situe dans la portion
extracellulaire de I’enzyme [145]. Cette enzyme catalyse la rupture de la liaison y-glutamyl. Le
résultat est donc le conjugué CysGly-X. Ce conjugué est lui-méme converti en un conjugué a

la cystéine, Cys-X par différentes peptidases.
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In fine, ce conjugué est N-acétylé pour donner le conjugué a la N-acétyl-cystéine, NAC-X.
On parle aussi de conjugué a I’acide mercapturique. Par souci de simplification, le conjugué a
la NAC sera appelé 1'acide mercapturique et non le conjugué a I’acide mercapturique dans la
suite du texte. Ce composé est généralement plus hydrophile que le xénobiotique, il est
rapidement excrété par les urines. Cette conversion en NAC-X est catalysée par les N-
acétyltransférases (NAT), notamment la NATS8. L’activité de ces enzymes est la plus
importante dans les reins [146], plus précisément au niveau du tube contourné proximal [147].
Au niveau cellulaire, 1'enzyme est localisée sur la surface cytosolique du réticulum

endoplasmique [148].

Si le conjugué Cys-X contient un bon nucléofuge, il peut subir une réaction de (-

élimination. Cette étape est catalysée par des P-lyases [149] ce qui a été déja évoquée.
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Figure 24 : Voie de métabolisation de I'acide mercapturique et de ses réactions secondaires avec les

P-lyases. La voie de métabolisation regroupe les réactions de 1 a 5. Les réactions 7,8 et 9 correspondent
aux réactions d'élimination du conjugué Cys-X appelées « thiomethyl shunt ». Les numéros
correspondent aux différentes réactions de métabolisation catalysées par leur enzyme particuliere : 1
glutathion S-transférases, 2 oxydases, 3 y-glutamyltransférase, 4 dipeptidases, 5 N-acétyltransférases,
6 aminoacylases, 7 cystéine S-conjugué P-lyases, 8 thiométhyltransférase, 9 UDP-

glucuronosyltransférases. Schéma issu de [149].
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Figure 25 : Représentation schématique des réactions intracellulaires et extracellulaires de la voie
de métabolisation des acides mercapturiques tirée de [150]. X : xénobiotique ; GS-X : X conjugué au
glutathion ; CG-X : X conjugué au cystéinylglycyl ; C-X : X conjugué a la cystéine; NAC-X : X
conjugué a la N-acétylcystéine ; —S-X : thiol réactif de X ; GST : glutathion-S-transférase ; yGT : y-

glutamyltransférase ; Pept. : peptidase ; Import. : peptide transporteur ou cystéine transporteur.

3.5.2.  L’utilisation des métabolites comme biomarqueurs

Le conjugé a l'acide mercapturique (ou conjugué a la NAC) peut étre utilisé comme
biomarqueur [31]. Des revues listent des méthodes LC-MS pour l'analyse d’acide

mercapturique servant comme biomarqueur a une exposition a des agents exogenes. [1, 151].

L’isoprene, classé par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) dans le
groupe 2B (cancérogenes possible pour 'homme), est présent dans les fumées de tabac. Il a été
identifié qu'un biomarqueur majeur de ce toxique dans les urines est N-acetyl-S-(4-hydroxy-
2-methyl-2-buten-1-yl)-L-cystéine, un acide mercapturique. Il a été analysé par un systeme
UHPLC-MS/MS [152]. La crotonaldéhyde est une puissant irritant qui affecte les yeux, la peau
et les voies respiratoires. Trois isoméres de 'acide mercapturique de ce composé ont été
analysés par HPLC dans des urines humaines [153]. Par LC-MS/MS, I'acide mercapturique et
d’autres dérivés de I'acrylonitrile ont été aussi quantifiés dans les urines humaines [154]. De

méme pour le styréne, un des composés les plus importante dans 1'industrie chimique, une
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méthode analytique a été développée pour quantifier les acides mercapturiques de ses

métabolites qui sont considérés comme des biomarqueurs d’exposition [155].

Lors d’expériences in vitro, il a été montré que 1'ypérite est bien métabolisé via sa
conjugaison au glutathion. Cette conjugaison peut aussi se faire chimiquement par réaction
directe de I'ypérite avec le glutathion dans les conditions physiologiques. Les auteurs, parmi
les premiers a avoir détecté et identifié ce conjugué a 1'ypérite, suggerent son étude comme
potentiel biomarqueur [156]. Cependant, a ma connaissance, le conjugué au GSH, le conjugué
a la cystéine et a la NAC de cette voie de métabolisation n’ont pas été utilisés comme

biomarqueurs d’exposition a I'ypérite.

3.6. Tableaux de synthése des méthodes de détection des biomarqueurs

De nombreuses méthodes analytiques ont déja été développées pour parvenir a identifier
I'ypérite, ses produits de dégradation ou ses métabolites comme preuve de contamination. Les
laboratoires accrédités par 1'Organisation d’Interdiction des Armes Chimiques vérifient
rétrospectivement une intoxication a 1'ypérite en recherchant soit dans le sang soit dans les

urines : I'ypérite, des métabolites - lyase, des adduits a ’ADN, des adduits a '’hémoglobine

[4].

82



Ypérite libre

de temps

In vivo Précipitation Qi 2016
Ypérite libre Sang (rat) Dérivation HPLC-MS/MS 1pg/L [157]
T . Centrifugation _ Young 2020
Ypérite libre Plasma In vitro Incubation GC-MS/MS / 0,120-100 ng/mL [135]

Conjugués aux protéines

de temps

Alb-Yp

Val-Yp

Alb-Yp
Val-Yp

Alb-Yp

Alb-Yp

Alb-Yp

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

Plasma

In vitro Digestion
Dégradation
In vitro SPE
Dérivation
In vivo Digestion
(rat) Dégradation
In vitro Digestion
(humain) SPE
In vitro ) .
() Digestion
In vivo Ultrafiltration
(humain) Digestion
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UHPLC-MS/MS
GC-MS /
HPLC-MS/MS zgj;)ffs

UHPLC-MS/MS /
UHPLC-MS/MS /
WLC-MS/MS ~ 29jours

0,500 ng/mL (LOD)

3 nmol/L

1,06 ng/mL

1ng/mL

Chen 2019
[133]

Nie 2011
[134]

Noort 2008
[130]

Pantazides
[128]

Liu 2015
[158]

Steinritz 2016
[75]



Produits de dégradation & d’oxydation

de temps

TDGO
SMO
TDG
SMO
TDG
TDGO

TDG
TDGO

SMO
SMO2

TDG

Urine
Sang

Urine

Plasma

Urine

Sang

Urine

Humain

Humain
In vitro

(humain)

In vivo
(rat)

In vivo
(rat)

In vivo
(rat)

In vivo
(Humain)

Précipitation
Précipitation

SPE

Précipitation

S

Précipitation
Dérivation

SPE
Dérivation

GC-MS
UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

GC-MS

HPLC-MS/MS

GC-MS

3a7
jours

0 jours

/

12h

7 jours

12h

30-3000 ng/mL

30-3000 ng/mL

0,50 ng/mL
0,05 ug/L

5ung/L
0,5 ug/L

1ng/mL

1pg/L
0,2 ng/L

0,2 ng/mL

Xu 2014
[131]

Xu 2014 [131]
Liu 2017
[159]

Li 2013
[160]

Koryagina
2018
[161]

Qi 2016
[157]

Riches 2007
[162]



Adduits a 'ADN

> . . . > : Intervalle Gamme o
(100

N7Gua-Yp
N3Ade-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua

N7Gua-Yp
N3Ade-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua

N7Gua-Yp
O6Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

N7Gua-Yp
O6Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

N7Gua-Yp
O6Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

N7Gua-Yp
O6Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

ADN
(isolé
sang)

ADN
(divers)

Urine

ADN
(Sang)

ADN
(divers)

Urine

In vitro

In vitro
In vivo

In vivo
(humain)

In vivo
(humain)

In vivo
(rat)

In vivo
(lapin)
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Extraction
Digestion

Extraction

Lyse acide

SPE

Extraction
Digestion

Extraction
Digestion

SPE

HPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

/

48h

12h

32 jours

14 jours

14 jours

29 jours

0,1-4 pmol

0,02-20 ng/L
0,10-20 ng/L
0,05-20 ug/L

0,005 - 0,01 ng/mL

0,005 - 0,01 ng/mL

0,24 fmol
0,24 fmol
0,39 fmol
1,26 fmol

5ng/L
5ng/L
10 ng/L
5ng/L

Batal 2013
[116]

Wang 2015
[113]

Xu 2014
[131]

Xu 2014
[131]

Yue 2015
[121]

Zhang 2014
[123]



N7Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

N7Gua-CEES
N3Ade-CEES

N7Gua-Yp
N7Gua-Yp-N7Gua
N3Ade-Yp

N7Gua-Yp

ADN
(cellules In vitro
sang)
ADN
(cellules In vitro
sang)
ADN In vivo
(peau) (souris)
. In vivo
Urine (rats)

Extraction
Digestion

Extraction
Digestion

Extraction
Digestion

SPE

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

6 jours

6 jours

21 jours

/

1 fmol
0,5 fmol

0,25 fmol
0,25 fmol

0,1 pmol

10 ng/mL

Zubel 2019
[163]

Zubel 2019
[163]

Batal 2013
[30]

Orlova 2020
[164]

Les dérivés de la voie des p-lyases et conjugués aux glutathion

e

SBSNAE
SBMTE
MSMTESE
SBMSE

SBSNAE
SBMTE
MSMTESE
SBMSE

SBSNAE
MSMTESE
SBMSE

Urine Humain

Sang Humain
. In vitro

Uiine (humain)

Dérivation
SPE

Précipitation

SPE

GC-MS/MS
UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

30-3000 ng/mL
6,8 nmol

0,50 ng/mL
0,05 ng/mL
0,05 ng/mL

Xu 2014
[131]

Xu 2014
[131]

Liu 2017
[159]



SBMTE
MSMTESE
SBMSE
SBSNAE

SBSNAE

SBSNAE

MSMTESE
SBMSE

SBSNAE

SBSNAE

MSMTESE
SBMSE

Plasma InRvaz':Jo
Plasma (}{Zﬂfw
Urine bzrzl:))o
Urine (}{Z:::fn)
Urine (}{Zggﬁ)
Urine IZ:E;O
e ot

Précipitation

Précipitation

SPE

SPE

SPE

SPE

Dilution

UHPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

HPLC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

8h
48h
48h

8h

22 jours

5 jours

/

0,05 pg/L

0,01 pg/L

0,01 pg/L
1pg/L

30 ng/mL (LOD)

0,05 ng/mL (LOD)

1 ng/mL

10 ng/mL

1ng/mL

Li 2013
[160]

Rodin 2011
[110]

Rodin 2011
[110]

Steinritz 2016
[75]

Read 2004
[111]

Orlova 2020
[164]

Rodin 2015
[165]

Tableau 7 : Liste non exhaustive de méthodes analytiques déja développées pour quantifier des marqueurs de 1'ypérite présentant leurs principales

caractéristiques.
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4.  Le processus analytique pour les adduits et conjugués a
'ypérite dans les fluides biologiques

Cette revue de la littérature sur les biomarqueurs d’exposition de l'ypérite montre la
performance des méthodes associant chromatographie et détection par spectrométrie de
masse. C'est en particulier le cas du couplage LC-MS qui recoit un nombre croissant
d’applications. Comme pour toutes les méthodes, son application a des matrices biologiques

est associée a une étape importante de préparation d’échantillons.

Partie intégrante d'une analyse, la préparation des échantillons est sans aucun doute
I'étape la plus délicate du processus analytique. Des études ont montré que cette étape
représente environ 60 % du temps de travail au sein d'un laboratoire d’analyse. C'est
également I'étape qui engendre le plus d’erreurs entachant le résultat de 'analyse. Ainsi, une
optimisation de la préparation d’échantillon permet de gagner en reproductibilité¢, en
répétabilité. Elle influe également sur la limite de détection. Pour ce faire, la préparation des
échantillons a pour objectif de purifier et de concentrer les analytes. Ils sont souvent présents
en tres faibles quantités dans des matrices complexes telles que les matrices biologiques. Le
traitement d’échantillon fait appel a de nombreuses techniques dont les plus courantes en
bioanalyse sont : la précipitation, la filtration, 1'extraction liquide-liquide et I’extraction sur

phase solide (SPE).

4.1. La préparation d’échantillon par Extraction sur Phase Solide (SPE)

L'extraction sur phase solide est une méthode au cours de laquelle des composés en
solution ou en suspension dans une phase liquide sont séparés des autres éléments du
mélange par adsorption sélective sur une phase solide en fonction de leurs propriétés physico-
chimiques. Cette méthode a gagné en popularité a la fin des années 1970 avec la
commercialisation de cartouches pré-remplies et non remplies par les utilisateurs eux-mémes.
Les méthodes développées pour l'analyses de biomarqueurs spécifiques a I'ypérite
comportent tres souvent une étape de SPE. Cette étape est utilisée pour diverses matrices telles

que le sang et les urines. Quelques méthodes pour la détection d’adduits a I’ADN de I'ypérite

libre incluant une étape de SPE ont été développées [102, 123, 164]. Il existe aussi des
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protocoles de SPE pour les produits de dégradation [161, 162, 166] dans les fluides biologiques
mais aussi dans l'eau pour des analyses environnementales [167]. La SPE est aussi
majoritairement utilisée pour la quantification des dérivés de la voie des P-lyases et de
conjugués au glutathion [75, 110, 111, 166]. Une autre méthode SPE a été mise au point pour
détecter des métabolites de I'ypérite dans 1'urine humaine. Ainsi, TGD, MSMTESE, SBMSE et
SBSNAE sont purifiés et concentrés sur des cartouches SPE de charbon actif ; la majorité des

interférents sont éliminés sans perte en analytes [168].

La SPE a pour objectif d'augmenter la durée de vie de la colonne analytique, d'améliorer
la reproductibilité de I'analyse, de diminuer la limite de quantification en diminuant le bruit
de fond, d'améliorer I'exactitude de I'analyse et d'augmenter la sélectivité et diminuer les effets

matrices [169].

Cette derniére peut se faire de fagon classique manuellement sur des colonnes de
purification. Une approche plus moderne, basée sur un jeu de commutation de vannes au sein
du systeme HPLC permet de réaliser la SPE en ligne. Cette technique en ligne est déja utilisée

pour des analyses environnementales [170].

4.1.1. Effets matrices

Toute technique d’analyse peut étre sujette a des effets de matrice. Lors de I'utilisation
d’un couplage LC-MS, I'évaluation de tels effets est indispensable. Ils se manifestent soit par
une diminution soit par une augmentation du signal des composés dans la matrice par rapport
aux composés dans le solvant. On parle d’effets matrice inhibiteurs ou stimulateurs. L’effet de
matrice résulte de l'extraction de contaminants issus de la matrice et/ou de la co-élution
d’autres composés avec les analytes d’intérét. Ainsi, la matrice influe positivement ou
négativement sur l'ionisation du composé. Dans le cas d'un effet inhibiteur, la limite de

détection se trouve augmentée et la sensiblité diminuée.

1.1.1. Les différentes étapes de la SPE

La plupart des extractions SPE sont « rétentives » c’est-a-dire ’analyte est retenu par la

phase stationnaire tandis que les contaminants ont moins d’interactions avec la colonne et en
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sont éliminés (Figure 26). Par contre, dans le cas d'une extraction « non-rétentive », I’analyte
n'a pas d'affinité avec la phase stationnaire mais les contaminants, eux, sont retenus sur la
colonne. Pour résumé, l'analyte traverse la colonne sans étre retenu, tandis que les

contaminants y sont liés.

A _ B _ _Cc _ _ D _
] 4 (]
[ ]
...I :..
LI LILJ LILI LILI
| ]
Conditionnement ~

Percolation de I'échantillon .

Elimination des interférents, séchage ~ Evaporation

sous azote ou par aspiration d'air

D Elution Redissolution == Analyse

O W >

Figure 26 : Schématisation des différentes étapes de la SPE dans le cas d’'une extraction

« rétentives », figure issue de [171].

La colonne est d’abord conditionnée afin d’équilibrer et de mouiller la phase solide.
L’échantillon est déposé sur la partie supérieure de la phase. Les impuretés sans affinité avec
la phase ne sont pas retenues. Au contraire, les analytes d’intéréts ainsi que d’autres impuretés
sont plus ou moins fortement retenus. Certaines impuretés ont moins d’affinité avec la phase
que les analytes alors que d’autres ont plus d’affinité. Ces dernieres resteront dans la cartouche
SPE méme apres 1'élution. Ensuite il y al’étape de lavage. Cette étape a pour objectif d’éliminer
les impuretés qui sont retenues sur la phase et de rincer les composants résiduels de
"échantillon non retenus encore présents apres 1'étape de dépot. Le solvant de lavage idéal
élimine toutes ces impuretés sans affecter la rétention des analytes. Le solvant de lavage doit
ainsi avoir une force éluante suffisante pour entrainer le maximum de la matrice de
I’échantillon sans entrainer les analytes. De plus, le solvant de lavage doit étre miscible avec
I'échantillon dilué ainsi qu’avec le solvant d'élution. Il est souvent préférable de sécher la
colonne entre les étapes de lavage et d’élution. L'objectif de I'étape d’élution est de récupérer

100 % des analytes d’intérét retenus par l'adsorbant. Le solvant d’élution doit avoir le
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maximum d’interactions avec les analytes et le moins possible avec les impuretés qui peuvent

dans certains cas rester adsorbés.

41.2. Les différentes phases en SPE

L’extraction liquide-solide est basée sur la distribution des composés entre la phase
liquide (échantillon) et la phase solide (adsorbant). Les phases SPE sont généralement classées
selon la nature de leur principal mécanisme d'interaction ou de rétention avec l'analyte. Les
trois mécanismes d'extraction les plus fréquents en SPE sont la phase inverse, la phase normale
et I'échange d'ions. Toutes les méthodes de SPE pour la détection de biomarqueurs de l'ypérite
utilisent des phases inverses que ce soit pour les adduits a I'’ADN, les dérivés des P-lyases, les

produits de dégradation et pour les adduits aux protéines apres digestion.

41.2.1. La phaseinverse

La séparation sur phase inverse permet d’extraire des analytes moyennement polaires ou
apolaires d'une matrice polaire ou moyennement polaire telle que les échantillons aqueux. La
phase stationnaire est apolaire. Les analytes sont retenus sur la colonne par la force de
dispersion de faible énergie de van der Waals i.e. il y a des interactions entre les chaines
hydrocarbonées qui se trouvent sur l'analyte et sur la phase stationnaire. Les groupes
hydrophiles silanols de la silice ont été chimiquement modifiés par greffage de molécules des
chaines hydrocarbonées saturées, tels que C18 et C8, ou des cycles aromatiques tels que
phényle (Ph) ou styrene-divinylbenzene (SDB). Les analytes retenus sur une phase inverse
sont élués avec des solvants organiques comme le méthanol ou I'acétonitrile, des bases, des

acides, et modificateurs organiques.

D’autres colonnes de SPE en phases inverses sont constituées de phases polymériques de
qui permettent de travailler avec une gamme de pH plus large. Les silices greffées ont toujours
un pourcentage de silanols résiduels qui engendrent des interactions secondaires qui peuvent
retenir de fagon irréversible des analytes. Les phases polymériques éliminent ce probleme. De
plus, ces phases ont des capacités de charge supérieures ce qui permet de retenir plus

d’analytes avant saturation de la colonne et de travailler avec des cartouches plus petites pour
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le méme volume d’échantillon. Avec des cartouches ayant moins de phase, il possible de

travailler avec des volumes de lavage et d’élution plus petits.

Dans le cas des biomarqueurs de I'ypérite, les phases inverses utilisées sont variées : C18,

C8 et polymérique notamment.

4.1.2.2. Laphase normale

La séparation sur phase normale permet d’extraire des analytes polaires d'un échantillon
organique non-polaire. La phase stationnaire est polaire. Les analytes sont retenus sur la
colonne par des interactions de type liaison hydrogene, dipole-dipole entre les analytes et les
phases normales telles que la silice, I'alumine et Florisil®. Les analytes sont élués a 1'aide de
concentrations relativement faibles de solvants organiques polaires comme le méthanol ou

l'isopropanol dans des solvants organiques non polaires.

41.23. L’échange d’ions

La séparation avec une phase a échange d’ions permet d’extraire des analytes chargés
d'échantillons a faible force ionique, aqueux ou organiques. Des surfaces chargées sont
utilisées afin de retenir les analytes ayant une charge opposée. Par exemple, les analytes
chargés positivement sont retenus sur des phases chargées négativement. A I'inverse, les
analytes chargés négativement sont retenus sur des phases chargées positivement. Les
mécanismes d’échange d"ions sont basés sur des interactions de Coulomb & haute énergie entre
la surface de la phase et I'analyte. Pour étre retenu, les composés doivent avoir la charge
appropriée, ainsi la plupart des contaminants de la matrice sont simplement éliminées lors des
étapes de dépot et de lavage. Pour cette raison, la SPE par échange de cations est souvent
choisie pour l'extraction de composés basiques comme certains médicaments dans les

échantillons biologiques.
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41.3. SPEenligne

La SPE en ligne semble judicieuse pour réduire les temps de préparation d’échantillon et
augmenter la cadence analytique. La tendance est a I'utilisation de méthodes automatisables
a des fins stratégiques, économiques et pratiques. De telles méthodes ont commencé a étre
développées au début des années 1980 pour les fluides biologiques [172]. Pour la mise en place
de cette méthode, il faut un instrument permettant d’avoir deux systémes de chromatographie

en parallele.

Deux étapes sont nécessaires pour purifier un échantillon en ligne : son chargement sur la
colonne SPE avec un temps de charge et de lavage, et 1’élution des composés de la colonne SPE
vers la colonne analytique, qui sont ensuite dirigés vers la source du spectrometre de masse
(Figure 27). Cette préparation se fait au niveau du four de la colonne de la chaine HPLC. Apres
une préparation au préalable de I’échantillon (ex : filtration, centrifugation), I’échantillon est
injecté dans le systeme UHPLC-MS/MS. 1l est tout d’abord poussé dans la colonne SPE par
une premiere pompe (position LOAD). Apres lavage de I'échantillon, les analytes sont
concentrés en téte de colonne SPE. Le mode élution (position INJECT) est enclenché par
permutation de la vanne. Dans cette configuration la colonne SPE est connectée a la colonne
analytique. Les composés fixés au support SPE sont ainsi transférés en mode « BackFlush »
(sens inverse du lavage) sur la colonne analytique par la phase mobile de la seconde pompe.
Apres quelques minutes d’analyses, la vanne d'injection commute a nouveau en position
LOAD, pour laver et ensuite rééquilibrer la colonne SPE avec le solvant de lavage avant

l'injection d'un nouvel échantillon.

Dans un tel systeme, de trés nombreux parametres sont a optimiser comme les débits, les
solvants, les temps de percolation, la nature des phases des colonnes [173]. En effet, la colonne
SPE doit avoir une affinité plus faible avec les analytes que la colonne analytique pour que les
analytes soient refocalisés a I'entrée la colonne analytique. En effet, si les analytes ont trop
d’affinité avec la colonne SPE, le solvant pour les transférer vers la colonne analytique ne sera
pas adapté a cette colonne ce qui limitera la refocalisation ; les pics s’élargiront. Au contraire,
si les analytes n’ont pas assez d’affinité avec la colonne SPE, il y a des risques de pertes et un

lavage moins efficace.
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Figure 27 : Principe de le SPE en ligne dont la premiére étape est le chargement de I'échantillon
dans la colonne SPE grice a la position « LOAD », la seconde étape, apres lavage de la colonne SPE, est

le transfert des analytes vers la colonne analytique grice a la position « INJECT ».

Cette préparation d’échantillons intégrée au systeme d’analyse a déja été utilisée pour la
détection de l'olanzapine, de la fluoxétine et son métabolite (la norfluoxétine), des
antidépresseurs, dans le sang humain. L’analyse robuste et quantitative de ces composés se

fait en 11 min en incluant la SPE [174].

4.2. La chromatographie liquide

Des méthodes utilisant la technique d’immuno-slot-blot (ISB) ont été mises au point afin
de détecter des adduits de ’ADN de 'ypérite. Cette technique est trés spécifique et sensible.
L'une d’entre elles permet de détecter le mono-adduit a la guanine de I’ADN issue soit du

sang soit de la peau [123]. Cependant, I'ensemble du processus analytique dure environ 36h

[124].

Maintenant, les deux techniques majoritairement utilisées sont, pour l’analyse des
biomarqueurs de 'ypérite : la chromatographie gazeuse (GC) et la chromatographie liquide
(LC). La GC est presque seulement utilisée dans le cas des produits de dégradation [131, 161,
162]. La tres grande majorité des méthodes utilisent la LC que se soit pour les adduits a ' ADN
[30] ; les dérivés des P-lyases et des conjugués au glutathion [75, 110, 111] ; des adduits aux
protéines ; les produits de dégradation [157].
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La chromatographie liquide, technique d’analyse séparative permet de séparer des
mélanges complexes par distribution de composés entre deux phases non miscibles : la phase
stationnaire et la phase mobile. La chromatographie liquide est désormais une technique

devenue presque incontournable des laboratoires d’analyses.

421.1. Quelques principes théoriques
Les principes de la séparation des composés sur une colonne sont :

* les analytes se répartissent entre les deux phases jusqu’a I'établissement d’un équilibre.

Cette partition dépend des propriétés de chaque analyte vis-a-vis des phases considérées.

* le renouvellement continu de la phase mobile, remet en cause I'équilibre et entraine, par

une succession d’autres équilibres, les analytes tout au long de la phase stationnaire.

* la séparation des différents analytes tient au fait que chaque molécule migre avec une

vitesse qui lui est propre.

On obtient un tracé que 1'on appelle chromatogramme ou I'élution des composés du
mélange correspond a une série de pics qui est utilisé en analyse qualitative (temps de

rétention) et en analyse quantitative (aire des pics).

Lorsque 'on assimile une colonne de longueur L a une succession de N plateaux
théoriques identiques, il est possible d’attribuer a tout plateau une dimension qui est une
fraction de cette longueur. Cette longueur H est appelée Hauteur Equivalente a un Plateau
Théorique ou HEPT (Equation 4). 1l est également classique de rendre compte de I'efficacité
d’une colonne en indiquant le nombre de plateaux N. Plus HEPT est petite, meilleure est

I'efficacité de la séparation.

HEPT = L
N

Equation 4 : Relation entre HEPT et la longueur de la colonne et son nombre de plateaux

théoriques. HEPT s’exprime généralement en mm.
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La théorie cinétique de Giddings lie le nombre de plateaux d'une colonne ou plus
exactement la HEPT (Hauteur Equivalente a un Plateau Théorique) a la vitesse d’écoulement
de la phase mobile et a différents facteurs dépendant [175]. Cette théorie cinétique est

représentée par I'équation de Van Deemter :

B
HEPT=A+E+Cu

Equation 5 : Equation de Van Deemter. A exprime la diffusion turbulente due a 'écoulement
irrégulier de la phase mobile a travers la phase stationnaire. B/u rend compte de l'influence de la
diffusion longitudinale, i.e. dans le sens d’écoulement de la phase mobile. C représente les inégalités de
passage des molécules d’une phase a l'autre, il est encore appelé facteur de résistance aux transferts de

masse. u est la vitesse linéaire de la phase mobile.

4.21.2. L'UHPLC

La tendance actuelle se dirige vers des systemes UHPLC. Dans le contexte des
biomarqueurs a I'ypérite, les derniéres méthodes développées avec ' HPLC remontent a 2016.
Depuis, dans I’ensemble des méthodes, 'UHPLC est utilisée pour les biomarqueurs a 1'ypérite.
L’utilisation de I'UHPLC permet notamment de réduire fortement la largeur des pics
chromatographiques, et de diminuer les temps nécessaires a la séparation en gardant une
bonne résolution. Une petite granulométrie au sein de la colonne permet des plateaux
théoriques de hauteur inférieure donc une meilleure efficacité de séparation que dans les
colonnes HPLC classiques. De plus, l'effet de 'augmentation du débit sur I'efficacité de
séparation est moindre (Figure 28). L'utilisation de hauts débits avec 'UHPLC permet de
limiter l'effet de dispersion qui peut étre observé avec un systéme HPLC (terme B/u de
Equation 5) et de réduire le temps d’analyse. Cependant, les colonnes UHPLC reposent sur
des diametres de particules relativement faibles (inférieur ou égale a 2 pm) qui géneérent une
pression relativement élevée qui demande des instruments adaptés. Il sera alors important de
maintenir la colonne a haute température (entre 30 et 50°C par exemple) pour limiter la
pression et assurer des temps de rétention reproductibles d'une analyse a l'autre. Il est
également important de s’assurer que 1'échantillon injecté ne comporte pas de particules pour

préserver les colonnes.
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Figure 28 : Courbe de Van Deemter pour différentes granulométries de colonne. Plus celle-ci est
faible, plus il est possible de travailler avec un débit élevé sans trop augmenter la hauteur de plateau

théorique.

422. Couplage LC-MS

Le couplage de la LC avec la spectrométrie de masse (MS) est un outil intéressant car les
composés peuvent étre directement identifiés et quantifiés de fagon sélective et spécifique,
méme dans le cas d'une préparation de 1'échantillon simplifiée. Méme si d’autres couplages
(GC-MS, GC-IR...) sont présents dans les laboratoires, le couplage LC-MS s'impose comme un
outil essentiel et incontournable dans de nombreux domaines (environnement, pharmacie,
médecine, dépistages, protéomique). En effet, ce couplage offre de nombreuses applications

comme par exemple :
* Quantification d’ultra traces en utilisant la sélectivité et la sensibilité de I’outil

* Identification et suivi de métabolites ou produits de dégradation dans des matrices

complexes

* Caractérisation de la structure primaire de peptides ou protéines
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4.3. Détection par spectrométrie de masse

4.3.1. Principe général

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet I'identification et la
quantification de composés. Elle est basée sur la transformation des molécules en ions, a I'état
gazeux, pour connaitre leur masse moléculaire en mesurant leur rapport masse sur nombre de
charges, noté m/z (m : masse du composé ; z : charge associée a son ion moléculaire). La
spectrométrie de masse repose sur 3 étapes essentielles : I'ionisation, ’analyse (séparation des

ions) et la détection (Figure 29). L’appareil est donc composé de 3 parties principales :

e La source d’ion ou les ions sont produits en phase gazeuse a partir des états

solides, liquides ou gazeux.

e L’analyseur ot sont séparés les composés chargés, générés lors de l'ionisation, en

fonction de leur rapport m/z.

e Le détecteur ou le faisceau d’ions ayant traversé I'analyseur de masse doit étre
détecté et transformé en un signal utilisable. C’est pourquoi le signal de chacun
des composés y est intégré et amplifié, 1'intensité mesurée, afin d’obtenir un

spectre de masse apres traitement du signal.

Electrospray FT-ICR
MALDI Orbitrap
Impact électronique Piege ionique Détecteur destructif
APPI Triple quadripole Détecteur FT
FAB-MS ToF
Ionisation chimique Secteur magnétique

Figure 29 Parties composant un spectromeétre de masse et les différentes technologies utilisées

98



4.3.2. Les sources électrospray (ESI)

La source d’ionisation, premier élément constitutif d’un spectrometre de masse, permet
d’ioniser les substances a analyser. Il en existe aujourd’hui une grande variété. Une des
caractéristiques les plus importantes de ces différents types de sources est 1'énergie interne
transférée lors du processus d’ionisation. Elle peut étre trés élevée et occasionner une forte
fragmentation de la molécule ionisée, ou étre plus faible et produire majoritairement des ions
moléculaires. Une autre caractéristique importante des sources d’ionisation est la nature
physico-chimique de 'analyte qu’elles peuvent ioniser. Pour les composés non volatils et
thermolabiles, les ions doivent étre directement extraits de la phase condensée a la phase
gazeuse. Dans le cas des sources d’ions en phase liquide, couramment utilisées lors de
couplage avec la chromatographie liquide, la solution contenant I’analyte est introduite dans
le spectromeétre de masse grace a sa nébulisation, sous forme de gouttelettes. Plusieurs
systémes de pompage permettent de maintenir un vide adéquat dans le spectrometre. La
source dite électrospray (ESI) permet de réaliser simultanément une telle ionisation et la
désolvatation des analytes (Figure 30). Cette source est adéquate pour les différents types de
biomarqueurs de I'ypérite : les adduits al’ADN [113, 116], les dérivés des B-lyases et conjugués
du glutathion [75, 110, 166], les produits de dégradations [166].

Injecteur d'HPLC

Capillaire

Nébuliseur

Solvant &
nébuliser

Gaz de séchage chauffé

Figure 30 : Fonctionnement d'une source électrospray.
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L’échantillon liquide est introduit dans la source ESI par un capillaire tres fin (aiguille
d’introduction) soumis a une différence de potentiel élevée (positif ou négatif selon le mode
d’ionisation). La combinaison de ce champ électrique et d'un courant de diazote N> forme un
nébulisat caractérisé par la présence de gouttelettes chargées (positivement ou négativement).
Leur accumulation a I'extrémité de l'aiguille forme un cone allongé nommé cone de Taylor
(Figure 31). La solution se disperse ensuite en générant de fines gouttelettes pour former un
spray. Le flux d’azote chauffé permet d’évaporer le solvant et in fine produire les ions. Ces
derniers sont refocalisés au moyen de barres multipolaires afin de les transférer de la source

vers I'analyseur.

oxydation réduction
(capillaire métallique) (contre-électrode)
cOne de Taylor =

alimentation
haute tension

Figure 31 : Représentation schématique d'une source électrospray en mode positif. 1: La

production des gouttelettes ; 2 : La fission des gouttelettes ; 3 : L'émission des ions en phase gazeuse.

L’inconvénient majeur de la source électrospray réside dans les phénomenes d’effets de
matrice, c’est-a-dire une modulation du rendement d’ionisation d’une molécule par les autres
composants du mélange [176]. L’effet de matrice peut conduire a une quantification erronée
en sous estimant ou en surestimant les concentrations réellement présentes dans I’échantillon.

Il peut également mener a I'identification de faux positifs.
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4.3.3. Analyseur: Triple quadripole

Apres avoir introduit les ions dans le spectrometre, ceux-ci sont séparés en fonction de
leur rapport masse sur charge. Tout comme il existe une grande variété de sources, il existe de

nombreux analyseurs.

Figure 32 Schéma du triple quadripdle (Q1, Q2, Q3) du spectrométre de masse 6500+ QTrap de Sciex.

Le triple quadripole est I’analyseur le plus couramment utilisé pour 1’analyse ciblée de
molécules de faible masse moléculaire (< 1000 Da). Pour atteindre une forte sensibilité et une
grande spécificité, I’approche favorisée est une utilisation en mode tandem, c'est-a-dire un
analyseur contenant trois quadripoles. Un triple quadripole résulte de I’association en série de
deux analyseurs quadripolaires (Q1 et Q3), séparés par une cellule de collision qui est en fait
un quadripdle incurvé (Q2). Un quadripdle est constitué de quatre électrodes hyperboliques
métalliques et paralléles. Elles sont raccordées électriquement deux a deux et soumises a un
potentiel composé d’'une tension continue U et d'une tension alternative V. Les deux tensions
sont a l'origine de la formation du champ quadripolaire entre les deux électrodes de méme
potentiel. Ainsi, les ions formés dans la source sont accélérés et focalisés avant leur entrée dans
'analyseur, puis subissent I'effet du champ quadripolaire. Dans ce quadripdle, suivant les
valeurs de tension du champ, seuls les ions ayant des trajectoires stables sont isolés ; les autres,
instables, terminont leur course dans les barres hyperboliques, se déchargent et sont entrainés
par un systeme de pompage qui les élimine. La stabilité de la trajectoire d'un ion est
dépendante de sa masse et de sa charge. Il est alors possible de séparer les ions d"un mélange
complexe en fonction de leur rapport m/z puisqu’il est possible de balayer toute une gamme

de masse en variant les tensions.

Travailler avec un spectrometre de masse en tandem de type triple quadripole permet de

travailler soit en MS simple, soit en mode MS/MS. Dans le cas d'une analyse en MS simple,
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deux modes d’analyses sont possibles : le mode balayage (full scan) ou tous les ions formés
sont observés et le mode d’acquisition d'un rapport m/z donné (SIM, Simple Ion Monitoring)

ou certains ions formés sont sélectionnés.

A Topposé, dans la configuration en tandem, les quadripoles (Q1 et Q3) sont « actifs » et
la cellule de collision est remplie de gaz inerte afin de fragmenter les ions sélectionnés par le
premier quadripole. Le premier et le troisieme quadripdle fonctionnent comme des filtres de
masse qui laissent passer selon le mode utilisé tous les ions ou certains ions choisis. On
distingue alors le mode balayage des ions fragments (« Product Ion Scan »), le mode balayage
des ions précurseurs (« Precusor Ion Scan »), le mode perte de neutre (« Neutral Loss »), et le

mode de balayage de plusieurs transitions (« MRM, Multiple Reaction Monitoring »).

Le mode d’acquisition sélectionné dans le cadre de ces travaux est le mode MRM car il

s’agit du mode de choix pour la quantification pour deux raisons :

e La sélectivité : ce mode assure une double sélectivité puisque nous sélectionnons a la
fois I'ion parent (premier quadripdle) et les ions fils (fragments), voir Figure 33. Le
passage de l'ion parent a l'ion fils est appelé transition MRM. Ce mode permet de

suivre précisément et simultanément les transitions MRM de plusieurs ions parents.

e La seconde raison qui rend 1'utilisation du mode MRM intéressante est la meilleure

sensibilité par rapport aux autres modes de fonctionnement.

Cellule de
Source . .
collision

Ions Sélection m/z Fragmentation Sélection m/z des
fragments

Figure 33 Principe de fonctionnement d’un analyseur triple quadripole utilisé en monde MRM.
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4.4. Les méthodes par dilution isotopiques

44.1. Etalonnage interne

Sur une gamme de concentration choisie, il est possible que la réponse du détecteur ne
soit pas proportionnelle a la quantité d’analyte. Cela peut étre le cas lorsque le détecteur est

un spectrometre de masse.

La perte d’analytes et les effets de matrice lors del’analyses sont les inconvénients majeurs
de la SPE, que ce soit dans sa version classique ou en ligne. Comme pour les méthodes de LC-
MS par dilution isotopique, 'ajout d’étalons internes marqués par des isotopes stables est une

stratégie efficace pour limiter ces effets.

L’étalon interne (EI) doit avoir les propriétés suivantes : ne pas étre initialement présent
dans 1'échantillon, étre analytiquement différentiable des analytes, avoir des propriétés

physico-chimiques proches de I'analyte.

L’étalonnage interne repose sur 1'ajout dans I'échantillon d’une molécule unique en
quantité parfaitement connue qui joue le role de référence. Cette molécule est communément
appelé étalon interne ou standard interne. Il est ajouté a I'échantillon avant le début de I'étape
de préparation de I'échantillon afin de s’affranchir des pertes liées a cette étape. Pour réaliser
un étalonnage en utilisant des étalons internes, il est nécessaire de les ajouter a tous les
échantillons ainsi qu’aux points de gamme. Ainsi, la quantification se fait de facon relative par
rapport a l’étalon interne et non de facon absolue a partir d'une droite d’étalonnage de

l'analyte (Equation 6).

Aire de l'analyte
Aire du EI

Concentration de l'analyte = Concentration de EI X

Equation 6 : Principe du calcul de la concentration d'un analyte en utilisant un étalon interne (EI).

44.2. Utilisation d’étalons internes marqués

Une stratégie répandue utilisable avec la spectrométrie de masse pour s’assurer de la
qualité d'une analyse est d’utiliser des étalons marqués comme étalons internes. Ces
standards, communément marqués a l'aide d'isotopes lourds comme le carbone 13 et I'azote

15, ont le méme comportement et les mémes affinités au niveau du systeme
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chromatographique et du spectrometre de masse (a 1’exclusion de leur rapport m/z) que leurs
équivalents naturels. Ils permettront alors de corriger 1'effet matrice ainsi que les variations
du spectromeétre de masse, engendrées essentiellement par son encrassement. Lorsqu’un ion
précurseur est fragmente, il donne en proportion le méme ratio entre les différents ions
fragments. C’est-a-dire que si une transition MRM est 2 fois plus intense qu’une autre
transition MRM issue du méme ion précurseur, alors ce ratio sera conservé quel que soit la
concentration initiale du biomarqueur dans I"échantillon. Ainsi, en calculant les ratios entre
différentes transitions issues du biomarqueur lourd, il est possible de les comparer a ceux
obtenus pour I'équivalent léger. Si les ratios sont conservés, le risque que les transitions
utilisées soient interférées est minimal. Le principal avantage de cette méthode est de pouvoir

calculer facilement la concentration des analytes dans I'échantillon de départ.

4.5. Validation de méthode

45.1.  Criteres d’identification des composés

L’identification des composés lors d'une analyse par LC-MS/MS en mode MRM doit étre
assurée selon différents criteres. Les normes européennes recommandent 1"utilisation d'un
minimum de trois points d’identification [177]. Nous avons donc fait le choix dans le cadre de

ces travaux de these d’identifier chaque composé par :
e Leur temps de rétention (Tr)

e Deux transitions MRM (T1 et T2) : La transition MRM T1 est associée a la transition ion
parent et ion fils la plus intense, elle est alors utilisée pour la quantification du composé
dans I’échantillon. La transition MRM T2 est associée a la transition ion parent et ion
fils la deuxieme plus intense, elle est employée pour confirmer l'identification du
composé dans l'échantillon. Le nombre d’ions d’identification peut méme étre

supérieur a 2.

e Le rapport des aires des deux transitions (T1/T2) : la tolérance sur ce rapport est
fonction de l'intensité relative du pic chromatographique détecté dans I'échantillon.
Ainsi, la gamme de tolérance entre le rapport mesuré dans I’échantillon et celui mesuré

dans le standard analytique du composé peut étre comprise entre 20 et 50 %.
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Ces trois criteres permettent de s’assurer de la sélectivité de la méthode, définie comme la
capacité a identifier sans ambiguité et a quantifier un composé d’intérét dans un mélange
complexe sans interférence de la part des composés présents dans la matrice, des impuretés
ou encore des produits de dégradation, la méthode ainsi validée pourra donc étre qualifiée de

spécifique.

45.2.  Criteres de validation analytique

Apres avoir correctement identifié les analytes, il faut s’assurer que la méthode permet de
les quantifier de facon fiable i.e. concentration la plus proche de la concentration réelle,
concentration identique lors d’analyses répétées d'un méme échantillon. Pour cela, des criteres
ont été définis pour valider une méthode analytique. La référence en bioanalyse est un

document de la FDA (Food and Drug Administration) [178].

Il est d’abord nécessaire de construire une droite de calibration dans la matrice d’intérét,
celle des échantillons réels. La modélisation mathématique de la droite doit étre la plus simple
possible en privilégient la régression linéaire. La droite doit comporter entre 6 a 8 points en

prenant en compte la LOQ.

Ensuite, il est important de vérifier I'exactitude des analyses. La concentration en analyte
trouvée doit étre la plus proche de la concentration réelle dans I’échantillon. Ce parametre est
évalué en utilisant un échantillon dont la concentration réelle en analyte est connue. La
concentration déterminée est comparée a la concentration réelle. Cette comparaison doit étre
faite pour la totalité des points de gamme de la droite de calibration, en réalisant 5
déterminations par point. L’écart maximum accepté est 15% pour I'ensemble des points de la

gamme et de 20% pour la LOQ.

L’ensemble de cet état de I'art a permis de faire un point sur les connaissances que nous
avons sur l'ypérite tout spécialement ses propriétés chimiques, ses mécanismes d’action
biologiques, ses biomarqueurs déja étudiés. Cependant, les conjugués issus de la voie de
l’acide mercapturique n’ont pas été explorés malgré leurs utilisations dans d’autres domaines.
Leur étude a été faite grace a des expériences biologiques et aux outils analytiques expliqués

précédemment. Les résultats sont présentés dans la partie suivante : Réalisations.
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Réalisations
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1. Développement et validation d'une méthode de
quantification des biomarqueurs du CEES dans les
milieux de culture

1.1. Choix des biomarqueurs

L'ypérite absorbée dans I'organisme se dégrade ou se lie a de nombreuses biomolécules
endogenes. Les produits obtenus peuvent servir de biomarqueurs d’exposition. Parmi la

multitude des adduits et des conjugués formés, 4 métabolites ont été choisis pour ce travail.

L'ypérite alkyle facilement I’ADN pour donner différents adduits. Le plus abondant est
I’adduit a la position N7 de la guanine pour donner le N7-hydroxyéthylthioéthyl-guanine. Cet
adduit est nommé dans ces travaux de these N7Gua-Yp, dans la littéraure il est souvent
nommé ETE-N7Gua. Par analogie, dans le cadre de la recherche de biomarqueurs au CEES,
I'adduit N7-éthylthioéthyl-guanine, nommé dans ces travaux N7Gua-CEES, a été sélectionné.
Son nom dans la littérature est souvent HETE-N7Gua. Certes, les adduits a I’ADN ont déja été
tres souvent étudiés mais généralement apres extraction de I’ADN nucléaire. La quantification
de ces adduits de tissus ou d’organes est intéressante pour l'étude de la formation des
dommages a I’ADN de l'ypérite et pour la compréhension de la toxicité de cet agent.
Cependant, ce n’est pas une méthode viable comme moyen de détection pouvant servir de
diagnostic ou il faut privilégier les matrices facilement accessibles. Son analyse dans les
biofluides a été finalement peu réalisée. Cet adduit est connu pour étre détectable pendant au
moins deux semaines, ce qui en fait potentiellement un bon biomarqueur. De plus, son analyse
dans ’ADN dans le cas d’étude en toxicité, montre sa capacité a étre facilement analysé par

LC-MS/MS [46].

Trois autres métabolites ont été choisis, issus de la voie de métabolisation dite de I'acide
mercapturique autres que ceux de la voie des PB-lyases qui ont été déja explorés. Elle s"inscrit
dans le devenir physiologique du produit d’addition de I'ypérite sur le glutathion. L’efficacité
de ce processus est démontrée par des études montrant I'impact sur le stress oxydant de la
déplétion du glutathion par l'ypérite. Pour autant, bien que la formation du conjugué
glutathion-ypérite (GSH-Yp) soit connue pour étre rapide dans I’organisme, aucune méthode

analytique n’a été développée pour le quantifier dans les fluides biologiques apres exposition.
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Apres la conjugaison de I'ypérite sur le glutathion s’en suit une cascade de réactions de
métabolisation afin d’éliminer 1'ypérite par les urines. Parmi les différents produits formés
dans ce processus de détoxification se trouvent les conjugués cystéine-ypérite (Cys-Yp) et N-
acétyle-cystéine-ypérite (NAC-Yp). Ce dernier est aussi nommé dérivé de l'acide
mercapturique de l'ypérite. Les conjugués a 1'acide mercapturique spécifiques a d’autres
composés exogenes ont déja été étudiés comme potentiel marqueur d’exposition. IIs ont
I'avantage de se trouver dans les urines et d’étre normalement persistants puisqu’ils ne
subissent plus de réactions métaboliques. Dans mon travail, ces métabolites ont été recherchés

dans le cas du CEES. Les trois marqueurs issus de la voie des acides mercapturiques étudiés

sont donc GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES (Figure 34).

Les métabolites du CEES choisis peuvent théoriquement étre formés car une seule liaison
covalente est créée entre I'ypérite et la biomolécule. Le CEES a une réactivité tres proche de
celle de I'ypérite. La différence majeure est son incapacité a former des bi-adduits ou des bi-
conjugués. Comme le CEES est chimiquement trés proche de I'ypérite, il est lui aussi fortement
toxique. En effet d’aprés sa fiche de sécurité, le CEES est toxique en cas d’ingestion, par contact
cutané et par inhalation. Il provoque des brtlures de la peau et des lésions oculaires graves.
C’est une substance CMR puisqu’il peut provoquer le cancer. Son emploi nécessite une grande
attention, de préférence il est manipulé dilué sous sorbonne avec toutes les protections
individuelles. Les déchets contaminés sont emballés avant dépot dans les poubelles de déchets

chimiques.
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N7Guanine-CEES (N7Gua-CEES) Glutathion-CEES (GSH- CEES)
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_/

Cystéine-CEES (Cys-CEES) N-Acétylcystéine-CEES (NAC-CEES)

Figure 34 : Formule topologique des biomarqueurs du CEES choisis.
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1.2. Préparation de solutions calibrées de standards

Ces composés chimiques ne sont pas disponibles dans le commerce, ils ont donc été
synthétisés. Ces syntheses ont été faites en une seule étape par réaction directe du CEES sur
les biomolécules d’intéréts. Dans une solution de 5 mL de tampon de phosphate (10 mM,
pH=7) a été dissout soit 10,8 mg de cystéine, soit 10,9 mg de NAC, soit 10 mg de dGuo soit
10,4 mg de GSH. Du CEES (5 pL, 2,9 mM) a été ajouté dans chaque tube. La réaction a duré
toute la nuit a température ambiante avec une agitation magnétique. Plusieurs étapes de
lavages ont été effectuées par extraction avec du dichlorométhane pour éliminer toutes traces
de CEES. Il a fallu dépuriner le produit de la réaction entre le dGuo et le CEES par hydrolyse
thermique (90°C pendant 20 min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé N7Gua-
CEES en utilisant la méthode de Batal et al. [179]. Les standards ont été purifiés par un systeme
HPLC-UV (détails du systeme et du gradient dans la partie Conditions Expérimentales p.236).
Ce systeme de purification est adéquat pour les faibles quantités de produits obtenues. De
plus, ce sont des molécules qui absorbent en UV (A= 220 nm pour GSH-CEES, Cys-CEES et
NAC-CEES ; A= 260 nm pour N7Gua-CEES), ce qui a permis de les collecter en sortie de
colonne par identification de pics sur les chromatogrammes. Lors de la purification, des
fractions de 2 mL ont été collectées dans des tubes a essai. Pour savoir si le produit était présent
dans la collection, 20 uL de chaque tube ont été analysés par UHPLC-MS/MS. La détection
par masse en mode MS2 est plus spécifique que I'UV et a permis d’identifier clairement les
fractions ot le produit attendu était présent. Les fractions d’intérét, ont été regroupées et
purifiées par HPLC-UV une seconde fois pour obtenir une solution plus pure. Les solutions

finales ont été lyophilisées puis mise en solution dans de I'eau MilliQ.

L’étape suivante a été de vérifier la structure moléculaire des produits isolés et d’évaluer
leur pureté. Pour cela, une analyse RMN du proton de chaque standard a été faite (Tableau 8).
L’étude des spectres RMN ont pu confirmer les structures des standards synthétisés. La pureté
a été estimée en faisant le ratio entre la somme des intégrations des impuretés sur la somme
des intégrations de tous les pics du spectres (impuretés et standards). Ainsi, le standard de
Cys-CEES est pur a 96%, le standard de NAC-CEES est pur a 83% et le GSH-CEES est pur a
32%. Pour vérifier que les impuretés de la solution de GSH-CEES n’influencent pas la détection
et la quantification du standard, un analyse MSI1 entre 200 et 450 m/z a été faite. L'ion
moléculaire du GSH-CEES (396 m/ z) a bien été observé ainsi que d’autres ions moléculaires a
261, 371, 245 et 415 m/z. D’aprés l'intensité des pics, GSH-CEES est largement le composé

majoritaire dans la solution. De plus, les impuretés ayant des masses différentes de celles de
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GSH-CEES, elles ne peuvent pas perturber la détection avec le mode MRM. En effet, en mode
MS2 de l'ion pseudo-moléculaire, seul GSH-CEES a été détecté. L’analyse RMN du standard
N7Gua-CEES n’a pas donné de résultat car la quantité était trop faible, le spectre RMN n’était
pas interprétable. Par contre, la solution a été analysée en spectrophotométrie UV. Le spectre

obtenu est caractéristique de celui des adduits a la guanine en position N7.

La caractérisation des solutions de standards a permis de valider les structures et d"avoir
une estimation de leur pureté. Ces synthéses, nous ont donc permis d’avoir les standards

recherchés : GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES. 1l est ensuite nécessaire de

connaitre leur concentration pour avoir des analyses quantitatives.

Afin d’avoir une méthode quantitative, il est nécessaire de connaitre la concentration
exacte des standards. Ils ont été calibrés par UHPLC couplée a un détecteur UV a barrettes de
diodes. Comme références pour calibrer mes solutions, pour faire la gamme d’étalonnage, des
solutions de standards calibrées précédemment synthétisés au laboratoire ont été utilisées. Le
choix de la gamme d’étalonnage pour les calibrations a été faite en sorte de pouvoir la
modéliser par une régression linéaire. Les concentrations des solutions meéres des standards
GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES sont 0,611 mM, 41,341 mM, 1,180 mM et

0,006 mM respectivement.
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1 S ! 6
Cys-CEES NN oH
2
NH,

Déplacement (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
1,17 3H t 7,4 1
2,56 2H q 7,4 2
2,79 44 t 3,1 3&4
3,05 2H m / 5
3,87 1H dd 44/7,3 6

HO
! 6
I NN TN o
NAC-CEES ? A o
7

Déplacement (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
1,17 3H t 7,4 1
2,00 3H s / 7
2,55 2H q 7,2 2
2,76 4H m / 3&4

3,02 & 2,87 2H m / 5
4,36 1H dd 46/8 6
2
K\Sx/\\
1
S
GSH-CEES 'l y ‘|3|
H
O’//,c 10 \ p N\/C\OH
NH, o}

Déplacement (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
1,17 3H m / 1
2,11 2H m / 9
2,55 44 m / 2&8
2,76 4H m / 3&4
2,85 1H dd 9/14 5
3,05 1H dd 5/14 5
3,7 2H m / 7
4,01 1H m / 10
4,53 1H dd 46/9,1 6

Tableau 8 : Analyse des spectres RMN du proton de Cys-CEES, NAC-CEES et GSH-CEES.
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1.3. Amélioration de la justesse des analyses par dilution isotopique

Etant donné que les matrices a analyser dans ces travaux sont des matrices biologiques, il
a été nécessaire d’optimiser les protocoles pour améliorer la justesse des analyses. En effet, les
matrices biologiques sont complexes. Les plus courantes sont le plasma et les urines qui
contiennent une multitude de composés. Pour valider biologiquement les biomarqueurs
choisis, des expériences in vitro ont été réalisées ot la matrice a analyser sont des milieux de
culture. IIs contiennent eux aussi des concentrations importantes de sels et diverses petites
molécules organiques. D’une part le plasma contient de nombreuses protéines, d’autre part
"urine est riche en sel, avec des variations de pH inter-individus. Tous ces parametres peuvent
influer sur les effets de matrices, les interférences, ou la rétention sur les colonnes. L’étude des
effets matrices des biomarqueurs dans du milieu de culture a été faite. Il n'y a pas d’effets
matrices pour GSH-CEES et pour N7Gua-CEES. Les effets sont + 430 % pour Cys-CEES, - 30%
pour NAC-CEES. Ils ne sont donc pas négligeables pour les biomarqueurs NAC-CEES et Cys-
CEES. Par ailleurs, la sensibilité de la détection par spectrométrie de masse peut présenter des
fluctuations lors de longues séries d’analyses. Pour pallier ces sources d’erreurs, des méthodes
incluant la dilution isotopique ont été utilisées de facon systématique lors de ces travaux de

these.

Les mémes molécules que les standards synthétisés marquées par des isotopes stables
sont un bon choix d’étalons internes (Figure 35). La masse des molécules marquées est
différentes des standards. Cette différence est de 3 a 5 g/mol. Elle est suffisante pour
différentier les standards des étalons internes lors de la détection par la spectrométrie de

masse.

Nous avons donc synthétisé des étalons internes, qui ont été systématiquement ajoutés
aux matrices avant les étapes de préparations des échantillons et aux standards d’étalonnage.
Les syntheses sont similaires a celles utilisées pour les standards. Des solutions de 10 mM de
chaque biomolécule marquée par des isotopes stables (13C et/ ou 15N) ont été préparées (Cys
*, NAC*, GSH* et dGuo*) dans du PBS a 1/10. La cystéine marquée contient trois 13C et un 15N,
pour la NAC* trois 13C et un N, pour le GSH* deux 3C et un 5N et pour la dGuo* cinq 15N.
Le CEES (20 pL) a été ajouté aux solutions de Cys*, de GSH*, de dGuo* et de NAC* a 10 mM.
La réaction a duré toute la nuit a température ambiante avec une agitation magnétique.
Plusieurs étapes de lavages ont été effectuées avec du dichlorométhane pour éliminer toutes

traces de CEES. Il a fallu dépuriner le produit de la réaction entre la dGuo* et le CEES par
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hydrolyse thermique (90°C pendant 20 min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé
N7Gua*-CEES [179]. Les composés ont été purifiés par SPE. Le protocole de la SPE utilisé se
base sur celui développé pour la purification des matrices (voir p.238 ). La purification par SPE
est moins efficace que celle par HPLC-UV mais plus rapide. La pureté des SI est jugée moins
critique que celle des standards. En effet, ils ne sont rajoutés qu’en quantité tres faible dans les
échantillons et leurs solutions peuvent étre calibrées tres précisément par comparaison avec la
molécule non-marquée. L'élution a été faite par ajout de 1 mL solution d’eau contenant des
proportions croissantes de méthanol. Des fractions de 20 pL de chaque fraction ont été
analysées par UHPLC-MS/MS. Les fractions d’intérét ont été regroupées. Les solutions finales
ont été lyophilisées puis remises en solution dans de I'’eau MilliQ. Les étalons internes purifiés
ont été calibrés par UHPLC-MS/MS a partir des standards du CEES calibrés. Les
concentrations des solutions méres d’étalons internes GSH*-CEES, Cys*-CEES, NAC*-CEES et
N7Gua*-CEES sont respectivement de 0,287 mM, 1,209 mM, 0,156 mM et 0,240 mM.

Désormais, nous avons des solutions de standards calibrées ainsi que des étalons internes.
Elles vont étre utiles au développement de la préparation d’échantillon pour évaluer les

rendements des différentes étapes avant injection en UHPLC-MS/MS.
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Figure 35 : Formule topologique des étalons internes des biomarqueurs du CEES, I'astérisque désigne

les isotopes stables 13C et 1N.
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1.4. Purification et concentration des biomarqueurs par SPE

L’ensemble de la préparation d’échantillon défini dans cette méthode se compose d’une
étape de purification par SPE, d'une étape d’évaporation de 1'éluat, d'une étape de
reconstitution avant le transfert de 1'échantillon dans les vials de chromatographie liquide.

L’ensemble de ces étapes est représentée sur la Figure 39.

En utilisant les standards synthétisés, un protocole d’extraction sur phase solide a été
développé. Il permet a la fois de purifier et de concentrer les analytes. Cette technique est
couramment utilisée pour les matrices biologiques et des protocoles ont déja été mis en place
dans le domaine des toxiques de guerres. N'ayant aucun protocole d’établi au laboratoire,
nous nous sommes basés sur le développement fait par Zhang et al. [123]. Leur méthode a été
faite pour purifier des adduits a’ADN de I'ypérite présents dans les urines. Pour les premiers
essais, des cartouches SPE C18 de 500mg ont été utilisées. La premiére étape a consisté a suivre
un profil d’élution. Apres dépot des standards dans de I’eau, des solvants d’élutions ayant un
pourcentage de méthanol croissant sont percolés (Figure 36). Cette technique permet avec une
seule cartouche de déterminer la composition a la fois du solvant de lavage (point A sur la
Figure 36) et le solvant d’élution (point B sur la Figure 36). En effet, apres le point A, des
produits commencent a se décrocher de la colonne, ce qui engendrait des pertes de rendement
de la SPE si le pourcentage de méthanol était dans cette zone. A partir du point B, I'ensemble

du produit a été élué.
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Figure 36 : Profil d'élution théorique en SPE qui montre la quantité de produit éluée en fonction du
pourcentage de solvant organique. A composition du solvant idéal pour le lavage / B composition du

solvant idéal pour I'élution.
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Plusieurs types de cartouches ayant le méme mécanisme de rétention, de type phase
inverse, ont été utilisées. La cartouche C18 de 500 mg (HyperSep C18) et deux cartouches
polymériques composées d'un copolymere sphérique hydrophobe de polystyréne-
divinylbenzene de 100 et de 200 mg (phase Chromabond® HR-X) ont été comparées. Cest la
cartouche polymérique de 100 mg qui permet d’avoir les meilleurs rendements et le moins de
variabilité entre échantillons. Nous avons observé que la présence d’acide formique dans les
solutions améliore la rétention des analytes sur le sorbant (Figure 38). Cependant, nous avons
observé que la présence de cet acide pendant 1'étape d’évaporation dégrade une partie des
analytes GSH-CEES (perte en moyenne de 44%) et Cys-CEES (perte en moyenne de 29%).

Ainsi, cet acide tamponne les solutions de lavage et non la solution d’élution.

mC18
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M HR-X 100
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Figure 37 : Rendement de la SPE en fonction des standards et en fonction de la cartouche.
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Figure 38 : Rendement de la SPE en fonction des standards et en fonction de la présence d'acide
formique (AF) dans le solvant d'élution contenant du MeOH. Les résultats de Cys-CEES ne sont pas
montrés a cause d'un effet matrice important qui fausse le rendement car les SI n’avaient pas encore été

synthétisés.

L’étape d’évaporation de I'échantillon pour le concentrer est faite au concentrateur sous
vide (Speed-Vac), ce qui est chronophage d’autant plus si 1'échantillon contient de 1'eau. Les
premiers essais d’évaporation ont été fait par lyophilisation mais cette technique a engendré
des pertes importantes en analytes (perte en moyenne de 51%, 66%, 57% et 47% pour GSH-
CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES respectivement). Pour réduite le temps
d’évaporation au concentrateur sous vide, I'idée est de n"utiliser que du solvant organique lors
del’élution au risque de décrocher plus d'impuretés. Le solvant d’élution choisi n’est composé

que de méthanol.
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Figure 39 : Processus de préparation de I'échantillon de sa collecte a sa mise dans les vials pour I'analyse

en UHPLC-MS/MS.

L’extraction sur phase solide dans sa versoin optimisée est donc réalisée sur les colonnes
Chromabond® HR-X de 45 pm de 100 mg a I’aide d’'un systeme manifold a vide. Tout d"abord,
les colonnes sont conditionnées avec 1 mL de méthanol contenant 0,1% d’acide formique suivi
d’1 mL d’eau acidifiée par 0,1% d’acide formique. Le milieu de culture (500 pL), ou un fluide
biologique, a purifier, est d’abord dopé par ajout de étalons internes (10 pL, 0,2 uM) puis
chargé sur la colonne. L’échantillon est lavé par 1 mL d’eau acidifiée suivi d"une solution de
5% de méthanol contenant 0,1% d’acide formique. La colonne est séchée pendant 10 min par
aspiration sous vide. La derniere étape, I'élution, est faite par écoulement de 1 mL de méthanol
tamponné par du formiate d’ammonium. Cette solution a été préparée en ajoutant 200 pL de
formiate d’ammonium en solution aqueuse a 10 M dans 200 mL de méthanol. L’éluat est
collecté dans des tube a hémolyse puis séché au Speed Vac a 35°C. Les échantillons sont

reconstitués dans 200 pL d’eau et conservés a -20°C jusqu’a leur analyse par UHPLC-MS/MS.
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Figure 40 : Rendement de la SPE avec une cartouche polymérique HR-X de 100mg en fonction de la
quantité de standard déposé. N7Gua-CEES n’a pas été mis dans les essais a 10 et 100 pmol a cause des

faibles quantités disponibles de ce standard.

L’effet de la concentration sur les rendements de SPE a été étudiée. Il est peu probable de
saturer la colonne SPE car dans notre contexte ce sont des traces d"analytes qui sont recherchés.
Cependant, la colonne peut étre saturée par les nombreux constituants de la matrice. Il est
donc important de s’assurer de la validité du protocole sur la gamme de travail défini. Des
traitements biologiques par le CEES impliquent des biomarqueurs présents avec des
concentrations bien différentes en fonction des concentrations en toxique. Apres dépdts de
différentes quantités de standards sur les cartouches, de 0,2 a 100 pmol, les rendements sont
satisfaisants car toujours supérieurs a 50% (Figure 40). Il n'y a pas d’effets majeurs de la
concentration. A noter que ces rendements seront corrigés dans la méthode finale par la

présence des étalons internes.

Afin d’évaluer !'efficacité de l'ensemble de la préparation d’échantillon, 5 matrices
blanches de milieu de culture (utilisé lors des traitements des HaCaT, voir chapitre 2) ont été
dopées avec les standards (5 pmol) et les SI. Ces échantillons ont été préparés par le protocole
SPE développé et analysé par UHPLC-MS/MS. Le rendement de la préparation d’échantillon
i.e. la SPE, I'évaporation, la reconstitution de I'échantillon est de 65 £ 5 % pour GSH-CEES, 84
+ 3% pour Cys-CEES, 112 + 4 % pour Cys-CEES et 106 £ 5 % pour NAC-CEES (Figure 41).
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Figure 41 : Rendement de I'ensemble de la préparation d'échantillon. Les données représentées sont la

moyenne + EC (n=>5).

1.5. Développement d'une méthode LC-MS/MS pour les biomarqueurs du
CEES

Grace aux standards synthétisés, nous avons pu optimiser les parameétres de la
chromatographie liquide et du spectrometre de masse. Le gradient de la chromatographie a
été optimisé afin d’avoir une bonne séparation des pics des standards (Figure 42). L'UHPLC a
été préférée a 'HPLC afin de réduite les temps d’analyses pour augmenter la cadence des
analyses. Pour pallier la hausse de la pression (environ 450 bar) au sein de la colonne en
UHPLC, la température du four a colonnes a été augmentée jusqu’a 50°C. Ainsi, la viscosité

des phases mobiles diminue ce qui fait baisser la pression d’environ 30% par rapport a celle

obtenue a température ambiante.
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Figure 42 : Chromatogramme obtenu apreés injection en UHPLC-MS/MS de 0,5 pmol des biomarqueurs
du CEES dans du milieu de culture. L'ordre d’élution est : Cys-CEES (tr=3,1min), N7Gua-CEES
(tr=4,2min), GSH-CEES (tr=5,0), NAC-CEES (tr=74min).

Le spectromeétre de masse est un triple quadrupole utilisé en ionisation positive avec le
mode de scan MRM, Multiple Reaction Monitoring. Les parametres du spectrometre de masse
ont été optimisés par injection en continue a la seringue. Les parametres de sources quant a
eux ont été optimisé par FIA en mode MS/MS. Le logiciel de pilotage a un programme
d’optimisation automatique qui permet de tester les éléments suivants : DP, EP, CE, CXP,
CUR, IS, TEM, GS1, GS2. A 1a fin de ce programme, les données sont éditées dans un fichier.
Il suffit de choisir les parametres donnant les meilleures intensités de pics. L'étude de la
fragmentation des standards avait été faite en enregistrant des spectres en MS2 lors
purification des standards et des SI (Figure 43). Cette étude permet de déterminer les ions fils
les plus intenses pour définir les fragments gardés en MRM. Certains ions semblent
caractéristiques du CEES car ces ions fils, m/z de 61 et m/z de 89, se retrouvent pour tous les
standards. En effet, les coupures se font autour des soufres (du soufre du CEES et du soufre

de la biomolécule) via le mécanisme des coupures en alpha favorisées par la présence d’atomes
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électronégatifs. GSH-CEES a cependant a la place de I'ion m/z 61 un ion m/z de 121 qui est
un ions fils majoritaire. Pour chaque standard, 3 ions fils ont été retenus pour les analyses en
mode MRM. L’étude de la fragmentation permet de conforter la caractérisation des standards.
Murphy et al. [180] ainsi que Xie et al. [181] ont étudié la fragmentation de nombreux conjugués
au glutathion. Ils en ont identifié des fragmentations caractéristiques de ces composés : des
coupures alpha autour des amines secondaires et du thiol. Ayant obtenu des fragments
similaires aux leurs, cela nous conforte dans la caractérisation du standards GSH-CEES et dans

I'étude de la fragmentation des autres standards.

Nom Ion parent (m/z) Ions fils (m/z)
GSH-CEES 396 89 /121 /177
Cys-CEES 210 61 /89 /120
NAC-CEES 252 61 /89 /162

N7Gua-CEES 240 55/ 61 /89 /105

Tableau 9 : Ions parents et ions fils lors de 1'analyse en mode MRM des standards des

biomarqueurs CEES.
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1.6. Validation de la méthode analytique pour quantifier les biomarqueurs du

CEES présents dans les milieux de culture

Afin de s’assurer qu'une méthode développée peut étre utilisée, il est nécessaire de
s’assurer que celle-ci fournit toujours les mémes résultats lorsqu’elle est appliquée plusieurs
fois sur un méme échantillon. Il est également nécessaire que les résultats obtenus soient
proches de la concentration réelle au sein de I"échantillon. Ainsi, un certain nombre de criteres
ont été définis par la FDA (Food and Drug Administration) pour valider une méthode
quantitative [178]. Nous nous sommes aussi appuyés sur un rapport d’une groupe de travail
en toxicologie médico-légale [182]. Pour I'ensemble des expériences de validation la matrice a
été du milieu de culture de HaCaT non traitées, c’est la matrice blanche. En effet, la méthode

a été développée en vue d’analyser le milieu de culture d’expériences in vitro avec du CEES.

1.6.1. La droite d’étalonnage

La droite d’étalonnage permet de décrire la relation concentration-réponse des standards.
La régression mathématique doit étre la plus simple pour décrire cette relation. Il a été ainsi
choisi de travailler dans une gamme linéaire. Les courbes d’étalonnage des standards sont
donc modélisées par une droite passant par zéro. La gamme de travail a été définie par rapport
aux concentrations des solutions de standards synthétisés, a la linéarité, a la LOD et aux
concentrations attendues dans les échantillons réels. Pour GSH-CEES (Figure 44), Cys-CEES et
NAC-CEES, la gamme linéaire validée est entre 0,1 et 50 pmol injectés. Pour N7Gua-CEES, la
gamme est de 0,1 a 0,5 pmol injectés. Cette derniére est plus petite car la concentration en

N7Gua-CEES synthétisée est trop faible.
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Figure 44 : Analyse des étalons de la droite d’étalonnage du GSH-CEES trois jours différents

(n=15). Les limites (inférieure et supérieure) sont fixées a + 15% de la quantité d’étalon attendue.
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1.6.2.  Laspécificité

L’étude de la spécificité permet de s’assurer que le signal de 'analyte détecté correspond
bien a celui recherché. La spécificité peut étre dégradée par la présence d’interférents, les
risques de faux positifs et de vrais négatifs. Pour cela, des matrices blanches de milieu de
culture ont été analysées ainsi que des matrices blanches de milieu de culture dopées avec les
SI. Dans tous les cas, il n’y avait la présence d’aucun interférent aux temps de rétention des
standards. Il n'y a pas eu d’effet mémoire, carryover, méme apres les concentrations les plus
élevées en standards. L’effet mémoire est une contamination inter-échantillons i.e. une partie

des analytes d"un échantillon est élué avec les échantillons suivants.

Les criteres de sélection d'un analyte, au moment de l'intégration des pics, sont:
I'adéquation du temps de rétention de I'analyte avec le temps de rétention du SI, les trois ions
tils de chaque analyte qui doivent étre détectables et dans les ratios attendus (ratio des ions

fils dans les standards).
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1.6.3. Lafidélité

L’étude de la fidélité permet de s’assurer que les résultats de plusieurs analyses d'un
méme échantillon sont équivalents. Elle est estimée par l'intermédiaire du calcul des
coefficients de variation (CV), c'est-a-dire le ratio entre I'écart-type et la moyenne. Sur un
minimum de 3 séries de 5 répliquats , la valeur de CV observée doit étre inférieure a 15%. Pour
la valeur de concentration correspondant a la LOQ, cette valeur est tolérée jusqu’a 20% d’apreés
la FDA. La fidélité se décompose en deux parties : la répétabilité et reproductibilité intra
laboratoire. Ainsi, la répétabilité, encore appelée la précision intra-jour, est obtenue en
analysant des répliquats d’échantillons de méme concentration, préparés indépendamment
un jour donné par le méme manipulateur, avec le méme équipement, analyses sur le méme
appareil de mesure, dans les mémes conditions analytiques. La reproductibilité intra-
laboratoire, encore appelée précision inter-jour, est obtenue en injectant des répliquats
d’échantillons de méme concentration préparés dans des conditions d’expérience différentes

de celles qui ont permis d’évaluer la précision intra-jour.

Pour étudier ces variations intra-jour et inter-jour, un blanc, un blanc avec les SI et les six
points de la gamme contenant la LOQ ont été analysés 5 fois lors d'une méme série. Trois séries
similaires ont été analysés a des jours différents. Tout d’abord, une analyse des variances des
3 séries a été faite par un test ANOVA afin de vérifier que les trois séries sont équivalentes.
Puis, la répétabilité a été évaluée grace au calcul du CV de répétabilité noté CVr. Pour finir, la
précision inter-jour, de la méme fagon a été déterminé par le CV de fidélité intermédiaire noté
CVR. En accord avec les criteres de la FDA, les variations intra-jour et inter-jour ne dépassent

ni 15% ni 20% pour la plus faible concentration Tableau 10.

1.6.4. Lajustesse

La justesse est nécessaire pour retrouver une concentration de I’analyte proche de celle
réellement présente dans I'échantillon. L’estimation de ce parametre est faite en utilisant un
échantillon dont la valeur réelle de concentration de 1’analyte est connue (ajout de 1'étalon
dans une matrice blanche par exemple), et en la comparant a la valeur de concentration
déterminée a 1'aide de la méthode développée. Cette stratégie doit étre répétée pour la totalité
des points de gamme utilisés pour construire la droite de calibration, en utilisant 5
déterminations par point de concentration. La méthode sera validée du point de vue de

'exactitude si I’écart entre la valeur réelle et la valeur déterminée est en moyenne inférieure a
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15%, et est tolérée jusqu’a 20% pour le point de concentration correspondant a la LOQ. D’apres
le Tableau 10, la justesse des différents standards respecte les criteres de validation. Comme
attendu, la justesse est la meilleure avec I'étalon 6 qui correspond a la concentration la plus
élevée. Lajustesse se détériore avec des concentrations proches de la LOD comme avec I'étalon

1.

Echantillon Conc. | Conc. Calc. Justesse CVr |Conc.Calc. Justesse CVR
(M) | (uM) (%) (%) | (uM) (%) (%)
Etalon 1 01 0,11 111 9,6 0,10 101 13,9
GSH-CEES
Etalon 6 50 49,3 99 4,0 496 99 3,9
Etalon 1 01 0,11 113 5,5 0,11 105 7,5
Cys-CEES
Etalon 6 50 49,2 98 4,7 49.8 100 4,6
Etalon 1 01 0,11 114 8,2 0,10 104 11,8
NAC-CEES
Etalon 6 50 49,5 99 5,8 49.8 100 5,5
Etalon 1 01 0,10 98 9,8 0,09 87,3 17,5
N7Gua-CEES
Etalon 6 0.5 0,51 101 7,6 0.50 99 7,1

Tableau 10 : Validation statistique de la méthode. La concentration calculée, la justesse et la

répétabilité du plus petit et du plus grand point de la gamme sont présentés.

1.6.5. Limite de détection (LOD) et Limite de Quantification (LOQ)

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) ont été établis pour
chaque standard en utilisant la méthode de détermination des blancs, « blank determination »,
décrite par Shrivastana et al. [183]. Pour cela, il faut analyser des matrices blanches seulement
dopée par les SI. Le bruit de fond de la détection est intégré sur les chromatogrammes sur une
petite fenétre autour du temps de rétention de I'analyte ciblé. Ce dernier peut étre déduit de
celui du SI. Ainsi, la LOD est définie comme la valeur de bruit plus trois fois I'écart-type de ce
bruit de fond. La LOQ est définie comme la valeur moyenne du bruit plus dix fois I'écart-type
de ce bruit de fond. Par cette méthode, la LOQ et la LOQ de la méthode développée ont été
déterminés en analysant 18 échantillons blancs de milieux de cultures dopés par les SI. Les

LOD obtenues sont 9, 48, 46 et 37 fmol pour GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-
CEES respectivement. Les LOQ correspondantes sont 22, 111, 120 et 88 fmol.
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1.6.6. La stabilité

L’étude de la stabilité des standards dans les matrices permet d’identifier les conditions
de stockage dans lesquelles les analytes sont stables et celles ot ils se dégradent. Dans les
milieux de culture gardés a -20°C, apres 6 mois, les standards sont stables a I’exception de
N7Gua-CEES qui s’est dégradé a hauteur de 50%. Par contre, aprés 1 mois de congélation,

aucune gradation n’est observée.
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Figure 45 : Recouvrement des standards dans du milieu de culture aprés conservation 1 mois ou 6 mois
a -20°C. N7Gua-CEES n’a pas été mis dans I'échantillon a 50 pmol. Les données représentées sont la

moyenne + EC (n=4 pour 6 mois ; n=3 pour 1 mois).

1.7. Bilan

L’ensemble des outils d’analyse ont été mis en place pour étre capable d’analyser dans
des milieux de culture les biomarqueurs choisis : GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et
N7Gua-CEES. En effet, nous disposons, apres synthése, de solutions calibrées de leur
standard. La préparation d’échantillon permet d’avoir un rendement supérieur a 60%. Les

parametres en chromatographie liquide et en spectrométrie de masse ont été optimisés afin de
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pouvoir valider la méthode. Le développement de cette méthode a fait 1'objet d'une
publication [97]. Cette méthode a été utilisée pour quantifier les biomarqueurs du CEES dans
les milieux de culture de cellules humaines immortelles HaCaT traitées au CEES afin de

vérifier que ces biomarqueurs sont formés et excrétés par ces cellules.
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2. Etude de la formation et de l'excrétion des biomarqueurs
du CEES dans les cellules HaCaT.

La peau est un des organes les plus touchés par 'ypérite. C'est pourquoi, les premieres
expériences in vitro ont été réalisées avec une lignée cellulaire immortalisée de kératinocytes,
les HaCaT. Les kératinocytes sont les principales cellules de I'épiderme, la couche supérieure
de la peau (Figure 3). A la suite des traitements, les milieux de culture sont analysés. C’est pour
cela qu’il a été décidé de réaliser le traitement dans du PBS et non dans du milieu de culture.
Ce dernier contient de nombreux nutriments et acides aminés qui peuvent directement réagir
avec le CEES. Cela peut engendrer la détection de conjugués, comme Cys-CEES, qui ne sont
pas d’origine cellulaire. Au lieu de traiter les cellules dans leur milieu de culture sur des temps
longs et avec de faibles concentrations en CEES, de 1'ordre du micro ou du nanomolaire [113]
comme couramment pratiqué en toxicologie, les cellules ont été traitées dans du PBS contenant
des concentrations importantes de CEES sur un temps court, de 30 minutes (Figure 47). 1l faut
remarquer que lors d’intoxication réelle, la peau est exposée a des gouttelettes d'ypérite pure
et donc a des concentrations locales trés élevées. Les cellules sont ensuite mises en incubation
dans du milieu de culture « frais ». L’analyse des milieux de culture par la méthode validée
(Chapitre 1) permet de s’assurer que les adduits et des conjugués formés dans les cellules
peuvent se retrouver dans le milieu extracellulaire. Ainsi, la pertinence des biomarqueurs
choisis : I'adduit N7Gua-CEES et les métabolites de la voie de 1'acide mercapturique : GSH-
CEES, Cys-CEES et NAC-CEES est évaluée.

1.1. Optimisation des conditions de traitement des cellules

Les cellules HaCaT sont des kératinocytes humains immortalisées mutées p53,
adhérentes. La gamme de concentrations de CEES appliquée aux cellules a été déterminée par
des tests de cytotoxicité au MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium). Le principe de ce test est basé sur 'activité métabolique. Une augmentation ou
une diminution du nombre de cellules viables est linéairement liée a 1'activité métabolique Elle
est corrélée avec la conversion du sel de tétrazolium MTT en cristaux de formazan qui peuvent
étre solubilisés pour une mesure homogene. Ainsi, toute augmentation ou diminution du

nombre de cellules viables peut étre détectée en mesurant la concentration de formazan par
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spectrophotométrie en utilisant un lecteur de plaques a 570 nm. Nous avons utilisé ce test pour
définir une concentration en CEES assez élevée pour que la production de biomarqueurs soit
significative, sans que la cytotoxicité soit trop élevée. Le pourcentage de survie cellulaire a été
déterminé par rapport aux cellules de controle non traitées au CEES. Un taux de 80% de survie
minimum a été fixé. Pour le test, les cellules ont été traitées pendant 30 min avec différentes
concentrations en CEES (de 0 a 100 mM) dans du PBS (voir détails des conditions du test dans
la Partie Conditions Expérimentales p.226). Ensuite les cellules ont été incubées pendant 24h
a 37°C avant d’ajouter le MTT. Apres 24h, les taux de survie mesurés étaient supérieurs a 80%
jusqu’a 5 mM de CEES (Figure 46). Une concentration en CEES de 10 mM engendre la survie
de seulement 4,3 % + 1,0 des cellules. Les traitements des cellules HaCaT pour l'analyse des

milieux de culture ont été faits avec des concentrations de CEES comprises entre 0 et 10 mM.
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Figure 46 : Taux de survie des cellules HaCaT apres un test de cytotoxicité au MTT apres traitement
au CEES. Les cellules ont été traitées pendant 30 min avec différentes concentrations en CEES dans
du PBS. Elles ont été incubées pendant 24h a 37°C avant ajout du MTT. Les données au-dela de 20
mM ne sont pas montrées car le taux de survie est similaire a 10 et 20 mM. Les données représentées

sont la moyenne + EC (n=6).
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Apres décongélation d'une ampoule de cellules HaCaT et mise en culture, elles ont été
amplifiées (détails dans la Partie Conditions Expériementales p. 225). Un passage, au
minimum, a été réalisé avant traitement pour réaliser des expériences plus reproductibles. Les
cellules ont été ensemencées dans des boites de Pétri de 60 mm de diametre pour les
expositions. Les HaCaT se multiplient en monocouche pour former un tapis cellulaire.
Lorsque les cellules sont confluentes a 80% les traitements peuvent étre réalisés. Le choix a été
de réaliser des traitements avec des doses importantes en CEES sur des temps courts dans du
PBS. IIs ont été faits avec trois ou quatre répliquats pour chaque concentration de CEES (0 ;1 ;
2; 5et 10 mM). Trois traitements ont été faits dans les mémes conditions. Avant chaque
traitement, le milieu de culture a été enlevé, puis remplacé par 3 mL de PBS, contenant les
différentes concentrations de CEES. Le temps d’exposition est de 30 min. Ensuite, apres deux
lavages au PBS pour enlever toutes traces de CEES, les cellules ont été remises dans du milieu
de culture pour assurer leur survie. Elles ont été incubées 6h a 37°C afin de les laisser agir et
métaboliser le CEES. Pour finir, le milieu a été collecté et conservé a -20°C, avant d’étre purifié
par SPE. De leur coté, les cellules ont été récoltées par action de la trypsine, rincage et
centrifugation. Les culots de cellules ont été ainsi congelés a -20°C avant extraction de leur

ADN.

CEES Incubation Congeélation

Cellules

T, KX

30 min 6h

Cellules Milieu

Figure 47 : Représentation schématique des différentes étapes des traitements des cellules HaCaT

par du CEES.

1.2. Etude de la formation des dommages a ’ADN

Pendant le traitement, lorsque les cellules sont dans le PBS contenant du CEES, ce dernier
entre dans les cellules. Il peut alkyler de nombreuses biomolécules dont I"’ADN. De nombreux

adduits a I’ADN sont ainsi formés. Par rapport a 1'ypérite, le CEES ne peut pas produire des
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bi-adduits, donc pas de pontages. Par contre, peuvent étre formés I’adduit a la position N7 de
la guanine (N7Gua-CEES), I'adduit a la position N3 de I'adénine. Seul I'adduit N7Gua-CEES
a été quantifié car il est le plus abondant. C’est également le cas avec des traitements a 1'ypérite

[59, 179].

L’extraction de I’ADN des cellules HaCaT, selon des protocoles couramment utilisés au
laboratoire, et 'analyse par UHPLC-MS/MS, permettent de détecter I'adduit N7Gua-CEES.
Les nucléosides normaux ont été quantifiés de la méme facon grace a un détecteur UV situé
en amont de spectrometre de masse. La quantité d’adduit s’exprime par le ratio du nombre
d’adduits par million de nucléosides normaux. Ce calcul permet de normaliser les résultats
car la quantité d’ADN, donc de bases normales varie d'un traitement a un autre. Le
biomarqueur N7Gua-CEES a été détecté a toutes les conditions des traitements, méme avec la
concentration en CEES la plus faible (1 mM). La formation de N7Gua-CEES est dose-
dépendante (Figure 48). La formation de ce biomarqueur augmente proportionnellement avec
la concentration en CEES. La présence de ces adduits dans I’ADN laisse supposer qu’il est
possible d’en détecter dans le milieu extracellulaire par dépurination et/ ou élimination par les

mécanismes de réparation de I’ADN.
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Figure 48 : Variation du niveau du biomarqueur N7Gua-CEES dans I’ADN des cellules HaCaT traitées
par du CEES. Les cellules ont été en présence de CEES concentré a 1/2 /5 et 10 mM pendant 30
minutes avant d'étre incubées pendant 6h. Les données représentées sont la moyenne + SEM (n=7 pour

1 mM et n=11 pour 2 /5 /10 mM).
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1.3. Présence de ’adduit N7Gua-CEES dans le milieu de culture

Les milieux de culture collectés ont été analysés par la méthode UHPLC-MS/MS apres
purification par la méthode de SPE validée précedemment. Le biomarqueur N7Gua-CEES y a
été détecté (Figure 49). La présence de cet adduit peut étre expliquée par différents
mécanismes. Tout d’abord, les adduits a la position N7 de la guanine sont connus pour étre
peu stables, ils se dépurinent spontanément [12]. Cette réaction libére la base alkylée N7Gua-
CEES et forme un site abasique au niveau de’ADN [12, 13]. Il peut y avoir les mémes réactions
au niveau de ’ARN endommagé par du CEES [2] et au niveau de la désoxyguanosine
triphosphate (dGTP). C’est un désoxyribonucléotide précurseur de ' ADN constitué de résidus
de guanine et de 2-désoxyribose lié a un groupe triphosphate qui se trouve dans le pool de
nucléotides. D’autre part, les adduits a la position N7 de I’ADN peuvent étre éliminés par les
mécanismes de réparation de I’ADN tel que le BER et le NER [14]. Sa concentration dans les
milieux de culture est dose-dépendante, comme 1’était le niveau d’adduits dans I’ADN. La
quantité d’adduits augmente avec la dose de CEES. 1l est spécifique puisqu’il n'a pas été
détecté dans les milieux de culture de cellules non traitées. De plus, I'adduit libre N7Gua-

CEES ne se dégrade pas pendant 24h a 37°C dans le milieu de culture des HaCaT (Figure 50).
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Figure 49 : Concentration du biomarqueur N7Gua-CEES dans les milieux de culture des cellules

HaCaT traitées par du CEES. Les cellules ont été en présence de CEES concentré a1/2 /5 et 10 mM
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pendant 30 minutes avant d’étre incubées pendant 6h. Les données représentées sont la moyenne £+ SEM

(n=7 pour 1 mM et n=11 pour 2 /5 /10 mM).
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Figure 50 : Etude de la stabilité de I’adduit libre N7Gua-CEES dans le milieu de culture des cellules

HaCaT pendant 24h a 37°C en présence des autres biomarqueurs. Les données sont les moyennes £ CV
(n=3).

1.4. Etude de 1a métabolisation du CEES via la voie des acides mercapturiques

Les milieux collectés ont été analysés par la méthode validée UHPLC-MS/MS apres
purification par SPE. Les biomarqueurs Cys-CEES et GSH-CEES (Figure 51) ont été détectés
en quantités plus élevées que le biomarqueur N7Gua-CEES (Figure 49). Par contre, le
biomarqueur NAC-CEES n’a pas été détecté lors de ces expériences cellulaires in vitro. Comme
la formation de NAC-CEES est la derniere étape de la voie de métabolisation de la voie de
l’acide mercapturique, nous pouvons conclure que les cellules HaCaT n’expriment pas toutes
les enzymes impliquées dans cette voie de métabolisation. Les quantités de GSH-CEES et Cys-
CEES dans les milieux de culture augmentent avec la dose. De plus, pour toutes les
concentrations de CEES, la concentration en Cys-CEES est plus importante que celle de GSH-
CEES. Le ratio entre les concentrations en Cys-CEES et GSH-CEES varie en fonction de la dose
de CEES utilisée pour le traitement. Ce ratio est de 4,5 pour la dose la plus faible alors qu’il est
de 2 pour la dose la plus élevée. Cette variation se reflete dans les courbes qui montrent la
quantité de biomarqueurs en fonction de la concentration en CEES (Figure 51). La courbe du

Cys-CEES est relativement linéaire alors que celle du GSH-CEES est plus quadratique. Cela
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peut étre expliqué par une saturation de l'activité enzymatique du GGT lorsque la dose de
CEES dépasse une certaine valeur ou par la dégradation du conjugué dans les milieux de
culture. A noter que les biomarqueurs choisis sont bien spécifiques du CEES puisqu’ils n"ont

pas été détectés dans les milieux de culture de cellules non traitées.
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Figure 51 : Quantification des biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES dans les milieux de culture
des cellules HaCaT traitées par du CEES. Les cellules ont été en présence de CEES concentréa1/2 /5
et 10 mM pendant 30 minutes avant d’étre incubées pendant 6h. Les données représentées sont la

moyenne + SEM (n=7 pour 1 mM et n=11 pour 2 /5 /10 mM).

La stabilité des conjugués pendant 24h a 37°C dans le milieu de culture des HaCaT a été
étudiée en ayant mis les biomarqueurs ensemble dans les milieux. La Figure 52 montre que le
conjugué GSH-CEES se dégrade dans ce milieu de culture. A contrario, la quantité de Cys-
CEES augmente légerement. Le conjugué NAC-CEES est stable dans ce milieu de culture. Cela
confirme 'hypothése, qu’il n’a pas été détecté lors des traitements parce qu’il n’est pas formé

et non parce qu’il se dégrade tres rapidement dans le milieu de culture.
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sont les moyennes = CV (n=3).

1.5. Bilan

Les traitements des cellules HaCaT par du CEES ont permis de valider biologiquement
trois des quatre biomarqueurs sélectionnés. Nous avons tout d’abord pu montrer que I'adduit
N7Gua-CEES est formé dans I’ADN nucléaire, ce qui avait déja été fait. Sa détection dans le
milieu de culture des cellules intoxiquées, montrant son excrétion, est nouvelle. Nous avons
également retrouvé dans le milieu de culture les biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES. Les
cellules HaCaT métabolisent donc le CEES via la voie de I'acide mercapturique. De plus, les
produits de ces réactions biochimiques sont excrétés par les cellules pour se retrouver dans le
milieu extracellulaire. Tous ces biomarqueurs sont spécifiques dans les milieux. Leur quantité
refletent la dose de CEES appliquée aux cellules. Le biomarqueur NAC-CEES n’a pas été
détecté dans les milieux de culture méme avec la dose de CEES la plus élevée. Dans ce modele
biologique, a priori I'enzyme N-acétyl-transférase n’est pas exprimée donc le métabolite Cys-
CEES n’est pas converti en I'acide mercapturique. Ces résultats sont présents dans une

publication [97]. Pour continuer dans la validation des biomarqueurs choisis, il est nécessaire
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de vérifier leur présence aprés un traitement d'explant de peau humaine. Ce modele
biologique est plus proche de la réalité qu'une seule lignée de cellules. Ces expériences
permettent de vérifier que les biomarqueurs formés diffusent bien a travers la peau pour se

retrouver dans des fluides biologiques.
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3.  Pertinence des biomarqueurs du CEES dans des explants
de peau humaine.

Dans le but de nous rapprocher de contaminations humaines, des explants de peau
humaine ont été utilisés lors de nouveaux traitements avec du CEES. Ils représentent un
modele adapté en toxicologie cutanée. En particulier, ils nous intéressent pour I'étude de
réaction de métabolisation de phase II de toxiques exogeénes. En effet, il est connu que la peau
exprime, entre autres, des enzymes pouvant catalyser des réactions de glucurono-conjugaison,
de sulfatation, ou de conjugaison au glutathion [184]. L’objectif de cette partie du travail est
de vérifier la formation des biomarqueurs choisis et d’étudier leur persistance a court terme
apres diffusion du CEES a travers de la peau humaine in vitro. Les explants ont été traités, de
facon topique, avec différentes doses de CEES. Les explants, en présence de milieu de culture,
ont été incubés jusqu’a 24h. Les milieux de culture ont été analysés afin d'y quantifier GSH-
CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES. L’hypothese sous-tendant ce travail est que les
biomarqueurs présents dans les milieux seraient susceptibles d’étre aussi présents dans les
fluides biologiques in vivo, spécialement le plasma. Les explants ont été broyés et digérés pour
quantifier I'adduit N7Gua-CEES dans I’ADN nucléaire. La mesure de cet adduit au sein de
I’ADN sert de référence et d’élément de comparaison car la formation de cet adduit apres
exposition a l'ypérite in vitro et in vivo est mieux connue que celle des métabolites de la voie

de l'acide mercapturique.

3.1. Optimisation des conditions de traitement des explants de peau

La peau humaine a été obtenue immédiatement aprés une opération de chirurgie
plastique mammaire de patientes saines. Tous les donneurs sont Caucasiens, leur peau a un
phototype II ou III selon la classification de Fitzpatrick. Apres I'intervention chirurgicale, la
peau a été transportée jusqu’au laboratoire a température ambiante dans des tubes de 50 mL.
Afin de préserver au maximum la capacité métabolique de la peau, nous avons eu une
attention particuliere a utiliser la peau la plus « fraiche » possible. Les traitements ont été
réalisés le jour méme de 'opération ou le lendemain matin. En aucun cas, la peau n’a été

congelée avant traitement car la congélation est néfaste pour les activités métaboliques. Lors
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d’une étude, il a été montré que la peau décongelée avait perdu par exemple son activité de

glucurono-conjugaison [185].

La peau a été préparée en la désinfectant et en enlevant la couche de gras par grattage
sans retirer ni le derme ni 'épiderme (détails dans la Partie Conditions Expérimentales p.232).
Les explants de peau ont été faits a I’aide d’un trépan appelé communément « punch », stérile
a usage unique, qui correspond a un bistouri circulaire qui permet de récupérer une carotte de
peau de 12 mm de diametre. Les explants de peau ont été placés, coté derme vers le bas, dans
des inserts ThinCert™ (Figure 53). Le fond des inserts est composé d"une membrane poreuse
permettant des échanges efficaces entre les compartiments. Ces inserts ont été mis dans des
plaques multi-puits de 12 puits. Le milieu de culture (600 pL) a été ajouté dans les puits sous
les inserts. Le volume a été fixé de facon a ce que le milieu de culture soit juste en contact avec
la membrane inférieure de I'insert sans mouiller le dessus de l'explant. Avec un volume

supérieur, du CEES risque de couler directement dans le milieu.

Comme pour les cellules HaCaT, les doses de CEES appliquées aux explants ont été
définies afin de s’assurer de l'activation des voies de métabolisation sans nuire de facon
significative a la viabilité des cellules. Nous avons décidé d’appliquer des doses similaires a
celles des traitements cutanés de souris réalisés avec I'ypérite par Batal et al. [30]. Il avait utilisé
2, 6 et 60 mg/ kg d'ypérite, soit des doses de 0,25 ; 0,75 et 7,55 pmol pour des animaux de 20 g.
La gamme finale de travail choisie a été 0 ; 0,08 ; 0,16 ; 0,40 pmol de CEES (Figure 54). A noter
que des essais préliminaires (non discutés ici) ont été faits avec des doses comprises entre 0 et
250 mg/kg. Le CEES en solution dans 5 pL de dichlorométhane a été déposé sur la peau (face
épiderme). Un volume de dépot de 10 pL est déja trop important car une partie de CEES
déborde dans le milieu de culture. Un volume inférieur a 5 pL risque d’étre moins

reproductible.

Ensuite, les biopsies ont été incubées a 37°C. Trois temps d’incubation ont été choisis : 1
h, 6 h et 24 h. Apres ces temps, le milieu des échantillons a été récupéré et directement congelé
a -20°C avant la purification par SPE. Les biopsies de peau ont été aussi congelées a -20°C
jusqu’a extraction de leur ADN. Ces expériences ont été faites avec deux donneurs, en

effectuant des tripliquats pour chacun.
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Figure 53 : Photo des plaques multi-puits avec des inserts et du milieu de culture dans les puits (Photo

de Dutscher).
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37°C
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24h

Figure 54 : Représentation schématique des différentes étapes des traitements des explants de peau

humaine par du CEES.

3.2. Formation de dommages a ’ADN dans la peau apres exposition au CEES

Comme lors du traitement des cellules HaCaT, le nombre d’adduits N7Gua-CEES dans
I’ADN a été quantifié. Méme avec la dose la plus faible de CEES (0,08 umol), des adduits
N7Gua-CEES sont présents dans ’ADN apres 1h d’incubation (Figure 55). La présence de
I'adduit N7Gua-CEES dans I’ADN nucléaire au bout d'1h confirme que le CEES, comme
I'ypérite, pénétre rapidement dans les cellules de la peau de par son caractere lipophile [20].
L’ADN est endommagé tres peu de temps apres 1'exposition. Comme ces expériences sont
réalisées avec de la peau isolée i.e. sans systeme sanguin, le CEES se diffuse peu et atteint sans

doute une concentration relativement stable dans I’explant au cours du temps. C’est peut-étre
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la raison pour laquelle la quantité de N7Gua-CEES dans I’ADN n’augmente pas pendant les
24h suivant le traitement. Plus précisément, les quantités mesurées lors des premieres 24h,
quelque soit la quantité de CEES déposée sur la peau (0,08 ou 0,16 ou 0,4 umol), sont
équivalentes. Les mesures entre 1h, 6h, et 24h ne sont pas statistiquement différentes. Au
contraire, il y a bien des différences significatives entre les différentes doses de CEES. Une
exposition a 0,08 ou 0,4 pmol n’induit pas des quantités équivalentes d’adduits. Nous n’avons

pas observé un effet du temps mais un effet de la dose dans nos conditions d’exposition.

Evolution du nombre d'adduits en fonction du temps d'incubation et de la
dose de CEES.
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Figure 55 : Evolution du nombre d'adduits N7Gua-CEES en fonction du temps d'incubation et de la
dose de CEES apreés exposition d’explants de peau humaine par du CEES. Les données représentées sont
la moyenne £ SEM (n=6). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 : *
pour la comparaison avec la dose 0,08 umol; § pour la comparaison avec la dose 0,16 umol ; # pour la

comparaison avec la dose 0,4 umol.

3.3. Excrétion de I’adduit N7Gua-CEES par les cellules de la peau humaine

Apres analyse de ’ADN pour quantifier ses adduits, les milieux de culture ont été
analysés afin d'y quantifier N7Gua-CEES. Ils ont été collectés apreés différents temps
d’incubation (1h, 6h, 24h). Les échantillons ont été purifiés par la méthode validée SPE-
UHPLC-MS/MS. L’adduit N7Gua-CEES a été détecté dans les milieux a partir de 6h
d’incubation et non avant i.e. il n’est pas présent au temps d’incubation de 1h (Figure 56). Cette

observation a été faite pour toutes les doses de CEES (0,08 ; 0,16 et 0,4 pmol). Sa quantité
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augmente fortement avec le temps jusqu’a 24h apres I'exposition. Comme lors des traitements
de cellules, la quantité de N7Gua-CEES dans le milieu de culture est dose-dépendante. Elle
augmente avec I'augmentation de la dose de CEES. L’observation d'un temps de latence avant
la présence d’adduits dans le milieu valide I'idée que I'adduit N7Gua-CEES présent dans les
milieux provient des adduits formés dans I’ADN, ainsi que dans I’ARN et le pool de
nucléotides. Ce passage des adduits de '’ ADN a des adduits libres dans le milieu est aussi
visible par I'arrét de 'augmentation des adduits de "’ ADN apres 1h pour former un plateau.
L’adduit N7Gua-CEES est donc excrété par les cellules de la peau humaine. De plus, ils se
diffusent a travers 1'épaisseur de la peau pour se retrouver dans les milieux. L’ensemble de

ces résultats montre I'intérét de quantifier ce biomarqueur dans les fluides biologiques.
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Figure 56 : Evolution du nombre d’adduit N7Gua-CEES dans les milieux de culture (courbe orange)
et dans I’ADN (courbe bleue) des explants de peau humaine traités par 0,08 umol de CEES. Les explants
ont été incubés avec du milieu de culture soit pendant 1h soit 6h soit 24h. Les données représentées sont

la moyenne £ SEM (n=6).
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3.4. Présence des biomarqueurs issus de la voie de métabolisation de ’acide

mercapturique dans les milieux de culture.

Les milieux de culture, situés sous les explants de peau, ont été analysés par la méthode
validée SPE-UHPLC-MS/MS. Les biomarqueurs de la voie de métabolisation de l'acide
mercapturique ont été quantifiés afin de vérifier que ceux observés dans le milieu des HaCaT
était également présent dans le milieu des explants. Une interrogation majeure était la capacité
de ces métabolites a diffuser a travers la peau. Il est également intéressant de vérifier si le
conjugué de l'acide mercapturique, NAC-CEES, est produit dans les explants de peau alors
qu’il n’était pas présent dans les milieux des cellules HaCaT exposées au CEES. Comme lors
des traitements des cellules HaCaT, GSH-CEES et Cys-CEES ont été détectés dans les milieux.
A nouveau, le biomarqueur NAC-CEES n’y était pas présent. Que ce soit aprés un temps
d’incubation de 1h, 6h, 24h, la quantité de GSH-CEES et Cys-CEES semble atteindre un plateau
quand la dose de CEES augmente (Figure 57). Cette saturation peut venir de la limite de
concentration de GSH libre dans les cellules et/ou de la saturation de 'activité enzymatique

du glutathion-S-transférase.
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Figure 57 : Evolution de la concentration des biomarqueurs GSH-CEES, Cys-CEES et N7Gua-CEES dans les milieux de culture des explants de peau

humaine traités par différentes doses de CEES (0,08 ; 0,16 et 0,4 umol). Les explants ont incubé avec du milieu de culture pendant 1h ou 6h ou 24h. Les données

représentées sont la moyenne £ SEM (n=6). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 sont : * pour la comparaison avec 0,08 pumol;

1T pour la comparaison avec 0,16 umol; § pour la comparaison avec 0,4umol.
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3.5. Etude de la cinétique des biomarqueurs

La mesure des quantités de biomarqueurs au cours du temps montre que 1'évolution du
biomarqueur GSH-CEES est différente de celle du biomarqueur Cys-CEES (Figure 58). La
concentration maximale de GSH-CEES dans les milieux se situe 1h apres 1'exposition puis
diminue. Cette décroissance a été observée pour toutes les doses de CEES (0,08 ; 0,16 et 0,4
pumol). Au contraire, la concentration de Cys-CEES augmente jusqu’a 6h pour atteindre un

plateau quel que soit la dose de CEES lors de nos traitements.

Suite a une exposition, le CEES pénetre dans les cellules de la peau et engendre des
dommages comme des adduits a 'ADN des la premiere heure apres I'exposition. Le CEES
réagit rapidement, avec ou non une catalyse enzymatique par les glutathion-S-transférases,
avec la fonction thiol du glutathion pour former le conjugué GSH-CEES. Ce dernier est
rapidement excrété des cellules puisqu’il est présent dans les milieux déja apres 1h. C’est a ce
temps-la, que nous avons observé la concentration maximale de GSH-CEES. Apres 1h, cette
concentration dans les milieux de culture diminue. GSH-CEES n’est donc pas un biomarqueur
tres persistant. En effet, apres 24h, il n"a été détecté dans les milieux que pour les doses les plus
importantes de CEES (0,16 et 0,4 pmol) et en faible concentration. La concentration en Cys-
CEES dans les milieux augmente jusqu’a 6h avant d’atteindre un plateau jusqu’a 24h. Sa
concentration est plus élevée que celle de GSH-CEES d’un facteur 4 a 10 au temps d’incubation

de 1h. Cette différence est observée dés la premiere heure apres I'exposition.

Ces observations sont en accord avec les propriétés connues de la voie de métabolisation
de I'acide mercapturique activée pour la détoxification de composés électrophiles tels que le
CEES et I'ypérite. Aprés alkylation du GSH par le CEES, le conjugué GSH-CEES est converti
en CysGly-CEES puis en Cys-CEES. Ces deux dernieres réactions sont catalysées par des
enzymes membranaires. C’est pourquoi ces conjugués se retrouvent en milieu extracellulaire.
La présence des conjugués GSH-CEES et Cys-CEES dans les milieux nous permet de conclure
que cette voie de métabolisation est active dans la peau pendant les 24h succédant une
exposition au CEES. Cependant, le biomarqueur Cys-CEES est aussi produit via d’autres
mécanismes. Il est par exemple possible que le CEES réagisse directement sur la cystéine au

niveau de la fonction thiol.
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Figure 58 : Evolution de la concentration des biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES dans les milieux
de culture des explants de peau humaine traités par 0,08 /0,16 / 0,4 pmol de CEES. Les explants ont

incubé avec du milieu de culture soit pendant 1h soit 6h soit 24h. Les données représentées sont la

moyenne £ SEM (n=6).
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0,08 pmol 21,5+10,3° 10,6£5,7° 00 "
GSH-CEES 0,16 umol 16,3+7,9 12,7+6,3 1,9+1,7
0,4 umol 27,6+81° 12,4+4,3 26+1,4
0,08 umol 126431 ° 449187 45757
Cys-CEES 0,16 pumol 155420 465+ 54 607+73
0,4 umol 221423 773+ 154 774+ 64

Tableau 11 : Concentration (en nM) des biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES détectés dans le
milieux de culture des explants de peau humaine traités au CEES. Les valeurs sont les moyennes + SEM
(n=6). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 sont : * pour la

comparaison avec 1h; T pour la comparaison avec 6h; § pour la comparaison avec 24h.

3.6. Une application de la méthode : le projet NALDERC

Le projet NALDERGC, piloté par un autre laboratoire du CEA-Grenoble, consiste a réaliser
un gel de décontamination a appliquer sur les surfaces du corps touchées par des toxiques de
guerre. Le produit commercial actuel, le RSDL, ne peut s’appliquer sur les zones sensibles
telles que les yeux a cause de son pH basique. Il est donc intéressant de développer un
remplagant au RSDL ayant un pH neutre qui inhibe la toxicité des agents toxiques. La
formulation est composée de lipidots (des nanoparticules lipidiques) enrobant des composés

actifs.

Pour évaluer l'efficacité des formulations, des expériences sur des explants de peau
humaine permettent de simuler une intoxication a un vésicant ainsi que sa décontamination.
Les protocoles d’évaluation demandent une exposition intense et courte. Deux types de

traitements ont été faits.
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3.6.1. Traitement 1

Une goutte de 1uL (8,6 pmol) de CEES pur est déposée sur la peau (Figure 59). Il y a ensuite
un temps d’attente de 5 minutes avant de commencer la phase de décontamination. Aprés,
100uL d’une solution de lavage sont déposés sur la peau. L’étalement de la solution, sur le
terrain, faite avec une éponge, est effectuée avec un coton-tige pour un souci d’échelle pendant
10 secondes. On laisse le gel de décontamination agir pendant 2 min avant de répéter le
processus de décontamintation. Le controle correspond & un explant de peau non décontaminé
apres le dépot de CEES en attendant 12 min avant sa congélation. Les peaux sont rincées et
congelées a -20°C jusqu’a I'extraction de ' ADN. Ce traitement a été fait pour un donneur avec

6 explants pour chaque solution de lavage (n=6).
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Figure 59 : Représentation schématique des différentes étapes du traitement 1 des explants de peau
humaine par du CEES dans le cas du projet NALDERC. * Les différentes solutions de lavages sont :
lipidots (20 mg/ml), lipidots (20 mg/ml) avec de la NAC (1 mol/L), savon (20 mg/mol), NAC (1 mol/L).

3000
(%]
o
‘» 2500
o
@
o
2 2000
Y=}
o
i
& 1500
S
o
o
S 1000
-
o
—
Q
£ 500
o
=
0
Controle Lipidots Lipidots + NAC Savon

Figure 60 : Evolution du nombre d'adduits N7Gua-CEES en fonction des solutions de lavage apres
exposition d’explants de peau humaine par du CEES (8,6 umol). Les données représentées sont la
moyenne £ SEM (n=6). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes : * pour la

comparaison avec le controle.
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Apres extraction de ’ADN des explants, I’adduit N7Gua-CEES a été quantifié (Figure 60).
Nous remarquons que la quantité d’adduit par million de nucléosides diminue de fagon
significative lorsque la solution de lavage est le mélange de lipidots (20 mg/ml) avec de la
NAC (1 mol/L). Il est intéressant de souligner que les lipidots seuls et la NAC seule
n’entrainent pas une diminution des adduits. Ainsi, ces résultats supposent qu’il y a un effet

de synergie entre les lipidots et la NAC.

3.6.2. Traitement 2

Le protocole est proche de celui du traitement 1. Une goutte de 1pL (8,6 pmol) de CEES
pur est déposé sur la peau (Figure 61). Apreés l'attente de 5 min, 100puL d’eau sont déposés sur
la peau. Trois fois les solutions de lavages sont appliquées. Les peaux ont été mises en
incubation sous la sorbonne a température ambiante pendant 6h avec du milieu de culture
ajouté apres les étapes de décontamination (600pL, DMEM-F12 avec 1% Pen/Strep). Les
milieux sont collectés et congelés a -20°C jusqu’a la SPE. Ce traitement a été fait pour un

donneur avec 4 explants pour chaque solution de lavage (n=4).

Apres SPE, les milieux des explants ont été analysés. Les biomarqueurs y ont été quantifiés
(Figure 62). La quantité de conjugué GSH-CEES est bien plus importante par rapport au
contrdle lorsque la décontamination a été faite avec des solutions contenant de la NAC. La
NAC est un précurseur dans la production de glutathion intracellulaire. Une augmentation de
la NAC induit peut-étre une augmentation du glutathion intracellulaire. Au contraire, la
quantité de Cys-CEES est significativement inférieure au contréle pour la solution de lavage
composée de la NAC. Nous avons détecté le conjugué NAC-CEES seulement dans les cas ot
la NAC a été utilisée dans les solutions de lavages. Cela confirme que la peau ne peut
transformer le conjugué Cys-CEES en NAC-CEES. Par contre, la réaction directe entre le CEES
et la NAC peut avoir lieu. Les différentes solutions de lavages n’ont pas d'impact significatifs

sur la quantité de N7Gua-CEES dans les milieux de culture apres 6h.
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Figure 61 : Représentation schématique des différentes étapes du traitement 2 des explants de peau

humaine par du CEES dans le cas du projet NALDERC. * Les différentes solutions de lavages sont :
lipidots (20 mg/ml), lipidots (20 mg/ml) avec de la NAC (1 mol/L), savon (20 mg/mol), NAC (1 mol/L).
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Figure 62 : Evolution du nombre biomarqueurs en fonction des solutions de lavage apres exposition

d’explants de peau humaine par du CEES (8,6 umol). Les données représentées sont la moyenne + SEM

(n=4). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes : *

pour la comparaison avec le controle.
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3.7. Bilan

Cette étude confirme les observations faites dans les cellules HaCat. L’adduit N7Gua-
CEES est formé dans ' ADN des cellules d'explants de peau humaine. Le biomarqueur NAC-
CEESn’a pas été détecté dans les milieux de culture apres traitement de la peau. L’ observation
de la formation des biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES montre I'activation de la voie de
métabolisation de I’acide mercapturique. Cela met en lumiere un des roles physiologiques
principaux de la peau : étre une barriere contre les xénobiotiques. Les biomarqueurs choisis,
hormis NAC-CEES, sont formés et excrétés des cellules humaines lors de ces expériences in
vitro. La cinétique de formation des biomarqueurs du CEES entre 1h et 24h apres exposition
au CEES corréle bien avec les mécanismes biologiques connues, d"un c6té la dépurination des
adduits a ’ADN et d"un autre coté la voie de métabolisation de I’acide mercapturique. D’apres
ce modele biologique, le biomarqueur GSH-CEES est rapidement formé et peu persistant. Des
quantités bien plus importantes de Cys-CEES sont formées lors des 24h suivant 1'exposition.
Ces résultats sont présents dans une publication [97]. En revanche, ce modele biologique ne
permet pas de conclure sur la pertinence du biomarqueur NAC-CEES puisque les cellules de
peau ne semblent pas convertir le conjugué Cys-CEES en l'acide mercapturique. Une
application de ces biomarqueurs chez I'Humain nécessitant une validation in vivo, il est
maintenant nécessaire de faire une étude animale. Ceci a été réalisé par des traitements au

CEES de souris sans poil.
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4.  Ftude de la formation et de la persistance des
biomarqueurs du CEES chez la souris.

Des expérimentations effectuées sur les souris SKH-1 ont été effectués par 'IRBA sur leur
site a Brétigny-sur-Orge. Sous une sorbonne, environ 80 souris ont été exposées sur une petite
zone de la peau du dos a des vapeurs saturantes de CEES par un systeme occlusif réalisé a
I'IRBA (Figures dans Conditions expérimentales p.233). Avec ce systeme, les souris sont
exposées aux vapeurs générées par le CEES liquide. Les souris ont été exposées pendant 30
min. Apres 4 h, les souris ont été décontaminées par du savon et de I’eau. Les souris ont été
sacrifiées apres 1jour, 3 jours, 7 jours ou 14 jours (Figure 63). Du sang et les cerveaux des souris
sacrifiées ont été collectés a ces différents temps. L'analyse du plasma sanguin permet
d’étudier la présence et la persistance des biomarqueurs choisis dans nos travaux i.e. GSH-
CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES. L'analyse des cerveaux complete des études
sur la diffusion et sur I'impact neurologiques du CEES, donc par analogie, de 1'ypérite. Cette
étude a également été 1'occasion de mettre en place I'utilisation de la SPE en ligne qui permet
notamment de diminuer le temps de préparation des échantillons de plasma.

Exposition

cutanée au
CEES

Lo ? % %
PRI : : 7 >

Figure 63 : Représentation schématique de 1'expérimentation sur les souris sans poil et des jours de

2 e

collecte des échantillons. Du sang et le cerveau des souris sacrifiées ont été collectés 1 jour, 3 jours, 7

jours ou 14 jours apres l’exposition.

4.1. Amélioration de la robustesse des analyses : le cas du plasma.

Le plasma correspond a la fraction liquide du sang, c’est-a-dire celle qui a été débarrassée

des cellules (hématies, plaquettes et leucocytes) apres ajout d’anticoagulant et centrifugation.
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Le plasma représente 55% du volume total de sang (Figure 64). Le nombre de protéines
contenues dans le plasma sanguin est évalué a environ 20 000, avec une concentration totale
comprise entre 60 et 80 mg/mL [186]. Le pré-traitement des échantillons est donc une étape

fondamentale pour ce type d'analyse.

Nous avons remarqué aprés avoir analysé quelques échantillons de plasma que les
colonnes se bouchaient rapidement malgré la filtration avec des filtres de 0,22 pm et la
purification par SPE en ligne. Il a été donc nécessaire d’améliorer les étapes de préparation de
I’échantillon avec l'injection. En effet, le plasma contient de protéines qui peuvent précipiter
dans les colonnes au moment des analyses a causes des changements de pH induit par les
phases mobiles et de la présence d’acétonitrile dans le gradient. Nous avons donc cherché a
éliminer le maximum de protéine avant injection. Souvent leur précipitation est faite par ajout
de solvants organiques mais cette méthode ajoute une étape d’évaporation de I'échantillon,
alors que c’est précisément une étape que nous souhaitions éliminer de la préparation
d’échantillon grace a la SPE en ligne. Il a été décidé de réaliser plutot une ultrafiltration. Le
plasma est centrifugé dans des filtres Nanosep® (Pall Laboratory) de 30 kDA pendant 30 min
a 8 000 x g (Figure 65). D’apres le fabricant, ces filtres contenant une membrane semi-
perméable permettent d'éliminer 99 % des protéines. Seules les petites molécules passent, les
protéines sont retenues a la surface du filtre en fonction de la porosité de la membrane choisie.
Les filtres de 30 kDA sont les plus adaptés car la protéine la plus abondantes dans le plasma
est I'albumine qui a une masse d’environ 65kDa. Elle sera donc retenue sur le filtre qui ne
laisse passer dans le filtrat que les composés de moins de 30kDa. Il faut cependant faire
attention a la formation d'un dépo6t de protéines a la surface de la membrane qui est un facteur
limitant de la vitesse et au rendement du processus. Au-dela de 200 uL de plasma, le filtre a
tendance a se boucher. La solution incolore obtenue est transvasée dans les vials pour
'analyse. La mise en place de I'utilisation systématique de cette ultrafiltration a éliminé les

problemes de robustesse de la technique méme lors de séries supérieures a 80 échantillons.
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Figure 64 : Composition du sang humain typique en détaillant la composition du plasma.
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Figure 65 : Processus de préparation de I'échantillon de sa collecte a sa mise dans les vials avant la SPE

en ligne au sein de la chaine HPLC. 1l y a une étape d’ultrafiltration grdce a des filtres de 30kDa.

4.2. Réduction du temps de préparation d’analyse grace a le SPE en ligne

Apres avoir développé un protocole de SPE spécialement pour les milieux de culture, il a
fallu 'adapter au plasma. Afin de réduire le temps de préparation d’échantillon, nous avons
décidé de réaliser la SPE en ligne au sein de la chaine HPLC. En effet, I'étape la plus
chronophage de la préparation d’échantillon avec la SPE « manuelle» est le temps
d’évaporation apres I'étape d’élution des analytes. Cette étape dure entre 4h et 6h. Un autre

avantage de la SPE en ligne est la réduction de la variabilité induite par les manipulateurs car
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le processus est automatisé. Le développement d"une méthode de SPE en ligne est facilité par
le protocole validé en SPE « manuelle » car les principes de le SPE en ligne sont les mémes que

ceux de la SPE « manuelle ».

La réalisation de la SPE en ligne au sein de la chaine HPLC implique la présence d"une
deuxieme colonne dite « SPE » en amont de la colonne dite « analytique ». L’échantillon de
plasma (50 pL) est injecté dans une colonne Nucleodur® PFP de petite taille et de
granulométrie classique (50 mm x 2.0 mm ID, 5 um) de Macherey-Nagel utilisée comme
colonne SPE. Sur une colonne Pentafluorophényle (PFP), les analytes peuvent étre retenus par
différents mécanismes : les liaisons hydrogenes, interactions dipole-dipole, aromatiques (11-
1), hydrophobes (phase inverse) (Figure 66). La phase mobile A est de 1'eau MilliQ tamponnée
par 5 mM de formiate d’ammonium. La phase mobile B est du méthanol avec 5 mM de
formiate d’ammonium. Le méthanol a été préféré a I’ ACN pour sa capacité moins éluante. Les
analytes retenus sur la colonne SPE sont purifiés par un gradient de 0 a 50% de la phase mobile
B pendant 1 minute avec un débit de 500 pL/min et une température de four fixée a 50°C. La
détermination du temps de purification et le débit s’est faite apres de trées nombreux essais en
faisant varier ces parametres. Nous avons recherché un temps de purification et un débit
permettant de laver au maximum 1’échantillon sans pertes en analytes. Apres cette étape, les
analytes sont transférés par permutation d’une vanne six voies dans la colonne dite
« analytique ». La méme colonne que la méthode validée pour les milieux de culture, & savoir

une colonne UHPLC Cjs, a été utilisée pour le plasma.
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Figure 66 : Représentation de la chimie de surface d'une colonne PFP.

Avec une surface PFP, des interactions - 1 sont possibles grace au noyau aromatique. Les
atomes de fluor trés électronégatifs appauvrissent le cycle en électrons. Le noyau aromatique
PFP agit alors comme un acide de Lewis capable d’interagir avec les donneurs d’électrons
(base de Lewis). Les liaisons carbone-fluor du cycle PFP sont extrémement polarisées. C’est

pourquoi les phases PFP permettent des interactions dipole-dipole et des liaisons hydrogenes
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entre 'analyte et I'atome de fluor électronégatif. Le cycle aromatique rigide du PFP, combiné

aux différents mécanismes de rétentions, confére des phénomenes de sélectivité stérique.

Une comparaison a été faite entre une préparation d’échantillon basée sur la SPE manuelle
et la SPE en ligne dans le cas du plasma de souris. Parmi les échantillons de plasma de souris,
recus de nos collaborateurs, ceux ayant les plus grands volumes ont été utilisés pour cette
étude (n=14). Ils ont été analysés avec la méthode validée au chapitre 1 pour les milieux de
culture i.e. avec le méme protocole de SPE. Ils ont été ensuite analysés en utilisant la méthode
SPE en ligne présentés ci-dessus et les parametres UHPLC-MS/MS de méthode validée au
chapitre 1. Seule la préparation d’échantillon difféere. Les deux méthodes permettent de
détecter les mémes quantités de NAC-CEES et de N7Gua-CEES (Figure 67 et Figure 68). De
plus, leur LOD et LOQ déterminées en matrices réelles sont équivalentes (Tableau 12). Pour
ces deux biomarqueurs, la SPE en ligne est pertinente puisqu’elle permet d’avoir des
performances analytiques similaires avec un gain de temps important. La SPE en ligne
améliore méme la détection de GSH-CEES grace a une meilleur LOD et LOQ. Cependant, pour
Cys-CEES, il y a la présence d'un interférent en SPE en ligne qui explique la différence d'un
facteur 5 a 10 entre les quantités détectées par les deux méthodes. Le calcul de la LOD confirme

ce probleme.

159



SPE en ligne

La T GSH-CEES

—&—SPE classique

Concentration (nM)

1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 ‘
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Temps (jours)

200

CVS'CEES SPE en ligne
§ —8—SPE classique
£150 |
5
=)

2100 - J T
t T J_ T
o
Sso 1
o
o
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T T T L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Temps (jours)

50 NAC-CEES SPE en ligne
% 40 —@— SPE classique
=
.0 30
ey
o
£ 20
]

g
o 10
o

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 —.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Temps (jours)
30

N7Gua-CEES SPE en ligne

N
€]

N
o

Concentration (nM)
o &

(]

o

——
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Temps (jours)

Figure 67 : Comparaison entre la quantité de biomarqueurs dans le plasma de souris traitées au CEES
purifié par la SPE "classique" et par la SPE en ligne. Les données représentées sont la moyenne + SEM
(n=4 pour le jour 1 et le jour 3 ; n=2 pour le jour 7 et le jour 14).
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Figure 68 : Relation entre les quantités de biomarqueurs détectés dans le plasma de souris apres
SPE manuelle et SPE en ligne (n=14). Plus la pente est proche de 1, plus les quantités détectées par les

deux préparations d’échantillons sont égales.

SPE en ligne | LOD (fmo) 11 249 51 34
SRUBNE 1 0Q (fmol) 33 576 8,5 8,38
LOD (fmol) 22 50 3,3 4,7

SPE manuelle o e 61 82 72 10,5

Tableau 12 : LOD et LOQ dans le plasma de souris soit aprés SPE manuelle soit apres SPE en

ligne grice a deux souris témoins.
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4.3. Persistance des biomarqueurs dans le plasma jusqu’a 14 jours.

Le sang a été prélevé au niveau du coeur. Le plasma a été récupéré par centrifugation (2000
x g, 10 min, 4°C) puis congelé. Apres envoi jusqu’a notre laboratoire, il a été gardé quelques
semaines a -20°C avant analyse. Les plasmas des souris ont alors été décongelés. Ils ont été
dopés par ajout de 10 pL (0,5 pM) de EI du CEES a 90 pL de plasma. Les échantillons ont été
filtrés puis injectés dans le systeme UHPLC pour une analyse par la méthode combinant SPE
en ligne et analyse par UHPLC-MS/MS. Les parametres de la chromatographie liquide et du
spectrometre de masse sont inchangés par rapport a la méthode validée pour les milieux de

culture.

Les biomarqueurs n’ont pas été détectés dans le plasma des animaux non traités sauf pour
le conjugué Cys-CEES (Figure 69, A). Une molécule présente dans le plasma de souris interfere
avec Cys-CEES. Dans les plasmas d’animaux traités tous les biomarqueurs (Figure 69, B) ont
été détectés c’est-a-dire I'adduit N7Gua-CEES, les conjugués GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-
CEES. Un jour apres I'exposition, le biomarqueur majoritaire dans le plasma est Cys-CEES
suivi de NAC-CEES et N7Gua-CEES suivi de GSH-CEES (Figure 70). L’étude de la cinétique
de N7Gua-CEES montre que sa concentration est maximale 1 jours apres le traitement
(Tableau 13). Aprés, son niveau diminue rapidement mais il reste détectable a 14 jours avec
une quantité tres proche de la limite de détection (ratio concentration jour 14 sur LOD = 1,11).
Le biomarqueur GSH-CEES a été détecté dans presque tous les échantillons avec un niveau
souvent proche de la LOD en ayant peu de variations au cours du temps. Lors des expériences
in vitro, il avait déja été remarqué que le biomarqueur GSH-CEES est présent en tres faible
quantité, proche de la LOD, dans les milieux de culture. Ces résultats in vivo confirment cette
tendance. Au contraire, Cys-CEES et NAC-CEES ont été détectés avec des concentrations
élevées. La concentration maximale de NAC-CEES était au jour 1. Pour Cys-CEES le maximum
se situe autour du jour 1 et 3, les concentrations entre le jour 1 et le jour 3 n’étant pas
statistiquement différentes. Ensuite, leur concentration baisse de facon continue. Cependant
apres 14 jours, la quantité de NAC-CEES était encore 12 fois supérieure a la LOD (Figure 69,
O).
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Figure 69 : Chromatogrammes obtenus apres injection en SPE-UHPLC-MS/MS de plasma de souris.
A : souris non traitée ; B : prélevement au jour 1; C : prélevement au jour 14. L'ordre de sortie est :
Cys-CEES (tr=4,6min), GSH-CEES (tr=4,9 min), N7Gua-CEES (tr=5,7min), NAC-CEES
(tr=5,8min).
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Il faut noter que c’est la premiére fois, dans nos études biologiques, que l'acide
mercapturique NAC-CEES a été détecté. Il est méme le biomarqueur le plus abondant avec
Cys-CEES dans le plasma. L'enzyme qui catalyse cette réaction, N-acétyl-transférase, est
essentiellement exprimée dans les reins et de facon moindre dans le foie [187]. Les dérivés de
I'acide mercapturique peuvent étre aussi formés dans des quantités largement inférieures a
celles du rein, dans d’autres tissus du corps avant de rejoindre le systeme sanguin [188, 189].
Cela explique probablement la concentration importante de NAC-CEES mesurée dans le

plasma et son absence dans les expériences in vitro.
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Figure 70 : Evolution de la concentration des biomarqueurs GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et
N7Gua-CEES dans le plasma de souris. Les données représentées sont la moyenne = SEM (n=20 pour

le jour 1 et 3 ; n=18 pour le jour 7 ; n=19 pour le jour 14).
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GSH-CEES 0,8+0,1 s 1,1+0,4 1,3+0,5 0,5+0,3

Cys-CEES 22,9+33"" 37632 1agxa3”" 39120 "
NAC-CEES 41,0+29 1,41,88 173411 ** 11 68 38405 *x 1t 5,7+2,0 ** 4t
N7Gua-CEES 347429 " 4204 08401 " 03+01 "

Tableau 13 : Concentration (en nM) des 4 biomarqueurs du CEES détectés dans la plasma de souris
exposées au CEES. Pour chaque groupe i.e. jour de sacrifice de l'animal le nombre de souris varie entre
16 et 20. Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n=20 pour le jour 1 et 3 ; n=18 pour le jour 7 ; n=19
pour le jour 14). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 et p<0,01 sont :
* et ** pour la comparaison avec le jour 1; 1 et 11 pour la comparaison avec le jour 3; 1 et 11 pour la

comparaison avec le jour 7; § et §§ pour la comparaison avec le jour 14.

4.4. Diffusion du CEES dans le cerveau

Des effets neurologiques et psychologiques ont été rapportés pour l'ypérite et ont été
confirmés par des données comportementales avec le CEES [79, 80, 190]. Nous avons donc
souhaité focaliser la suite de I'étude sur le cerveau. Les biomarqueurs ont ainsi été quantifiés
dans les cerveaux de souris sacrifiées soit juste avant I'exposition soit 1, 3, 7 ou 14 jours apres
le traitement topique avec du CEES. Le cerveau des animaux sacrifiés a été retiré et congelé a
-80°C. La moitié de chaque cerveau a été broyée afin d’en extraire ' ADN pour quantifier
I'adduit N7Gua-CEES. Un quart des cerveaux de chaque souris a été utilisé afin d’en extraire
les métabolites polaires. Chaque échantillon a été pesé afin de pouvoir normaliser les résultats.
La masse de ces quarts de cerveaux se trouve entre 50 et 150 mg. L’extraction des métabolites
polaires des cerveaux a été faite en utilisant un mélange méthanol : chloroforme (2 : 1) et de
l'eau (détails du protocole d’extraction dans la Partie des Conditions Expérimentales). Lors de
I’extraction la couche contenant les métabolites polaires a été collectée et séchée. L’échantillon

a été reconstitué avec I'eau MilliQ et filtré sur des filtres VWR de 0,2 um.

Le premier biomarqueur d’intérét est I'adduit N7Gua-CEES qui a été mesuré dans I’ADN
nucléaire ainsi que dans le cerveau comme adduit libre. Au niveau de I’ADN, aucune trace de

I'adduit n’a été détectée dans les cerveaux de souris non exposées. Dans cet organe, il est
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spécifique au CEES. Au cours du temps, nous observons une augmentation de 1'adduit
jusqu’au jour 3 (Figure 71). Le nombre d’adduit entre le jour 1 et le jour 3 ne sont pas
statistiquement différentes. Apres le jour 3, la quantité d’adduit baisse continument jusqu’au
jour 14 ou I'adduit reste détectable avec une quantité de 18,0 + 6,7 adduits par million de
nucléosides. La quantité de N7Gua-CEES mesurée a 14 jours a été en moyenne 28 fois
supérieure a la LOD de la méthode. Dans les extraits de métabolites polaires de cerveau, les
adduits libres de N7Gua-CEES ont été détectés du jour 1 au jour 14 (Figure 72). Ils ne sont pas
présents dans les cerveaux des souris non exposées. Leur concentration est maximale au jour
1. Apres 2 semaines, il ne reste en moyenne que 10% de leur valeur maximale et N7Gua-CEES

n’est présent dans les extraits au-dela de la LOD que dans seulement 1 souris sur 2.
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Figure 71 : Evolution du nombre d’adduit N7Gua-CEES dans I’ADN de cerveau de souris exposées au
CEES. Pour chaque groupe i.e. jour de sacrifice de I'animal le nombre de souris varie entre 16 et 20. Les
valeurs sont les moyennes + SEM (n=18 pour le jour 1; n=20 pour le jour 3 ; n=19 pour le jour jour
7; n=12 pour le jour 14. Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 et
p<0,01 sont : *et ** pour la comparaison avec le jour 1; 1 et 1 pour la comparaison avec le jour 3; T et

11 pour la comparaison avec le jour 7; § et §§ pour la comparaison avec le jour 14.

Les biomarqueurs GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES de la voie de lacide
mercapturique ont aussi été quantifiés dans les cerveaux (Figure 72). Tous les trois sont
spécifiques puisqu’ils n'ont pas été détectés dans les cerveaux de souris non traitées. Leurs

concentrations sont similaires au jour 1. C'est a ce premier temps, que nous observons la
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concentration maximale de GSH-CEES. Les concentrations de Cys-CEES et NAC-CEES sont
maximales et stables jusqu’au jour 3. Les concentrations de Cys-CEES et NAC-CEES aprés 1
jour et 3 jours ne sont pas statistiquement différentes. Ensuite, les concentrations de tous les
biomarqueurs baissent. Cette diminution est la plus rapide pour le biomarqueur GSH-CEES
qui a une concentration déja inférieure a la LOQ au jour 3 et des valeurs limites au jours 7 et
14. Ce biomarqueur est peu persistant dans le cerveau par rapport aux biomarqueurs Cys-
CEES et NAC-CEES qui sont détectables 2 semaines apres l'exposition. Au jour 14, la
concentration moyenne de NAC-CEES est encore 9 fois supérieure a la LOD. La quantification

du Cys-CEES a partir du jour 14 est plus compliquée a cause de la présence de pics interférents.

4.5. Bilan

L’application de notre méthode a une étude animale nous a amenés a travailler sur une
grande série d’échantillons. Afin de gagner du temps dans la préparation d’échantillon et
d’améliorer la reproductibilité, nous avons développé une méthode de SPE en ligne. Avant
l'injection, pour améliorer la robustesse des analyses de plasma, une ultrafiltration est réalisée
pour éliminer le maximum de protéines. Dans le plasma, tous les biomarqueurs ont été
détectés. Cependant apres 14 jours, seul NAC-CEES est quantifiable chez I'ensemble des
souris. Les résultats de Cys-CEES, aux faibles concentrations, sont entachés par la présence
d’interférents. Environ chez une souris sur deux, apres 14 jours, il est possible de quantifier
I’adduit libre N7Gua-CEES. La concentration du biomarqueur GSH-CEES oscille autour de la
LOD dés le 3¢me jour apres I'exposition. De plus 'adduit N7Gua-CEES libre et les métabolites
de la voie de I'acide mercapturique GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES ont été détectés dans
les extraits de cerveau. Leur présence montre bien que le CEES a la capacité de traverser la
peau et de se diffuser dans I’organisme via la circulation sanguine pour atteindre des organes
internes. C'est d’ailleurs ce que suggere la présence des biomarqueurs dans le plasma. Une
autre explication non exclusive pourrait étre que le cerveau est fortement irrigué par le sang,
ce qui pourrait expliquer la forte concentration de biomarqueurs qui y est retrouvée. La
formation d’adduits dans I’ADN nucléaire montre quand méme que le CEES non métabolisé
a atteind le cerveau et/ou que le cerveau sert de réservoir de métabolites de la voie de I'acide
mercapturique apreés transfert sanguin. Les résultats de cette expérimentation animale sont

présents dans une publication acceptée au journal Toxicology (voir Annexe 2).
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Figure 72 : Evolution de la concentration (en nM) des 4 biomarqueurs du CEES détectés dans le cerveau
de souris exposées au CEES. Pour chaque groupe i.e. jour de sacrifice de 'animal le nombre de souris
varie entre 16 et 20. Les valeurs sont les moyennes £ SEM (n=20 pour le jour 1 ; n=18 pour le jour 3
et 7; n=9 pour le jour 14). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes pour p<0,05 et
p<0,01 sont : *et ** pour la comparaison avec le jour 1; 1 et 1 pour la comparaison avec le jour 3; § et

11 pour la comparaison avec le jour 7; § et §§ pour la comparaison avec le jour 14.
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Toutes ces expériences biologiques in vitro et in vivo réalisées avec du CEES permettent de
conclure sur la pertinence biologique des biomarqueurs choisis au début des travaux de cette
thése. Les résultats obtenus lors de ces différents traitements correlent et sont cohérents avec
les mécanismes biologiques connus. Apres exposition, I’adduit a la position N7 de la guanine
est formé puis excrété par les cellules pour se retrouver dans le systeme sanguin jusqu’a 7 jours
chez toutes les souris et 14 jours dans la moitié des cas. Le premier conjugué de la voie de
I'acide mercapturique GSH-CEES est rapidement formé mais est peu persistant. Son dérivé, le
conjugué Cys-CEES, est formé efficacement mais difficilement quantifiable au-dela du 7¢me
jour a cause de la présence d’interférents. L’acide mercapturique ne semble pas pouvoir étre
produit par la peau. Cependant, dans un organisme entier, il est bien présent dans le sang au

moins deux semaines apres I’exposition.

Le CEES, n’étant pas une menace en soi mais un outil en recherche, nous avons décidé de
mettre au point une méthode analytique de quantification de biomarqueurs de 1'ypérite, en

nous basant sur tout le travail analytique et biologique réalisé avec le CEES.
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5. Mise au point d'une méthode de quantification des
biomarqueurs de l'ypérite.

5.1. Sélection des biomarqueurs.

Au début de ces travaux de these, il a été décidé d’évaluer la pertinence de quatre
composés comme biomarqueurs de 1'ypérite. La possibilité de realiser des expériences avec
I'ypérite étant tres restreinte par un cadre légal exigeant, il était pertinent de « dégrossir » le
travail avec son analogue, le CEES. Il a été ainsi possible de définir une stratégie analytique et

d’obtenir des données biologiques validant la pertinence biologique de ces biomarqueurs.

Les études sur le CEES nous ont également guidés dans la sélection des biomarqueurs les
plus intéressants pour des applications a 1'ypérite. Nous avons ainsi décidé de ne plus
quantifier lors des prochaines expériences biologiques le conjugué au glutathion, GSH-Yp lors
d’une exposition a I'ypérite, puisqu’il est un métabolite intermédiaire éphémere. Nous avons
a l'inverse décidé de conserver le conjugué a la cystéine, Cys-Yp, parce qu’il est souvent le
biomarqueur détecté en plus grande quantité. Des difficultés de sensibilité pour Cys-CEES
avaient été rencontrées du fait de la présence d’interférents. Ces derniers sont liés a la matrice
et a la fragmentation de la molécule d’intérét. Comme la masse de la molécule est différente
entre les dérivés de I'ypérite et ceux du CEES, les interférents pourraient disparaitre. Par
ailleurs, nous envisageons dans cette suite du travail d’utiliser des matrices humaines, plutot
que de souris, qui pourraient ne pas contenir ces interférents. L’acide mercapturique de
I'ypérite, NAC-Yp, est potentiellement le biomarqueur le plus persistant parmi ceux de la voie
de I'acide mercapturique. Il est donc gardé dans cette nouvelle méthode analytique adaptée a

une exposition a 1'ypérite. Nous garderons également 'adduit de la guanine N7Gua-Yp.
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Figure 73 : Formule topologique des biomarqueurs de 1'ypérite sélectionnés, Cystéine-Ypérite, N-

Acétylcystéine-Ypérite, N7Guanine-Ypérite, apres les traitements biologiques réalisés avec le CEES.

5.2. Synthése et calibration des standards.

Les standards des conjugués de 'ypérite ne sont pas disponibles dans le commerce, et ont
donc été synthétisés comme ce fut le cas pour les standards du CEES. La stratégie de synthese
pour les biomarqueurs du CEES a été de faire réagir le toxique avec la biomolécule d’intérét
(Cystéine, Glutathion, N-Acétylcystéine, dGuo). Une approche équivalente pour 1'ypérite
n’est pas possible au laboratoire qui n’a pas l'autorisation de disposer et d'utiliser cet agent
chimique de guerre. Des conjugués ont été synthétisés avec d’autres électrophiles pour servir
comme standards de méthodes analytiques. Par exemple, Bielmann et al. ont préparé le
conjugué GSH-Yp en partant du thiodiglycol [20] mais ils n’ont pas synthétisé les autres
conjugués de la voie de 'acide mercapturique et leurs synthéses comportent de nombreuses
étapes. Nous avons donc choisi une autre voie de synthese, réalisable en une seule étape de la
méme facon qu’avec le CEES, en utilisant le sulfure de 2-chloroéthyl 2-hydroxyéthyl (CESE).
C’est un composé qui a la méme formule topologique que 1'ypérite a I'exception d"un atome
de chlore remplacé par un groupement hydroxyle (Figure 74). Ce composé a été obtenu aupres
de la société ChemSpace (Riga, Lettonie) qui possede a son catalogue de nombreux composés

synthétisés a la demande.
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Figure 74 : Formule topologique du sulfure de 2-chloroéthyl 2-hydroxyéthyl (CESE).

L’intérét du CESE est qu’il permet d’obtenir certains des dérivés produits par réaction de
I'ypérite. Lorsque 1'ypérite alkyle des biomolécules, un atome de chlore est éliminé dans la
réaction. L'ypérite étant bifonctionnelle, il reste un second chlore, qui est soit éliminé par une
seconde réaction d’alkylation de biomolécule soit hydrolysé pour donner une fonction
hydroxyle (Figure 75). Ainsi, il est possible de retrouver comme métabolite de I'ypérite dans
l'organisme des monoadduits a des biomolécules portant un chaine hydroxyéthylthioéthyle.
La réaction du CESE avec une biomolécule permet d’obtenir directement ce type de
métabolites de I'ypérite (Figure 75). Par contre, il ne permet pas d’obtenir les bi-adduits et bi-
conjugués produits par 1'ypérite qui ne sont pas majoritaires mais qui ont des conséquences

biologiques importantes.

Les syntheses avec le CESE ont été faites en suivant le méme schéma que les syntheses
avec le CEES présentées au Chapitre 1. Les détails se trouvent dans la partie Conditions
Expérimentales a la p.237. Brievement, nous avons fait réagir des solutions de cystéine et de
NAC et de dGuo avec du CESE pur. Apres réaction pendant une nuit, il ya eu des étapes de
lavages et de purifications par un systeme HPLC-UV. Les biomarqueurs de I'ypérite sont aussi
des molécules qui absorbent en UV (A=220 nm pour Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp), ce qui a
permis de les collecter en sortie de colonne par identification de pics sur les chromatogrammes.
Lors de la purification, les fractions collectées ont été analysées par UHPLC-MS/MS. Les
fractions contenant les composés d’intérét ont été regroupées et purifiées une seconde fois. Les

solutions finales ont été lyophilisées puis mise en solution dans de I'eau MilliQ.
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Figure 75 : Mécanismes réactionnels simplifiés entre soit |'ypérite soit le CESE soit le CEES et des
nucléophiles en milieu aqueux. Le nucléophile, Nu, peut étre des biomolécules telles que la N-

acétylcystéine, la cystéine et la guanine.

L’étape suivante a été de vérifier la structure moléculaire des produits et d’évaluer leur
pureté. Pour cela, une analyse 'H RMN de chaque standard a été faite (Tableau 14). L’étude
des spectres RMN a pu confirmer les structures des standards synthétisés. L’adduit N7Gua-
Yp avait déja été caractérisé par la RMN du proton, nos données concordent avec les résultats
de Fidder et al [118]. L’analyse des spectres RMN a été facilitée par le travail fait pour les
biomarqueurs du CEES puisque presque tous les groupements sont identiques. L’étude de la
fragmentation en spectrométrie de masse permet de conforter la caractérisation des standards
(p.177). La pureté a été estimée en faisant le ratio entre la somme des intégrations des
impuretés sur la somme des intégrations de tous les pics du spectres (impuretés et standards).
Ainsi, le standard de Cys-Yp est pur a 45%, le standard de NAC-Yp est pur a 57% et le N7Gua-
Yp est pur a 62%. La présence d'impuretés dans les solutions des standards de 1'ypérite n’a

pas d’impact significatif lors de la détection en mode MRM.

La caractérisation des solutions de standards a permis de valider les structures et d"avoir
une estimation de leur pureté. Les syntheses avec le CESE nous ont donc permis d’obtenir les
standards recherchés : Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Il est ensuite nécessaire de connaitre
leur concentration pour réaliser des analyses quantitatives. Les solutions ont été calibrées par
UHPLC couplée au spectrometre de masse en utilisant le mode de scan SIM. Comme référence

pour calibrer les solutions nécessaires a la préparation de la gamme d’étalonnage, nous avons
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utilisé les solutions calibrées de standards du CEES. Les concentrations des solutions meres
des standards Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp ont ainsi été déterminées comme étant 1,668
mM ; 0,111 mM et 0,343 mM respectivement.

5.3. Synthése et calibration des étalons internes.

Comme pour la méthode d’analyse des biomarqueurs du CEES, nous avons décidé
d’utiliser la dilution isotopique. C’est pour cela que nous avons synthétisé des étalons internes

marquées par des isotopes stables (Figure 76).

Nous avons donc synthétisé Cys*-Yp, NAC*-CEES et N7Gua*-CEES, qui ont été
systématiquement ajoutés aux matrices avant les étapes de préparations des échantillons et
aux standards d’étalonnage. Les syntheses sont similaires a celles utilisées pour les EI du
CEES. Le détails se trouvent a la p.238 dans les Conditions Expérimentales. Nous avons fait
réagir des solutions de chaque biomolécule marquée par des isotopes stables (13C et/ou °N)
(Cys *, NAC*, et dGuo*) avec du CESE. Apreés la réaction pendant une nuit, les lavages, la
purification par SPE(voir p. 237), les EI ont été calibrés par UHPLC-MS/MS a partir des
standards du CEES calibrés. Les concentrations des solutions méres des étalons internes, Cys*-

Yp, NAC*-CEES et N7Gua*-CEES sont respectivement de 0,304 mM ; 0,060 mM et 0,651 pM.

Désormais, nous avons des solutions de standards calibrées ainsi que des EI spécifiques a
I'ypérite. Elles ont été utiles pour adapter la méthode analytique des biomarqueurs du CEES

a ceux de I'ypérite.
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0]
1 4 5 .
S
Cys-Yp HO/\/ \/\S on
2 3
NH,
Déplacement | Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
(ppm)
2,71 2H t 6,2 2
2,79 4H S / 3&4
3,05 2H m 44 /17 5
3,69 2H t 6,4 1
? 1H dd ? 6
HO 2 HO
\/\ 3 o]
! S/\/S 6
4
NAC-Yp 5 N\
0%
7
Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
(ppm)
1,99 3H S / 7
2,70 2H t 6,3 2
2,76 4H S / 3&4
3,02 & 2,87 2H m 4,4/13,9 5
3,69 2H t 6,3 1
4,31 1H dd 46/8 6

o) ‘ p
N7Gua-Yp " /T

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement
(ppm)
2,53 2H t 6,2 2
2,99 2H t 6,4 3
3,60 2H t 6,3 1
4,41 2H t 6,7 4

Tableau 14 : Analyse des spectres RMN du proton de Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp.
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Cystéine*-Ypérite (Cys*-Yp) N-Acétylcystéine*-Ypérite (NAC*-Yp)

N7Guanine*-Ypérite (N7Gua*-Yp)

Figure 76 : Formule topologique des étalons internes des biomarqueurs de I'ypérite, I'astérisque

désigne les isotopes stables 13C et 1°N.

5.4. Préparation des échantillons adaptée aux biomarqueurs de I'ypérite.

La méthode mise au point au chapitre 1 est efficace mais chronophage. Comme expliqué
précédemment (p.155), nous avons donc décidé d’optimiser cette étape du protocole
analytique pour améliorer la robustesse et réduire le temps total de la préparation des

échantillons.

La Figure 77 récapitule I'ensemble des étapes de la préparation du plasma, de la
décongélation de I'échantillon & son injection pour la SPE en ligne. Briévement, 1'échantillon
dopé par des El est filtré deux fois, d’abord avec un filtre de 0,2 um pour éliminer les particules
puis avec une membrane de 30kDa pour éliminer la majorité des protéines. Le filtrat est
directement injecté pour la SPE en ligne. Les parameétres de la SPE en ligne décrits au chapitre
précédent ont été adaptés aux standards de I'ypérite (détails p.240). Le dépot et le lavage de
I’échantillon ne se fait qu’avec la phase mobile A aqueuse a 100% pendant 1 min. Apres les

analytes sont transférés vers la colonne analytique par les solvants de cette colonne.

Comme les 2 colonnes chromatographiques (SPE et analytique) possedent des

mécanismes de rétention différents, on parle d’orthogonalité. La colonne SPE est une phase
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PFP alors que la colonne analytique a une phase C18. Plus I’orthogonalité est importante, plus
on peut espérer obtenir une purification de I"échantillon efficace [191]. A noter que la colonne
SPE est plus courte et que ses particules sont de plus grande granulométrie que la colonne
UHPLC. L’ensemble de ces étapes prend environ 45 minutes contre 5 a 6h avec la SPE

manuelle précédemment développée.

—‘ Décongélation du plasma

—‘ 90uL of plasma + 10uL SI

—{  Filtration 0,2um 5min a 8000g

Filtration avec Nanosep 30kDa
] 30min a 8000g

—‘ Transfert du filtrat dans les vials

—‘ Volume d’injection: 50pL

i SPE en ligne _

Figure 77 : Les différentes étapes de la préparation des échantillons de plasma.

5.5. Adaptation de l1a méthode UHPLC-MS/MS aux biomarqueurs de 1'ypérite

Grace aux standards synthétisés, nous avons pu adapter les parametres de la
chromatographie liquide et du spectrometre de masse de la méthode validée au chapitre 1
pour le CEES. Les dérivés du CEES et les standards de 1'ypérite étant chimiquement peu
différents, I’adaptation a été assez rapide. La différence principale est que les monoadduits de
I'ypérite possedent un groupe hydroxyle ott ceux du CEES ont un atome d’hydrogene. Les
biomarqueurs de I'ypérite sont donc plus polaires et moins bien retenus en chromatographie
en phase inverse du fait d'une diminution des interactions hydrophobes. Le gradient de la
chromatographie et la phase mobile B ont ainsi été modifiés afin d’augmenter la rétention des
dérivés de I'ypérite sur la colonne. La phase mobile B est dorénavant du méthanol de qualité
HPLC-MS tamponnée avec du formiate d’ammonium (2 mM) et de I'acide formique (0,2%).

Les conditions initiales sont 1% de la phase mobile B pendant 2 min. La proportion de B
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augmente linéairement jusqu’a 10% entre 2 et 4 min puis jusqu’a 60% entre 4 min et 8min. Il y
a un plateau de 1 min a 60% de B avant un retour aux conditions initiales a partir de 9,1 min.
L’augmentation de la part de solvant organique est plus progressive que lors de I'analyse des
standards du CEES. Le temps d’analyse total est de 11 min en incluant la SPE en ligne c’est-a-

dire exactement le méme temps d’analyse que la méthode pour les dérivés du CEES.

Le spectrometre de masse est toujours utilisé avec le mode de scan MRM « Multiple
Reaction Monitoring ». L’ensemble des parametres du spectromeétre de masse de la premiere
méthode validée ont été gardés. Lors de la purification des standards, des spectres en mode
MS? (product ion scan) ont été enregistrés pour chaque composé d’intérét. Ils permettent
d’identifier les ions fils les plus intenses pour définir les fragments gardés en MRM (Tableau
15). Certains fragments sélectionnés sont, de facon cohérentes, similaires a ceux observés pour
les dérivés du CEES (Figure 79). En effet, les coupures se font autour des soufres (du soufre du
CEES et du soufre de la biomolécule) via le mécanisme des coupures en alpha favorisées par
la présence d’atomes électronégatifs. Pour chaque biomarqueur, 3 ions fils ont été retenus pour

les analyses en mode MRM.

1,E+05

8,E+04

+ 6,E+04

Intensité (cps)

4,E+04

2,E+04

0,E+00 —— A
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Temps (min)

Cys-Yp N7Gua-Yp —NAC-Yp

Figure 78 : Chromatogramme obtenu apres injection en SPE-UHPLC-MS/MS de 0,5 pmol des
biomarqueurs de I"ypérite dans du plasma humain. Lordre de sortie est : Cys-Yp (tr=3,5min), N7Gua-

Yp (tr=5,8min), NAC-Yp (tr=7,1min).
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Cys-Yp 226 61/ 74 / 105
NAC-Yp 268 84 /116 / 162
N7Gua-Yp 256 61 /87 /105

Tableau 15 : lons parents et ions fils lors de I'analyse en mode MRM des standards des biomarqueurs

de I'ypérite.

5.6. Validation de la méthode SPE en-line - UHPLC - MS/MS dans le cas du

plasma.

Nous avons voulu valider la méthode d’analyse utilisant la SPE en ligne adaptée au
plasma pour les biomarqueurs de I'ypérite. L’ objectif a court terme est de pouvoir utiliser cette
méthode pour analyser du plasma d’animaux intoxiqués par de [l'ypérite. Ces
expérimentations animales sont réalisées par I'IRBA. Comme pour la premiere validation,
nous avons suivi les criteres définis par la FDA [6]. Nous nous sommes aussi appuyés sur un
rapport d'un groupe de travail en toxicologie médico-légale [7]. Pour l'ensemble des
expériences de validation la matrice et bien que les premiéres applications envisagées étaient
dans des études animales, nous avons utilisé comme matrice blanche (matrice de controle) du
plasma humain d’origine commerciale (CliniSciences). Nous n’avions pas assez de plasma de
souris témoins de I'étude, présentée au chapitre précédent, pour réaliser toutes les analyses de
la validation. De plus, I’objectif final est d’avoir une méthode adaptée aux matrices humaines

et l'utilisation de plasma humains était donc tres pertinente.
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Figure 79 : Spectres de fragmentations des molécules Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp.
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5.6.1. La droite d’étalonnage

Nous avons choisi de travailler avec une gamme linéaire comme pour les biomarqueurs
du CEES. Les courbes d’étalonnage des standards sont donc modélisées par une droite passant
par zéro. Pour NAC-Yp et N7Gua-Yp, la gamme linéaire validée se situe entre 0,1 et 10 pmol
injectés. Pour Cys-Yp, la gamme est réduite de 0,25 a 10 pmol injectés car le point d’étalonnage
a 0,1 pmol n'a pas été validé (Figure 81). Au point de 0,1 pmol, les variations sont trop

importantes, le CVr et le CVR sont supérieurs a 20%.
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Figure 80 : Analyse des étalons de la droite d’étalonnage du N7Gua-Yp trois jours différents (n=15).

Les limites (inférieure et supérieure) sont fixées a £ 15% de la quantité d’étalon attendue.

o oy,

5.6.2.  Laspécificité

Des matrices blanches de plasma humain ont été analysées ainsi que des matrices blanches
de plasma dopées avec les étalons internes marqués par des isotopes stables. Dans tous les cas,
il n'y avait la présence d’aucun interférent aux temps de rétention des standards. Il n'y a pas
eu non plus d’effet mémoire méme apres injections des concentrations les plus élevées des
standards de la gamme d’étalonnage. Les criteres de sélection d'un analyte, au moment de

l'intégration des pics, sont les mémes que ceux utilisés pour les biomarqueurs du CEES.
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5.6.3. Lafidélité

L’étude de la fidélité permet de s’assurer que les résultats de plusieurs analyses d'un
méme échantillon sont équivalents. Pour étudier ces variations intra-jour et inter-jour, un
blanc, un blanc avec les étalons internes et les six points de la gamme contenant la LOQ ont
été analysés 5 fois lors d"une méme série. Plusieurs séries similaires ont été analysés a des jours
différents. La répétabilité a été évaluée grace au calcul du CV de répétabilité noté CVr. Pour
finir, la précision inter-jour, de la méme facon a été déterminé par le CV de fidélité
intermédiaire noté CVR. En accord avec les critéres de la FDA, les variations intra-jour et inter-
jour de NAC-Yp et N7Gua-Yp ne dépassent ni 15% ni 20% pour la plus faible concentration
(Figure 81). En revanche, pour le plus petit point de la gamme de Cys-Yp les variations intra-
jour sont de 27,6% et les variations inter-jour sont de 37,3%. De telles variations ne permettent

pas de valider ce point de la gamme.

5.64. Lajustesse

Les points de la gamme sont validés du point de vue de la justesse si I'écart entre la valeur
réelle et la valeur déterminée est en moyenne inférieure a 15%, et est tolérée jusqu’a 20% pour
le point de concentration correspondant a la LOQ. La justesse est validée pour tous les points
de la gamme de tous les standards. La justesse n’est ni inférieure a 95,6% ni supérieure a

107,2%. La méthode permet donc d’avoir des valeurs tres proches des valeurs réelles.

Cys-Yp NAC-Yp N7Gua-Yp
n (pmol) Justesse CVr CVR Justesse CVr CVR Justesse Cvr CVR
0,10 99,2% 27,6% 37,3% 102,3% 13,1% 13,1% 107,2% 12,6% 13,7%
0,25 99,3% 10,6% 11,7% 97,3% 5,8% 5,9% 100,4% 4,8% 4,9%
0,50 95,6% 6,5% 7,7% 102,2% 7,3% 7,3% 101,5% 9,6% 10,4%
1,00 99,8% 5,1% 6,2% 97,9% 8,4% 8,4% 100,2% 6,7% 6,7%
5,00 101,1% 2,6% 2,6% 103,1% 11,5% 12,7% 99,1% 4,9% 4,9%
10,00 98,6% 3,2% 3,3% 96,9% 6,4% 7,2% 98,6% 2,3% 3,3%

Figure 81 : Validation statistique de la méthode. La justesse et la répétabilité de tous les points de la
gamme d’étalonnage sont présentés. CVr correspond aux variations intra-jour et CVR correspond aux

variations inter-jour.
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5.6.5. Limite de détection (LOD) et Limite de Quantification (LOQ)

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) ont été établis pour
chaque standard en utilisant la méthode décrite au chapitre 1. La LOQ et la LOQ de la méthode
développée ont été déterminés en analysant 9 échantillons blancs de plasmas dopés par les SI.
Les LOD obtenues sont 54, 83 et 25 fmol pour Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp respectivement.
Les LOQ correspondantes sont 125, 183 et 51 fmol.

5.6.6. Validation par les profils d’exactitudes

Une représentation graphique des résultats en valeurs relatives par rapport a la valeur de
référence (valeur réelle) est effectuée. On reporte sur 1’axe horizontal les valeurs de référence

moyennes, et sur 1’axe vertical :
- la justesse :

Concentration retrouvée par la méthode
Justesse (%) = , ~ X 100
Concentration réelle

Equation 7 : Formule permettant de calculer la justesse.

- les bornes de tolérance relatives haute et basse

Ces bornes forment un intervalle qui sert a prédire dans quel intervalle se situerait un
grand nombre de mesures. Dans la mesure ol on fait une prédiction, il y a bien stir un risque
d’erreur et il existe différents intervalles de dispersion selon la fagcon dont le risque est pris en
compte. Nous avons choisi un risque de 0,05 donc statistiquement 95% des mesures se situent

dans l'intervalle de tolérance.
Justesse + (t X CVR)

Equation 8 : Formule permettant de calculer les bornes de tolérance relatives haute (en faisant
'addition) et basse (en faisant la soustraction). CVR est la fidélité intermédiaire, t est obtenue par la loi

de Student inverse (risque, DDL).
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- les limites d’acceptabilité relatives haute et basse.
Justesse théorique (100%) + Erreur acceptée (15% et 20% pour le plus petit niveau)

Equation 9 : Formule permettant de calculer les limites d’acceptibilité relatives haute et basse.

L’interprétation des profils d’exactitudes présentés a la Figure 82 est simple. Aussi
longtemps que les bornes de tolérances relatives sont comprises entre les limites
d’acceptabilité, la probabilité que la différence entre la valeur trouvée par la méthode et la
valeur de réelle reste inférieure a la limite d"acceptabilité de 15% et de 20%. Dans le cas de Cys-
Yp, la borne supérieure coupe la limite supérieure d’acceptabilité vers le niveau de 0,25 pmol.
Cela signifie que pour une quantité égale ou inférieure, la méthode ne permet plus en moyenne
des résultats acceptables. Le domaine de validité correspond aux concentrations pour
lesquelles les bornes de tolérance sont comprises dans les limites d’acceptabilité. Pour Cys-Yp,
le domaine de validité de la méthode est donc compris entre les 0,5 et 10 pmol. Pour NAC-Yp
et N7Gua-Yp, les bornes sont toujours comprises dans les limites ce qui permet d’avoir pour

ces standards un domaine de validité entre 0,1 pmol et 10 pmol.

Comme attendu, nous remarquons que la fidélité augmente avec la concentration,
conduisant a un profil d’exactitude élargi aux faibles quantités, et qui se rétrécit quand celle-

ci augmente.
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Figure 82 : Profils d'exactitude des standards Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp.
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5.6.7. La stabilité

L’étude de la stabilit¢é des biomarqueurs dans les matrices permet d’identifier les
conditions de stockage dans lesquelles les analytes sont stables et celles ot ils se dégradent.
Dans les plasmas gardés a -20°C pendant 2 mois, les standards N7Gua-Yp et NAC-Yp sont
stables. L'impact des décongélations successives a aussi été évalué. Apres la répétition de 7
cycles de congélation / décongélation, la quantité de NAC-Yp détectée est égale a la quantité
initiale. La quantité de N7Gua-Yp est 1égérement surévaluée avec ces cycles. Nous ne pouvons
conclure sur la stabilité de Cys-Yp car les quantités de ce standard dans ces séries-la de

validation étaient aberrantes avant étude de la stabilité, certainement a cause d’une erreur de
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Figure 83 : Recouvrement des standards dans du plasma apres conservation 2 mois a -20°C ou aprés 7
cycles de congélation / décongélation. Les résultats de Cys-Yp ne sont pas montrés car les quantités de

ce standard dans ces séries de validation étaient aberrantes avant étude de la stabilité.
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5.7. Bilan

L’ensemble des outils d’analyse ont été mis en place pour I'analyse dans le plasma des
biomarqueurs d’ypérite choisis: Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Nous disposons, apres
synthese, de solutions calibrées de leur standard ainsi que leur EI. Le protocole mis au point
est rapide. La premiere partie de la préparation d’échantillon consiste en deux filtrations
successives permettant d’éliminer la majorité des protéines. La seconde partie est réalisée de
facon automatisée au sien de la chaine HPLC grace a la SPE en ligne. Les parametres de la SPE
en ligne, de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse ont été adaptés aux
biomarqueurs de I'ypérite a partir de ceux utilisés pour les dérivés du CEES. Cette méthode
peut donc étre utilisée pour l'analyse de plasma dans le cadre d"une exposition a 1'ypérite
animale et humaine. Afin de pouvoir synthétiser les standards de l'ypérite, le CESE a été
utilisé. Tout comme le CEES, il peut étre considéré comme un analogue de I'ypérite. Des
traitements biologiques avec le CESE permettent de mettre en application la méthode validée

dans ce chapitre et de faire une étude comparative entre le CEES et le CESE.
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6. Vers un nouvel analogue de l'ypérite : le CESE.

Le sulfure de 2-chloroéthyl 2-hydroxyéthyl (CESE) a servi a synthétiser les standards des
biomarqueurs de I'ypérite choisis. Le CESE peut étre aussi considéré comme un analogue de
I'ypérite, ’est-a-dire un composé induisant des effets biologiques similaires. Il est tres peu
présent dans la littérature et n’a été considéré que dans un article comme un potentiel analogue
[192]. De par sa structure chimique, il a une réactivité trés proche de celle de I'ypérite. La
différence majeure est qu’il est monofonctionnel a I'instar du CEES. Cependant, a la différence
de ce dernier, il porte une fonction hydroxyle qui mime mieux les modifications des
biomolécules que le CEES. Nous avons donc utilisé le CESE lors de traitements de cultures
primaires de kératinocytes humains normaux pour vérifier la formation des biomarqueurs de
I'ypérite et pour évaluer sa toxicité par rapport a celle du CEES. Les résultats de ces traitements
permettent d’évaluer la pertinence de cet analogue peu utilisé. Le protocole des traitements

biologiques est identique a celui pour les traitements des cellules HaCaT.

6.1. Propriétés physico-chimiques du CESE

Le CESE est un produit de la dégradation de I'ypérite. Il est le résultat d"une premiére
hydrolyse de 1'ypérite en milieu aqueux. La seconde hydrolyse forme le thiodiglycol (TDG)
(Figure 84). Le Tableau 16 présente quelques propriétés physico-chimiques de I'ypérite, du
CESE et du CEES. En faisant une comparaison, nous constatons que le CESE a des propriétés
plus proches de celles de I'ypérite que le CEES. C'est le cas pour la masse moléculaire, le point
d’ébullition et la densité. Au laboratoire, lors de I'utilisation du CESE et du CEES, nous avons
aussi observé une différence d’aspect. Le CESE est jaune et huileux, ce qui correspond a la
description classique de I'ypérite en présence d'impuretés. Au contraire, le CEES utilisé est
incolore et se préleve facilement avec des pipettes, il n’est pas huileux. Ces considérations
qualitatives montrent que le CESE d’un point de vue physico-chimique est plus proche de

I'ypérite que le CEES.
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Figure 84 : Deux hydrolyses successives de 1'ypérite qui forment d’abord le CESE puis le TDG.

Couleur Jaune / Brun Jaune Incolore
Masse moléculaire (g/mol) 159 140 124
Point d’ébullition (°C) 216 250 156
Densité 1,274 1,197 1,07

Tableau 16 : Comparaison de certaines propriétés physico-chimiques de I'ypérite, du CESE et du CEES.

6.2. Toxicité

D’apres la fiche de sécurité du fabricant, le CESE est dangereux. Il est toxique en cas
d’ingestion, par contact cutané, par inhalation. Il provoque une irritation cutanée, une sévere
irritation des yeux et peut irriter les voies respiratoires. Classé CMR, il est susceptible d'induire
des anomalies génétiques, de provoquer le cancer, de nuire a la fertilité ou au fcetus, des effets
graves pour les organes. C'est un produit qui se manipule avec de grandes précautions, avec

tous les équipements de protection individuelle et sous sorbonne.

Le Tableau 17 présente quelques doses létales médianes chez le rat et la souris de I'ypérite,
du CESE et du CEES. Malheureusement, le manque de données sur la toxicité animale du
CESE limite la comparaison des DL50. Nous pouvons constater que le CEES et le CESE sont
moins toxiques que l'ypérite. En effet, ces deux analogues ont des DL50 supérieures a celles

de I'ypérite d’un facteur variant de 5 a presque 200, chiffres qui montrent une plus forte
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toxicité du CESE que du CEES. Dans le cas de la DL50 d"une exposition cutanée chez la souris,
nous avons les valeurs pour les trois toxiques. Le plus toxique est I'ypérite avec une DL50 de
5,79 ,7 mg/kg suivi du CESE avec une DL50 de 600 mg/kg puis le moins toxique des trois est
le CEES avec une DL50 de 1425 mg/kg.

DL 50
DL 50 DL 50 rat DL 50 DL 50 DL 50
rat rat sous- souris souris souris

DL 50

souris

sous-
cutanée

oral peau cutanée  intraveineuse peau oral
(mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)  (mg/ke) (1o/1g)

L. . . Y 9,78 19,3 ¢ 13,58
Ypérite 2,4 2,4 3,4 8,6 57v 81 23 v

CEES 252 nd nd nd 1425 ¢ 566 & 100 ¢
CESE nd nd nd B35 600 2 nd nd

Tableau 17 : Toxicité chez les animaux de 1'Ypérite, du CESE et du CEES en utilisant comme
indicateur la dose létale médiane (DL 50). Les références sont : © pour Vijayaraghavan et al. [193] 8 pour

Gautam [194] et al. et @ pour Anslow et al. [195] ; nd signifie qu’aucune donnée n'a été trouvée.

6.3. Etude comparative de la cytotoxicité du CEES et du CESE

Afin de mettre en évidence une éventuelle différence de toxicité entre le CEES et le CESE
au niveau cellulaire, nous avons réalisé une série d’études sur des cultures primaires de
kératinocytes humains normaux. Ils sont issus d’explants de réduction mammaires de patients
sains. Tous les donneurs sont Caucasiens, et leur peau a un phototype II ou III selon la
classification de Fitzpatrick. Les cellules primaires sont plus sensibles a leur environnement
que les cellules immortalisées. En effet, leur culture est plus délicate et leur réponse a un
toxique est en général plus importante. La premiére expérience a consisté en des tests de
viabilité par la méthode au MTT. Nous avons utilisé ce test pour étudier les différences de taux
de survie de cellules traitées avec les mémes concentrations des deux analogues. Les résultats
nous permettent aussi de déterminer la gamme des doses de toxiques pour réaliser des
traitements a I'image de ceux réalisés avec les HaCaT en vue d’analyser leurs biomarqueurs

dans les milieux de culture.
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Le pourcentage de viabilité cellulaire a été déterminé par rapport aux cellules de contrdle
non traitées. Pour le test, les cellules ont été traitées pendant 30 min avec différentes
concentrations en CEES ou en CESE (de 0 a 10 mM) dans du PBS, (voir détails des conditions
du test dans la Partie Conditions Expérimentales p.230). Ensuite les cellules ont été incubées
pendant 24h a 37°C dans du milieu frais sans toxique avant d’ajouter le MTT. Les tests ont été

réalisés avec deux donneurs différents et répétés deux fois.

Pour le donneur 1, apres 24h, les taux de survie mesurés sont supérieurs a 80% jusqu’a 1
mM de CEES alors qu'il est déja inférieur a 80% avec 0,1 mM de CESE (Figure 85). A toutes les
concentrations, le taux de survie avec le CESE est inférieur a celui avec le CEES. Pour ce
donneur, le CESE est bien plus toxique dans les kératinocytes que le CEES. Les kératinocytes
du donneur 2 sont moins sensibles. Le taux de survie reste supérieur a 80% jusqu’a 1 mM que
ce soit avec le CEES ou le CESE. Seulement aux concentrations les plus importantes (2 et 5
mM), le taux de survie avec le CESE est inférieur a celui avec le CEES. Pour la suite des
expériences, nous nous sommes fixés comme limite une survie supérieure a 60%. Ainsi, Les
traitements des kératinocytes pour l'analyse des milieux de culture ont été faits avec des
concentrations de CESE comprises entre 0 et 0,5 mM d’analogue pour assurer un taux de 80%

de survie minimum des cellules traitées.
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Figure 85 : Taux de survie des kératinocytes primaires issus du donneur 1 et 2 aprés un test de
cytotoxicité au MTT apres traitement soit au CEES soit au CESE. Les cellules ont été traitées pendant
30 min avec différentes concentrations en toxique dans du PBS. Elles ont été incubées pendant 24h a
37°C avant ajout du MTT. Le symbole pour les valeurs statistiquement différentes entre CEES et CESE
pour p<0,01 est : *.
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6.4. Formation des biomarqueurs de I'ypérite par traitement in vitro au CESE

Apres décongélation d'une ampoule de kératinocytes du donneur 2 et mise en culture, les
cellules ont été amplifiées (détails dans la Partie Conditions Expérimentales p.229). Deux
passages, au maximum, ont été réalisés avant traitement pour réaliser des expériences plus
reproductibles car au-dela ces cellules commencent a se différencier. Les cellules ont été
ensemencées dans des boites de Pétri de 60 mm de diameétre pour les expositions. Les
traitements ont été faits en tripliquat pour chaque concentration de CEES et de CESE (0; 0,05 ;
0,1;0,2;0,5mM).

Deux traitements ont été faits avec les mémes doses de toxiques. Avant chaque traitement,
le milieu de culture a été enlevé afin que les cellules soient dans du PBS pendant I'exposition.
Lors du traitement 1, 3 mL de PBS contenant les différentes concentrations d’analogue ont été
ajoutés. Le toxique a été dilué au préalable dans le PBS i.e. avant ajout dans les boites de Pétri.
Lors du traitement 2, I'ajout du toxique a été différent car il a été directement mis dans les

boites de Pétri contenant déja 3 ml de PBS, donc sans dilution en amont.

Ensuite, apres deux lavages au PBS pour enlever toutes traces de CEES ou de CESE, les
cellules ont été remises dans du milieu de culture frais afin d’assurer leur survie. Elles ont été
incubées 6h a 37°C afin de les laisser métaboliser les analogues comme lors des traitements
des HaCaT. Pour finir, le milieu a été collecté et conservé a -20°C. A la suite des traitements,

les milieux de culture sont analysés comme lors des traitements des HaCaT.

La Figure 86 montre les principaux résultats obtenues par le traitement 1, la Figure 87
montre ceux du traitement 2. Apres analyse des milieux de culture des cellules traitées par le
CESE, nous avons pu détecter le conjugué Cys-Yp et I’adduit N7Gua-Yp. Ainsi, nous avons la
confirmation que cet analogue est capable d’induire les mémes mono-adduits et mono-
conjugués que l'ypérite. Comme lors des traitements des HaCaT et des explants de peau
humaine, l'acide mercapturique NAC-Yp n’est pas détecté lors des traitements de cellules

issues directement de peau humaine.

Il y a une différence significative entre les concentrations des biomarqueurs du CEES du
traitement 1 et du traitement 2. Cette variation se refléte sur les valeurs des pentes des droites
de la relation entre les concentrations en biomarqueur et la concentration en toxique. Pour le
conjugué Cys-CEES lors du traitement 1, la pente est de 188 alors qu’elle est de 2003 lors du
traitement 2. Pour I'adduit N7Gua-CEES lors du traitement 1, la pente est de 2,3 alors qu’elle
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est de 1,0 lors du traitement 2. Lors du traitement 1, les concentrations en Cys-Yp et Cys-CEES
sont équivalentes et les concentrations en N7Gua-Yp sont environ deux fois supérieures a
celles en N7Gua-CEES. Cependant, lors du traitement 2, les concentrations en biomarqueurs
du CEES sont largement supérieures a celles des biomarqueurs du CESE. Au vue de ces
résultats contradictoires, il n’est pas possible de conclure sur I'analogue induisant le plus de
biomarqueurs donc sur I’analogue pouvant étre le plus toxique. Travaillant avec un seul temps
d’incubation, il n'est pas possible de prendre en considération la vitesse de formation des
métabolites. Les différences entre le traitement 1 et 2, peuvent étre expliquées soit par une
erreur de manipulation soit par la différence dans la fagcon dont I'analogue est ajouté aux
cellules. Une facon d’éliminer des variations entre les traitements est de faire des co-
traitements i.e. avec les deux analogues a la fois. Le CESE et le CEES seraient ajoutés en
quantité égale dans les mémes boites de Pétri. Par ce biais, les deux analogues seraient donc
en compétition directe. L’analyse des milieux de culture permettra de comparer le CESE et le

CEES.
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Figure 86 : Evolution de la concentration des biomarqueurs induits par le CESE (Cys-Yp et N7Gua-
Yp) et par le CEES (Cys-CEES et N7Gua-CEES) dans les milieux de culture des kératinocytes traités
par différentes doses de CESE et de CEES (0,1 ; 0,2 et 0,5 mM) lors du traitement 1. Les cellules ont

incubé avec du milieu de culture pendant 6h. Les données représentées sont la moyenne + SEM (n=3).
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Figure 87 : Evolution de la concentration des biomarqueurs induits par le CESE (Cys-Yp et N7Gua-
Yp) et par le CEES (Cys-CEES et N7Gua-CEES) dans les milieux de culture des kératinocytes traités
par différentes doses de CESE et de CEES (0,05 ; 0,1 ; 0,2 et 0,5 mM) lors du traitement 2. Les cellules
ont incubé avec du milieu de culture pendant 6h. Les données représentées sont la moyenne £ SEM
(n=3).

6.5. Bilan

Le CESE, de par ses propriétés physico-chimiques, sa toxicité, et sa capacité a former des
mono-adduits et des mono-conjugués identiques a ceux de I'ypérite, est un analogue pertinent

de cette derniere. Par rapport a nos études et aux biomarqueurs étudiés, il est plus adéquat
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que le CEES. Sa principale limite, a I'instar du CEES, est son incapacité a former des bi-
conjugué ou des bi-adduit ce qui est sans doute la raison de sa toxicité plus faible que celle de
I'ypérite. Le CESE étant tres peu utilisé, les informations sur ses effets biologiques sont
limitées. Les études de comparaison de la toxicité du CEES et du CESE tendent & montrer que
le CESE est plus toxique que le CEES. Cependant, des traitements supplémentaires sont

nécessaires pour pouvoir tirer des conclusions quant aux mécanismes sous-jacents.
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1. Développement analytique pour les biomarqueurs de
'ypérite

1.1. La préparation des échantillons

Dans le domaine de I'analyse de biomarqueurs d’une intoxication a 1'ypérite, la méthode
de préparation des échantillons la plus courante est la SPE surtout lorsque la matrice est
I'urine. Cette méthode est bien adaptée a la purification et a la concentration de métabolites
dans les fluides biologiques, elle est largement utilisée dans les laboratoires. Des méthodes de
SPE ont été déja développées pour la purification d’adduits a I’ ADN présents dans les urines
[123, 164]. Dans ces deux cas, ce sont des cartouches de type phase inverse qui sont utilisées,
C18 ou polymérique avec un greffage C8. En ce qui concerne les métabolites issus de la voie
des pB-lyases (SBMTE, MSMTESE, SBMSE), et d'un dérivé du glutathion, SBSNAE, ils sont dans
la grande majorité des études quantifiés dans les urines. Cependant, Rodin et al. ont développé
une méthode de préparation des échantillons des plasmas pour la quantification de SBSNAE
[110]. Leur préparation consiste en une étape de précipitation des protéines par ajout d'une
solution acide. Le surnageant est directement purifié par SPE (cartouche C18). Li et al. ont
développé eux aussi une méthode pour analyser divers biomarqueurs de I'ypérite dans le
plasma dont SBSNAE. La préparation consiste en une étape de précipitation des protéines,
cette fois-ci, avec un solvant organique. Il n"y pas d’étape de SPE mais une étape d’évaporation
del’échantillon. Apres reconstitution de l’échantillon, il est directement injecté dans le systeme
UHPLC-MS/MS. Mon travail présente donc pour la premiére fois, dans le cas d’une
intoxication a I'ypérite, une élimination des protéines du plasma par ultrafiltration ce qui évite
une étape d’évaporation, souvent chronophage, soit apres la SPE soit apres précipitation des
protéines par ajout de solvants organiques. Il faut noter que les filtres nanosep® sont
généralement utilisés pour concentrer et purifier des oligonucléotides, de I’ADN, de I’ARN et
des protéines pour leurs analyses ultérieures pour l'étude de médicaments [196] . A ma
connaissance, une préparation d’échantillon basée sur une SPE en ligne n’avait non plus

encore été développée dans ce contexte-la.

Dans le cas de quantification de métabolites de la voie de I’acide mercapturique spécifique
a d’autres toxiques, diverses méthodes analytiques ont été mises au point. A nouveau, la
matrice utilisée est généralement I'urine. Cependant, une méthode a été faite pour le sérum de

rat [197]. La préparation des échantillons consiste, a nouveau, a une étape de précipitation des
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protéines par ajout de solvant organique (du méthanol) suivi d'une étape d’évaporation avant
reconstitution et injection de I’échantillon dans le systeme LC-MS/MS. En revanche, pour
I'analyse de conjugués a la NAC dans les urines, des méthodes utilisant la SPE en ligne ont
déja été développées [198, 199]. La SPE en ligne permet de gagner du temps par rapport a la
SPE « classique » puisqu’apreés la purification de 1'échantillon, ce dernier est directement
transféré dans la colonne analytique de I'HPLC ie. les étapes d’évaporation et de
reconstitution de I"échantillon sont supprimées. Panuwet et al. [198] diluent 'urine avant d’en
injecter 500 pL, un tel volume d’injection étant intéressant pour 1’analyse de traces. Il n'y a pas
de probleme d’étalement du pic, rencontré avec les grands volumes d’injection, car les analytes
sont concentrés sur la colonne SPE en ligne. De plus, le transfert sur la colonne analytique se
fait en mode « back flush » ce qui limite la dispersion longitudinale. Nous n’avons pas utilisé
un tel volume d’injection car nos volumes d’échantillons étaient trop faibles mais cela reste
une piste d’amélioration si les échantillons le permettent. Les temps de dépot et de lavage de
I"échantillon sont courts, 3 min pour Panuwet et al. et 1,5 min pour Chiang et al. [199]. Panuwet
et al. utilisent une colonne SPE avec une phase polymérique contenant des groupes
aromatiques. Leur phase mobile de dépot est de 'eau avec 0,2% d’acide formique a 1 ml/min
et pour mieux purifier I'échantillon ils utilisent une phase avec 10% de méthanol et 90% d’eau
(0,2% d’acide formique). Chiang et al. utilisent seulement de 1'eau pour le dépot et le lavage

sur une colonne C18, la durée des analyses est de 11 min.

Que ce soit dans le domaine de l'ypérite ou des conjugués de la voie de l'acide
mercapurique, aucune méthode, pour le plasma, ne combine I'ultrafiltration avec la SPE en
ligne. Une phase mobile d’élution en SPE en ligne avec un pH acide favorise la rétention entre
les biomarqueurs et la phase PFP par les liaisons hydrogeénes. Initialement les phases mobiles
acidifiées ont été utilisées puis abandonnées pour éviter la précipitation de protéines dans les
colonnes. L’élimination des protéines en amont de l'injection permettrait donc d'utiliser ces
phases mobiles favorisant une meilleure rétention des biomarqueurs et donc limiter les pertes
et purifier plus efficacement les échantillons. L’efficacité de l'ultrafiltration permet donc
d’avoir plus de possibilités dans le choix des parametres de la SPE en lighe comme la nature

des phases mobiles.
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1.2. Le couplage UHPLC-MS/MS

Zubel et al. ont observé que I'ion fils majoritaire apres fragmentation de N7Gua-Yp est le
fragment m/z 105 et aussi le fragment m/z 87. Ces coupures se font via le mécanisme des
coupures en alpha a cause la présence d’atomes électronégatifs (I’azote et I'oxygene). Apres la
fragmentation de N7Gua-CEES, le fragment majoritaire est m/z 89 [163]. Ces ions fils ont été
aussi les ions majoritaires lors de ces travaux de these. Nous ne pouvons pas comparer
directement avec d’autres travaux la fragmentation des conjugués de la voie de l'acide
mercapturique spécifique au CEES ou a l'ypérite puisque c’est la premiere fois qu’ils sont
quantifiés. Cependant, les coupures observées dans nos travaux suivent le mécanisme des
coupures en alpha des nombreux atomes électronégatifs (notamment le soufre de la cystéine

et de I'ypérite) des biomarqueurs étudiés.

Sasabe et al. ont aussi développé une méthode analytique afin d’analyser des métabolites
d’un médicament, le méthazolamine. Parmi les métabolites ciblés il y avait le conjugué au
glutathion, le conjugué a la cystéine et son conjugué a I’acide mercapturique. En utilisant une
colonne C18, I'ordre d’élution est : le conjugué a la cystéine puis le conjugué au glutathion et
enfin le conjugué a la NAC [200]. Lors de nos expériences, nous avons observé le méme ordre

d’élution en utilisant le méme type de colonne.

Li et al. ont obtenu une LOQ de 2 nM (volume d’injection de 2 uL) pour SBSNAE, un
dérivé du glutathion, dans le plasma c’est-a-dire dans le méme ordre de grandeur que les
noétres dans le plasma (environ entre 2 et 10 nM) [160]. La méthode développée par Zhang et
al. [197] permet d’avoir des LOD dans le sérum de rat pour des conjugués issus de la voie de
'acide mercapturique entre 0,02 nM et 0,5 nM. Ces valeurs sont plus basses que les LOD des
biomarqueurs de I'ypérite dans le plasma qui sont de I'ordre de quelques nM. La méthode de
détermination des LOD n’est pas la méme puisque Zhang et al. ont calculé la LOD avec le
signal sur bruit égal a trois. La méthode utilisée dans ces travaux donne des valeurs de LOD
plus élevée que la méthode de signal sur bruit. Pour améliorer la purification de 1'échantillon
afin de réduire le bruit de fond, il est certainement possible de perfectionner la méthode de

SPE en ligne mise au point.

Dans la démarche de quantifier les différents métabolites du sulforaphane et de I'iberin de
la voie de l'acide mercapturique dans la plasma, Janobi et al. ont mis au point une méthode
dont la gamme de calibration est entre 0,025 et 15 pM avec un volume d’injection de 10 pL

[201]. Lors de nos travaux les gammes sont de 0,01uM a 5uM pour les biomarqueurs du CEES
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et de 0,01 uM a 1 uM pour les biomarqueurs de I'ypérite avec un volume d’injection de 10 pL.
Nous avons une limite inférieure semblable, par contre, il ne nous a pas paru pertinent d’avoir
une gamme avec des concentrations aussi élevées au vue des traces d’analytes que nous
détectons dans les échantillons réels. Une gamme restreinte assure une meilleure linéarité et

permet d’économiser des standards quand ils sont précieux.

Les métabolites présents dans les urines sont des biomarqueurs pratiques. En effet, 'urine
permet d’avoir des échantillons avec un volume important et sa collecte est non invasive. C’est
une matrice relativement propre car elle ne contient pas de protéines. Il y a une différence non
négligeable entre les limites de détection dans le plasma et les urines pour un méme
biomarqueur. Rodin ef al. ont développé en parallele une méthode pour quantifier SBSNAE
dans l'urine et dans le plasma en utilisant dans les deux cas la SPE. La LOD de SBSNAE dans
le plasma est 600 fois supérieure a celle dans les urines [110]. Lors du développement d'une
méthode pour les urines et une pour le plasma pour les mémes métabolites, nous pouvons
constater que la gamme de calibration utilisable est plus large pour les urines que le plasma

avec une limite inférieure plus basse [201].

Ce bilan rapide montre que, que ce soit dans le domaine NRBCE ou pour d’autres toxiques
chimiques, les méthodes ciblant les biomarqueurs de la voie des acides mercapturiques sont
principalement développées pour l'urine. Les quelques méthodes liées au plasma, ont des
propriétés équivalentes aux notres en terme de LOD/LOQ, séparation, gamme de travail,

fragmentation de 'adduit N7Gua-Yp.

2. Formation in vitro des conjugués de la voie de l’acide
mercapturique dans la peau

La contamination cutanée étant une voie d’exposition tres importante dans le cas de
'ypérite, nos premieres études biologiques ont été réalisées sur des modeles cutanés. La peau
correspond a 2 a 4 kg du poids total d'un corps humain avec une surface comprise en moyenne
entre 1 et 2 m2 [202]. Un des principaux roles de la peau est d’étre une barriere robuste contre
les xénobiotiques. Les explants de peau, ont une activité enzymatique dans les couches de
I"épiderme et du derme [203]. Plus précisément, les explants de peau humaine ont un potentiel
significatif de métabolisation de phase II comme la conjugaison au glutathion [184]. Par

ailleurs, Chilcott et al. ont déterminé des taux de pénétrations élevés de I'ypérite dans la peau

204



de la poitrine. Pour des explants de peau avec toute leur épaisseur, le taux est environ de 71
ng/cm2/h a 30°C [204]. Ainsi, la combinaison de la rapide pénétration de I'ypérite dans la
peau et 'activation des voies de métabolisation justifie notre étude de la formation des

conjugués aux vésicants.

2.1. Le conjugué au glutathion

Inturi et al. ont fait incuber pendant 1h 0,5 mM de CEES avec 10 mM de GSH. Apres une
analyse LC-MS, ils ont bien détecté le pic correspondant au conjugué GSH-CEES (ion de m/z
396) [96]. Cela montre bien que l'ypérite peut se conjuguer spontanément au glutathion en
milieu aqueux sans la présence d'une enzyme. Il est alors possible de produire ce conjugué
chimiquement en plus de ceux formés par I'action enzymatique de la GST. L’activité de
I'enzyme GST a été caractérisée chez les kératinocytes humains [205] mais aussi des explants
de peau humaine [206, 207]. Cette derniére étude a évalué I'activité de GST dans le cytoplasme
des explants non traités a environ 20 + 6,8 nmol/min/mg de protéine, en utilisant un substrat

universel. Cette réaction est la premiere étape de la voie de I'acide mercapturique [208].

La grande majorité des études de cette conjugaison et de la voie de métabolisation de
I’acide mercapturique sont réalisés avec des cellules du foie et tres peu avec celles de la peau.
Nous avons donc élargi notre étude bibliographique avec des expériences biologiques in vitro

utilisant des cellules d’autres organes.

Dans cette étude de these, dans les milieux de culture des cellules HaCaT, le conjugué du
GSH a été détecté de facon dose-dépendante. Plus la dose de CEES augmente plus la quantité
de GSH-CEES est importante. Il a été aussi détecté dans le milieu de culture des explants de
peau humaine traités au CEES. Par ailleurs, les fibroblastes, présents dans le derme, sont aussi
capables de produire les conjugués au glutathion comme le montre la formation de conjugué
a la quercétine mesurée dans le milieu de culture [209]. A tous les temps d’incubation, la
quantité de GSH-CEES semble saturée quand la dose de CEES augmente. Ce phénomeéne peut
expliquer la limite de la quantité de GSH libre dans les cellules soit par la saturation de

l'activité enzymatique de la GST.

Des cellules endothéliales ont été incubées 12h avec de la quercétine. Apres analyse du

milieu de culture le conjugué quercétine-glutathion a été détecté. Par contre, ce conjugué n’a
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pas été détecté dans l'extrait de cellule i.e. le cytoplasme. Cela permet de conclure que la
réaction de conjugaison est rapide et que le conjugué est rapidement excrété dans le milieu
extra-cellulaire [210]. Ceci rejoint nos observations que, lors des traitements de cellules HaCaT,
GSH-CEES a été détecté au temps le plus court d’incubation ie. 1h, avant de voir sa
concentration diminuer rapidement. Sa concentration est tres faible par rapport a Cys-CEES

quel que soit la dose de CEES lors du traitement.

Ces observations montrent que les conjugués du glutathion ne sont pas des biomarqueurs
persistants. Falletti et al. ont aussi observé cette dégradation en quantifiant le conjugué au
glutathion de HNE (4-hydroxy-2-nonenal) dans le milieu de culture de cellules THP-1 (lignée
de cellules non adhérentes) [211]. La concentration maximale de conjugué au glutathion a été
détectée apres 2h, ensuite sa concentration diminue fortement, le conjugué n’étant plus détecté
aprés un temps d’incubation de 24h. Des expérimentations supplémentaires ont permis de
conclure que la présence, non seulement des cellules mais aussi du sérum de veau fcetal du
mileu, riche en activités enzymatiques diverses, sont responsables de cette dégradation. Une
autre étude a montré qu’un échange de thiol entre le conjugué au glutathion a la quercétine et
une autre molécule contenant une fonction thiol comme le 2-mercaptoéthanol, ajoutée en
exces, conduisent a la formation du conjugué au mercaptoéthanol [212]. La méme observation
a été faite avec d’autres composés contenant une fonction thiol [213]. Ces échanges sont
réversibles en fonction de la biomolécule en excés. Il n’est donc pas impossible que le conjugué
GSH-CEES se dégrade pendant le temps d’incubation dans le milieu de culture en réagissant
avec des molécules du milieu de culture contenant une fonction thiol comme la cystéine. Les
résultats de ces études peuvent donc expliquer la baisse de la concentration en GSH-CEES

pendant 'incubation et la disproportion entre les quantités de GSH-CEES et Cys-CEES.

Au niveau de la persistance, pour des doses d’exposition comprises entre 0,08 pmol et 0,4
pmol, nous avons détecté GSH-CEES jusqu’a 24h pour 0,16 pmol et 0,4 umol mais avec des
valeurs proches de la LOD. Manevski et al. ont remarqué que le taux de conjugaison au
glutathion augmente pendant la premiére heure d’incubation puis diminue. En effet, le CEES
péneétre rapidement dans les cellules et réagit avec la fonction thiol du glutathion [214]. Les
conjugués au glutathion se trouvent majoritairement dans les explants par rapport aux milieux
de culture d’incubation jusqu’a 1h d’incubation. En revanche, au-dela de ce temps, les
métabolites sont surtout dans le milieu de culture. Sachant que les métabolites formés sont
plus hydrophiles et polaires, donc moins capables de traverser passivement les membranes

cellulaires, ils sont activement excrétés par les cellules. Ces chercheurs ont également constaté
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de fortes variations inter-individus pour cette premiere étape de la voie de l'acide
mercapturique [184]. La peau est donc capable d’initier la voie de métabolisation de 'acide

mercapturique.

2.2. Le conjugué a la cystéine

Dans les milieux de culture des cellules HaCaT, le conjugué de la cystéine a été détecté de
facon dose-dépendante. Il a été aussi détecté dans le milieu de culture des explants de peau
humaine traitées au CEES. Dans les deux expériences, plus la dose de CEES augmente plus la
quantité de Cys-CEES est importante. Sa concentration augmente entre 1h et 6h d’incubation
puis atteint un plateau jusqu’a 24h. Cette évolution est en adéquation avec le processus connu
de métabolisation de la voie de I'acide mercapturique [188, 215]. En effet, apres formation du
conjugué au glutathion, GSH-CEES, des réactions enzymatiques convertissent successivement
ce conjugué en CysGly-CEES puis en conjugué a la cystéine Cys-CEES. Ces étapes sont
catalysées par des enzymes membranaires, la y-glutamyltranspeptidase (GGT) et la
dipeptidase ou l'aminopeptidase M. La peau est donc capable de métaboliser les
xénobiotiques électrophiles jusqu’au conjugué a la cystéine. Par contre, ce conjugué ne
provient sans doute pas uniquement de la métabolisation du GSH-CEES. En effet ; la
concentration en Cys-CEES est bien plus importante que celle en GSH-CEES. Apres 24h, cette
différence est environ d"un ordre de grandeur. A priori, le conjugué Cys-CEES pourrait donc
étre formé via d’autres processus biologiques. Il est également possible le CEES réagisse
directement avec la cystéine libre présente dans le milieu intracellulaire et extracellulaire. II
est aussi envisageable qu'une partie des conjugués au glutathion, une fois présents dans les

milieux, se convertissent en conjugué a la cystéine [213].

2.3. L’acide mercapturique

Des cellules HaCaT ont déja servi pour étudier la métabolisation de composés exogenes,
par la voie de l'acide mercapturique, tel que le méthazolamide, un médicament. Les cellules
ont été exposées a ImM de ce composé. Le conjugué au glutathion et le conjugué a la cystéine
ont été trouvés dans le milieu de culture alors que I'acide mercapturique correspondant n’a

pas été détecté [200]. L’absence de 1’acide mercapturique dans les milieux de culture lors de la
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métabolisation du médicament confirme 1’hypothese que les cellules de la peau n’ont pas la
capacité de transformer le conjugué a la cystéine en conjugué a la NAC. Ceci est confirmé dans
nos expériences puisque, que ce soit dans les milieux de culture des cellules HaCaT ou dans
ceux des explants de peau, I'acide mercapturique n’a pas été détecté. Donc 1’absence de I'acide

mercapturique du CEES n’est pas lié a un probleme de manipulation ou analytique.

En conclusion, I'ensemble des cellules présentes dans la peau sont capables d’initier la
voie de métabolisation de 1'acide mercapturique en conjuguant 1'ypérite au glutathion. Les
membranes de ces cellules expriment également la GGT afin de convertir le conjugué au

glutathion en conjugué a la cystéine.

3. Formation in vivo des conjugués de la voie de 'acide
mercapturique chez la souris

Comparée au foie, la peau contribue marginalement a l'activité enzymatique totale
systémique d’élimination de xénobiotique chez les humains [216]. C'est pour cela qu’il est
indispensable d’étudier in vivo cette voie de métabolisation pour juger de la pertinence

biologique des biomarqueurs choisis.

3.1. La présence des conjugués dans le plasma

Il est déja connu que 1'ypérite et ses analogues se diffusent dans le systéme sanguin. Des
rats ont été exposés a de l'ypérite par voie cutanée afin de suivre I'accumulation d"ypérite libre
dans le systéeme sanguin [102]. Deux minutes apres 1'exposition, de l'ypérite libre a été
détectée. L'ypérite traverse donc tres rapidement la barriére qu’est la peau. La concentration
maximale d’ypérite dans le sang se situe entre 30 min et 60 min apres 1'exposition. Elle reste
détectable jusqu’a 8h pour la plus forte dose d'ypérite (10 mg/kg). Une autre preuve de la
rapide diffusion de I'ypérite est la détection des adduits aux protéines du sang [130-132, 158]
et de produits de dégradation [157, 160, 217]. Les protéines plasmatiques n’étant synthétisé
que dans le foie, leur dérivés alkylés par 1'ypérite ne peuvent donc pas provenir de la peau

exposée, ni méme d’autres localisations de I’organisme.
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Nous avons observé que dans le plasma de souris non exposées, GSH-CEES, NAC-CEES
et N7Gua-CEES sont spécifiques au CEES. Il y a la présence d"un peu d’interférents pour Cys-
CEES. Au premier temps de préléevement, jour 1, tous ont été détectés. Ce temps correspond
pour I'ensemble a la concentration maximale observée dans le plasma. Les cellules de la peau
comme celles d’autres organes excretent le conjugué au glutathion, ce dernier est converti en
conjugué a la cystéine au niveau des membranes. Ces conjugués peuvent ainsi étre générés
partout dans I'organisme et étre ensuite retrouvés dans le systéme sanguin. Une autre source
de ces conjugués peut impliquer une réaction de 1'ypérite ou du CEES directement dans le
plasma avec de petites biomolécules telles que le glutathion et la cystéine. Cette derniere a une
concentration comprise entre 8 et 10 uM dans le sang [218] alors que le glutathion y a une
concentration de 2,8 pM. Nous avons par ailleurs observé que non seulement le conjugué au
glutathion et a la cystéine étaient présents dans le plasma mais aussi le conjugué a la NAC, ce

qui n"avait pas été le cas lors des expériences in vitro.

La concentration maximale que nous avons déterminée pour les biomarqueurs du CEES
a été obtenue au jour 1. Lors d'une autre étude, des souris ont été intoxiquées par du 1-
bromopentane. Dans le foie, le taux maximum du conjugué au glutathion a été observé dés 6h
apres l'intoxication suivi d"une rapide diminution de la quantité de ce conjugué [219]. Janobi
et al. ont suivi la présence dans le plasma et les urines de conjugués issus de la voie de l'acide
mercapturique de certains composés apres ingestion chez I’homme [201]. Les concentrations
maximales des conjugués se situent environ 4h suivant I’exposition. Ces résultats sont & mettre
en parallele avec les observations que I'ypérite ou le CEES diffusent efficacement aprés une
exposition cutanée [20]. Les cinétiques que nous observons dans le plasma montrent que la

production de conjugués et leur excrétion dans le sang sont elles aussi rapides.

Lors des expériences de Janobi et al. [201], 'ordre décroissant des concentrations des
conjugués dans le plasma au point maximal pour un des composés est : la conjugué a la
cystéine > le conjugué a la cystéine-glycine > le conjugué au glutathion > le conjugué a la NAC.
Pour l'autre composé étudié, toujours dans le plasma, 1'ordre est légerement différent : la
conjugué a la cystéine > le conjugué a la cystéine-glycine > le conjugué a la NAC (le conjugué
au glutathion n’a pas été détecté). Dans les urines I’ordre est : conjugué a la NAC >> conjugué
a la cystéine. Le conjugué le plus présent dans le plasma lors de nos expériences est Cys-CEES
suivi de NAC-CEES puis GSH-CEES. Les conjugués Cys-CEES et NAC-CEES ont été détectés
jusqu’a 14 jours. Au vue des différentes études, nous pouvons tirer quelques conclusions sur

la présence de ces conjugués dans le plasma :
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- Les concentrations maximales dans le plasma de ces métabolites sont atteintes dans les

heures qui suivent I'intoxication.
- Le conjugué au GSH est présent en faible quantité voire non détecté dans le plasma.
- Le conjugué a la cystéine est le conjugué le plus présent dans le plasma.

- Le conjugué a la NAC est présent dans le plasma avec des concentrations presque

équivalentes au conjugué a la cystéine et il est persistant.

Tres récemment, des analyses non ciblées de biomarqueurs dans le sang du paracétamol
ont été réalisées [220]. David et al. ont détecté le conjugué a la cystéine et a la NAC. Dans le
sang, dans les 48h suivant la prise du médicament, les conjugués de la voie de l'acide
mercapturique représente moins de 12% de I’ensemble des métabolites détectés. Dans les

urines, leur quantité correspond environ a 5-15%.

Avec des composés autres que le CEES et I'ypérite, les différents conjugués (au glutathion,
a la cystéine et a la NAC) ont été montrés comme instables dans le plasma a 37°C [201]. C’est
un parameétre essentiel que nous avons étudié pour les milieux de culture et qui est a prendre
en compte surtout au moment de la conservation des échantillons mais aussi lors de la

préparation des échantillons.

3.2. La présence des conjugués dans le cerveau

Les effets directement observés a la suite d'une exposition a I'ypérite sont souvent au
niveau des yeux, de la peau et des poumons. Cependant, ce toxique induit aussi des
perturbations psychologiques et neurologiques [76]. Une étude sur le comportement de souris
a la suite d’une exposition cutanée au CEES pur a été faite par Gros-Désormeaux et al. Cinq
jours apres l'exposition des troubles cognitifs et émotionnels ont été observés comme
I'augmentation de 1'anxiété, altération de la mémoire de travail [190]. Il y a deux hypotheses
non exhaustives pour expliquer ces effets. La premiere est qu’elles sont une réponse au stress
induit par la contamination, la seconde est qu’ils viennent de la diffusion de l'ypérite ou du
CEES de la peau jusqu’au cerveau. Un argument en faveur de cette deuxiéme hypothése est
que le cerveau est un des organes avec les plus grandes concentrations d'ypérite, comme cela

a pu étre montré dans une étude post mortem chez des soldats iraniens [100]. L"ypérite libre
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s’accumule de facon significative dans les tissus adipeux tels que le gras périrénal, le gras de
I'épididyme, le gras sous-cutané et la graisse brune. La concentration de I'ypérite dans ces
tissus est au moins 15 fois supérieures a celles dans les tissus non adipeux [102]. Ces données
pourraient expliquer l'accumulation d’ypérite dans le cerveau qui possede un contenu

lipidique important.

Nous avons pu montrer, suite a des extractions de métabolites, la présence des conjugués
GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES dans le cerveau. Cette observation rejoint celle faite apres
une exposition a des vésicants, d"une augmentation de l'activité de GST dans le cerveau de
souris et d'une diminution de la quantité de glutathion libre (-23% les 24h suivant I’exposition)
[221]. Nous observons cependant que le premier conjugué de la voie de métabolisation, GSH-
CEES, est le moins présent au jour 1 apres I'exposition. Au contraire, le conjugué a la cystéine
est le conjugué le plus concentré et le plus persistant. Ceci peut s’expliquer par le fait que
I'enzyme GGT (y-glutamyltransférase), qui permet la conversion au conjugué a la cystéine, est
exprimée dans les capillaires de 'endothélium de la barriére hémato-encéphalique. NAC-
CEES a été aussi détecté, sa quantité représente 75% de celle de Cys-CEES. Une quantité si
importante peut sembler surprenante puisque 1’enzyme responsable de la conversion de Cys-

CEES en NAC-CEES se situe majoritairement dans le foie et les reins [187, 189].

N

Miller et al. avait toutefois déja observé la formation d'un conjugué a l'acide
mercapturique pour I’a-méthyl-dopamine dans toutes les régions du cerveau de rats [222]. Les
concentrations des dérivés mercapturiques ont été trouvées dans l'ordre suivant
I'hypothalamus > mésencéphale / diencéphale / télencéphale > pont / moelle allongée >
hippocampe > cortex > striatum. La présence et I’activité de I'enzyme N-acétyl transférase ont
été découvertes dans le foie au début des années 1960 [223]. Le cerveau est aussi capable
d’exprimer I'enzyme N- acétyltransférase [188]. L’activité de cette enzyme varie d'un facteur
deux entre les différentes régions du cerveau de rat. Le maximum d’activité a été détecté dans
le cervelet et le minimum dans le cortex [224]. En revanche, malgré la capacité de
métabolisation de xénobiotique dans le cerveau via la voie de ’acide mercapturique, le cerveau

est moins bien équipé pour détoxifier que le foie [225].

Une autre explication a ces quantités importantes de NAC-CEES déterminées dans notre
étude in vivo est que le cerveau est un organe tres irrigué par le sang. Il recoit 15 a 20% du sang

envoyé par le cceur. C'est un organe extrémement vascularisé. Ainsi, une part de la
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concentration de NAC-CEES détectée pourrait provenir directement du sang ot ce conjugué

est présent.

Nous avons aussi remarqué que I'élimination des conjugués présents dans le cerveau est
plus lente que celle dans le plasma. Ce comportement peut étre expliqué par une plus longue
persistance du CEES dans cet organe qui contient une part non négligeable de lipides [113]. Le

cerveau est composé a 12% de lipides.

4. L’adduit de la N7-guanine dans les biofluides

4.1. Formation de I’adduit

Apres une exposition cutanée, le CEES ou 'ypérite, pénetrent rapidement dans la peau et
dans les cellules. Le toxique alkyle de nombreuses biomolécules dont I’ADN. Différents
adduits peuvent étre formés mais nous nous sommes concentrés sur I’adduit a la position N7
de la guanine qui est le plus fréquent apres traitement de cellules au CEES [116]. Cette
prédominance du monoadduits a la guanine est aussi vérifiée lors d"une exposition a I'ypérite
[59]. Des cellules HaCaT ont été déja traitées par de I'ypérite par Wang ef al. [113]. L’'ADN a
été extrait afin de quantifier ses adduits. Parmi les adduits a I'’ADN observés, celui présent en
plus grande proportion est bien N7Gua-Yp comme I’avait aussi observé Batal ef al dans la peau

de souris [30].

La formation des adduits a la position N7 de la guanine de I’ADN est dose-dépendante.
C’est le cas lors de traitements de cellules HaCaT par du CEES ou la quantité d’adduit
augmente avec 'augmentation de la dose de CEES comme dans nos travaux [163]. Cela a été
observé entre 1 et 10 mM de CEES dans notre cas et entre 0,01 pm et 0,1 mM par Zubel et al.
[163]. Le traitement a aussi eu lieu dans du PBS contenant le CEES. Cependant, le temps de
traitement était de 1h a 37°C contre 30 min a température ambiante dans notre cas. Les cellules

étaient aussi remises dans du milieu de culture pendant leur incubation.

La formation de ces adduits par le CEES est rapide puisqu’ils ont été détectés des 5 min
dans le cas de cellules HaCaT traitées par le CEES d’apres les travaux de Zubel et al. Dans le

cas de traitement de HaCaT avec de I'ypérite, la concentration maximale de N7Gua-Yp a été

212



aussi observée apres 5 min d’'incubation donc tres rapidement apres I'exposition. Ce temps
correspond aussi a la valeur maximale détectée de 225 + 6 adduits par million de nucléosides.
Aprés exposition des explants de peau, les adduits ont été détectés au premier temps de
collecte c’est-a-dire 1h apres I'exposition. Le maximum se situe entre 1h et 6h donc aussi tres
rapidement apres 1'exposition. Ils ont été détectés jusqu’a 24h. Dans les cellules HaCaT, les
adduits ont été montrés persistant au moins jusqu’a 6 jours. Le temps de demi-vie de N7Gua-
CEES est de 21,7 h. In vitro, nous n’avons pas étudié la persistance des métabolites au-dela de
24h. Plus récemment, Batal et al. [30] a déterminé la cinétique de formation des adduits a
I'ypérite dans la peau de souris exposées de facon topique a 1'ypérite. Le maximum des adduits
était 6h apres le début du traitement. Le monoadduit N7Gua-Yp a été détecté jusqu’a 21 jours
apres l'exposition dans I’ADN. La peau située a la périphérie de la zone d’exposition (a 2 cm),
a été aussi analysée. Des adduits y ont aussi été détectés ce qui montre la diffusion de I'ypérite

dans la peau et la formation d’adduit hors de la zone traitée.

L’ypérite ou le CEES forment bien de nombreux adduits a I’ADN des cellules de la peau,
souvent le premier tissu en contact avec le toxique. Cependant, des adduits de I’ADN sont
aussi formés dans I’ensemble de I'organisme. En effet, nous avons détectés dans le cerveau des
souris des quantités importantes de N7Gua-CEES dans I’ADN, ce qui est en parfait accord
avec des études précédentes [121, 226]. Le cerveau est une des principales cibles de I'ypérite,
d’importantes quantités d’adduit a ’ADN ayant été détectées [226]. La formation d’adduit de
I’ADN dans le cerveau est une observation qui peut expliquer en partie les effets
neurologiques de I'ypérite. En effet, des quantités importantes de dommages a I’ADN est une

des mécanismes proposés conduisant a la mort de la cellule [56, 71].

Que ce soit une exposition au CEES ou a l'ypérite, des adduits sont tres rapidement
formés, de l'ordre de quelques minutes. L'ypérite, et le CEES par analogie, a cause de leurs
caracteres lipophiles pénetrent rapidement dans la peau et s’accumulent dans les tissus
adipeux [20]. L’adduit a la guanine atteint son maximum rapidement apres I'exposition. Il y a
peu de différences entre les concentrations de I’adduit parmi les différences lignées cellulaires
de différents organes, ce qui s’explique par 1’absence de diffusion et de barriére dans ce type
de modele. Au contraire, in vivo, des différences bien plus importantes de concentrations ont
été observées entre les différents organes. Le niveau de dommages a I'’ADN dans différents

tissus résulte fortement de la distribution de l'ypérite par le systéme sanguin au sein de
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'organisme. Ainsi, les tissus les plus vascularisés sont exposés a de plus grandes proportions
d’ypérite transporté par le systeme sanguin [113]. Dans cette méme étude, différents organes
ont été analysés pour quantifier des adduits a I’ADN au cours de temps. Le poumon est
I'organe avec la plus longue persistance en adduit, ce qui correle bien avec les résultats de

Batal et al. [226].

4.2. Excrétion de ’adduit

La quantification des adduits aI’ADN par extraction de ' ADN est une méthode invasive.
Il n'est donc pas possible d'imaginer une méthode de routine basée sur cette approche. A
I'inverse, la quantification d’adduits excrétés des cellules dans les fluides biologiques est plus
pertinente. Ainsi les milieux de culture des cellules ont été analysés et ont révélés la présence
de I'adduit N7Gua-CEES. Sa présence dans les milieux peut étre expliquée par son instabilité
chimique. Il se dépurine spontanément ce qui libere I'adduit N7Gua-CEES [44]. Il peut se
passer la méme chose avec ’ARN alkylé par le CEES [116] et avec la dGTP du pool de
nucléotide. De méme, les mécanismes de réparation de ’ADN tels que NER et BER peuvent

contribuer a la libération de N7Gua-CEES hors de ’ADN et des cellules [93].

Il est possible de retrouver cet adduit libre dans les organes. En effet apres extraction de
métabolites du cerveau, I'adduit N7Gua-CEES a été détecté. Dans le plasma de souris traitées
au CEES, I'adduit est spécifique et détectable 24h apres 1'exposition. La concentration de
N7Gua-CEES diminue fortement aprés son maximum au jour 1. Apres 14 jours, I'adduit est
toujours détectable avec une concentration supérieure a la LOD correspondant a 1% de la
concentration du jour 1. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Zhang et al. [131]
ou des lapins ont été intoxiqués par de l'ypérite par voie cutanée (entre 2 et 15 mg/kg
d’ypérite). Dans ce cas, les urines ont été analysées entre 8h et 29 jours apres I'exposition.
L’élimination de N7Gua-Yp augmente entre 8h et 48h, le maximum de la concentration de cet
adduit se situe entre le jour 2 et le jour 4. Apres la quantité de N7Gua-Yp diminue rapidement
dans les urines. Des concentrations de N7Gua-Yp tres proches de la LOD ont été détectée apres

29 jours pour les doses les plus importantes d"ypérite.

L’adduit N7Gua-Yp a déja été détecté dans les urines de personnes exposées a I'ypérite
par accident [32]. Il a été détecté du jour 3 (premier jour de prélévement) jusqu’a 32 jours apreés

I’exposition avec un maximum de concentration entre les jours 4 et 7 [131]. D’autres adduits a
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I’ADN ont été aussi quantifiés. L’adduit a la position N7 de la guanine a été aussi dans ce cas

I’adduit majoritaire.

L’ensemble de ces études montrent que I'adduit a la position N7 de la guanine est un

biomarqueur persistant (au-dela de 30 jours) détectable dans le plasma et les urines.

215



216



Conclusions et Perspectives
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Le travail effectué a permis de mettre en place une méthode analytique spécifique a
'ypérite, sensible, capable de quantifier des biomarqueurs d’exposition persistants, présents
dans les fluides biologiques et adaptés a une analyse par couplage de la chromatographie
liquide et de la spectrométrie de masse (LC-MS/MS). La principale optimisation de la

préparation d’échantillon a été la mise en place de la SPE en ligne.

Pour cela, tout d’abord, nous avons développé et validé une méthode de quantification
de biomarqueurs du CEES, analogue de l'ypérite, présents dans les milieux de culture.
L’ensemble des étapes de la préparation d’échantillons comportant une étape de SPE permet
d’avoir un recouvrement supérieur a 60%. La séparation et la détection sont réalisées par un
systeme UHPLC-MS/MS en utilisant le mode de scan MRM. Ce couplage permet de quantifier

rapidement (moins de 15 minutes) de fagon spécifique les biomarqueurs.

Nous avons ensuite, dans un deuxiéme temps, réalisé des expériences in vitro concernant
la peau. Une lignée cellulaire, des cellules primaires, des explants de peau ont été traités par
du CEES afin de vérifier la formation et 1'excrétion des biomarqueurs. Nous avons tout
d’abord pu montrer que l'adduit N7Gua-CEES est formé dans I’ADN nucléaire, ce qui avait
déja été fait. Sa détection dans le milieu de culture des cellules intoxiquées, montrant son
excrétion, est nouvelle. Nous pouvons par ailleurs confirmer que les biomarqueurs GSH-CEES
et Cys-CEES sont formés et excrétés grace a leur présence dans le milieu de culture. Le
biomarqueur NAC-CEES n’a pas été détecté dans les milieux de culture méme avec la dose de

CEES la plus élevée.

Une application de ces biomarqueurs chez I'Humain nécessite une validation in vivo, il a
été nécessaire de faire une étude animale. Ceci a été réalisé par des traitements au CEES de
souris sans poil en collaboration avec I'IRBA. Dans le plasma, tous les biomarqueurs ont été
détectés. Cependant apres 14 jours, seul NAC-CEES est quantifiable chez I'ensemble des
souris. Toutes ces expériences biologiques in vitro et in vivo réalisées avec du CEES permettent
de conclure a la pertinence biologique des biomarqueurs choisis au début des travaux de cette
thése. Apres exposition, 'adduit a la position N7 de la guanine est formé puis excrété par les
cellules pour se retrouver dans le systeme sanguin jusqu’a 7 jours chez toutes les souris et 14

jours dans la moitié des cas. Le premier conjugué de la voie de I'acide mercapturique GSH-
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CEES est rapidement formé mais est peu persistant. Son dérivé, le conjugué Cys-CEES, est
formé efficacement mais difficilement quantifiable au-dela du 7¢me jour a cause de la présence
d’interférents chez la souris. L’acide mercapturique, NAC-CEES, dans un organisme entier,

est bien présent dans le sang au moins deux semaines apres 1'exposition.

De plus, 'adduit N7Gua-CEES libre et les métabolites de la voie de I’acide mercapturique
GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES ont été détectés dans les extraits de cerveau. Leur
présence montre bien que le CEES a la capacité de traverser la peau et de se diffuser dans
I’organisme via la circulation sanguine pour atteindre des organes internes. C’est d’ailleurs ce
que suggere la présence des biomarqueurs dans le plasma. Une autre explication non exclusive
pourrait étre que le cerveau est fortement irrigué par le sang, ce qui pourrait expliquer la forte
concentration de biomarqueurs qui y est retrouvée. De plus, récemment, une étude
métabolomique confirme I'effet systémique de I'ypérite, leurs résultats sont présentés dans la

publication (Annexe 2).

Grace a ces premiers travaux préliminaires utilisant le CEES, le développement d’une
méthode de quantification de biomarqueurs spécifiques a I'ypérite a été facilité. L’ensemble
des outils d’analyse ont été mis en place pour I'analyse dans du plasma des biomarqueurs de
I'ypérite choisis : Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Afin de pouvoir synthétiser les standards de
'ypérite, le CESE a été utilisé. Tout comme le CEES, il peut étre considéré comme un analogue
de I'ypérite. Le CESE, de par ses propriétés physico-chimiques, sa toxicité, et sa capacité a
former des mono-adduits et des mono-conjugués exactement identiques a ceux de I'ypérite,
est un analogue pertinent. Nous avons développé une méthode de SPE en ligne ce qui permet
de réduire considérablement le temps de préparation des échantillons. Cette méthode validée
peut donc étre utilisée pour 1'analyse de plasma dans le cadre d’'une exposition a I'ypérite

animale et humaine.

Parmi les quatre biomarqueurs étudiés, les deux plus pertinents, biologiquement et
analytiquement, sont N7Gua-Yp et NAC-Yp. Lors des prochains développements analytiques,
en ne gardant comme biomarqueur que N7Gua-Yp et NAC-Yp, il devrait étre possible de
réduire le temps d’analyse et d’améliorer le lavage de I'échantillon pendant la SPE en ligne.

Le développement des méthodes pendant ces travaux a été limité par la faible rétention de
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Cys-Yp. Au niveau analytique, il pourrait étre aussi intéressant d’adapter la préparation
d’échantillon a un prélevement de type DBS (Dry Blood Spot). L'idée est de collecter du sang
sur une carte de papier et d’analyser par la suite les taches de sang séché (DBS) a des fins de
diagnostics. Les avantages de ce type de prélévement, facilement utilisable dans un contexte
NRBC(E), sont: moins de volume sanguin nécessaire ; la collecte de sang est simple, peu
invasif et peu cotiteux ; le risque de contamination bactérienne ou une hémolyse est minime ;
et les échantillons peuvent étre conservées pendant de longues périodes avec presque aucune
détérioration des analytes. Cette technique a déja fait I'objet d'une étude dans le cadre
NRBC(E), pour les intoxications aux agents organophosphorés [227, 228]. Des premiers essais

ont été aussi faits par Zubel et al. pour la détection d’adduits a ’ADN de l'ypérite [163].

Il serait également important de compléter les études in vivo. Pour cela, des traitements
de souris pourraient étre fait avec de l'ypérite ou du CESE, pour confirmer les résultats

obtenus avec le CEES et avoir des prélevements de fluides biologiques au-dela de 14 jours.

Ces travaux se sont concentrés sur le plasma, matrice peu invasive. Il serait judicieux de
développer un méthode analytique adaptée aux urines afin d’y quantifier N7Gua-Yp et NAC-
Yp. Sachant que les métabolites sont éliminés par les urines [153], il serait intéressant de

comparer leur concentration et leur persistance dans les urines et dans le sang.
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Conditions expérimentales
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1.  Culture cellulaire

1.1. HaCaT

Les cellules HaCaT sont des kératinocytes humains immortalisées mutées p53.

1.1.1. Produits et matériel

Le milieu de culture DMEM-GlutaMAX™, le sérum de veau foetal (SVF), la trypsine (0,5
g/L) /JEDTA (0,2 g/L; acide éthylenediaminetétraacétique), la pénicilline-streptomycine
(pénicilline a 5 000 U/ml et streptomycine a 5 000 pg/mL), le PBS sans calcium et sans
magnésium, ont étés fournis par Gibco de ThermoFisher Scientific (Courtaboeuf, France). Le
MTT a été obtenu chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Le DMSO vient de
Fisher bioreagents (Illkirch, France).

Les cellules ont été cultivées dans des flasques (75 cm?) et des boites de Pétri fournies par
Falcon® de Corning, de méme que les tubes utilisés pour la récolte des cellules et les cryotubes

pour leur congélation.

Le comptage a été effectué a l'aide du compteur automatique Countess™ de chez
Invitrogen. Un volume de 10 pL de cellules en suspension est mélangé a 10 pL d"une solution
de bleu de trypan. Le principe du comptage des cellules repose sur la capacité des cellules
vivantes a ne pas internaliser le bleu de trypan (colorant d’exclusion) contrairement aux

cellules mortes.

1.1.2. Culture des HaCaT

Ces cellules sont cultivées dans un milieu DMEM-GlutaMAX™ supplémenté avec 10%
(v/v) de sérum de veau fcetal, et 1% (v/v) d'un mélange d’antibiotiques (50 U/mL de
pénicilline et 50 mg/mL of streptomycine) afin de limiter la contamination par des micro-

organismes.
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L’amplification des cellules se fait dans des flasques de 75 cm? (volume final 10 ml) placées
dans un incubateur a 37°C dont I’atmosphere est enrichie a 5% de dioxyde de carbone (CO»).
Les HaCaT sont des cellules adhérentes qui poussent donc fixées a un support (formation d'un
tapis cellulaire sur la paroi de la flasque). Les cellules ont été divisées une fois par semaine a
raison d"une dilution au 1/12éme pour chaque passage. Pour cela, les cellules ont été rincées
avec du PBS puis trypsinées avec 3 mL de trypsine/ EDTA pendant 10 min a 37°C pour obtenir
des cellules en suspension. L’action de la trypsine a été interrompue par I'ajout de milieu de
culture. Les cellules ont été ensuite centrifugées (5 min, 1200 x g) avec 'appareil Megafuge
1.0R (Heraeus). Elles ont été suspendues dans du milieu de culture et réparties dans de

nouvelles flasques.

1.1.3. Traitements des HaCaT

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de Pétri de 60 mm de diametre au nombre
de 14 300/ cm?. Les traitements ont été faits en tripliquat pour chaque concentration de CEES
(0;1;2;5et10 mM). Avant chaque traitement, le milieu de culture a été enlevé, puis remplacé
par 3 mL de PBS, contenant les différentes concentrations de CEES. L’exposition au CEES dure
30 min a température ambiante. Apres le traitement, les cellules sont lavées deux fois avec du
PBS pour enlever toutes traces de CEES. Les cellules sont incubées pendant 6h a 37°C avec du
milieu de culture « frais ». Pour finir, apres ce temps d’incubation, le milieu est collecté et
conservé a -20°C, avant d’étre purifié par SPE. De leur c6té, les cellules sont trypsinées. Apres
la désactivation de la trypsine par ajout de milieu, les cellules sont centrifugées (1500 rpm, 5
min) et le surnageant est éliminé. Finalement, le culot est suspendu dans 1 mL de PBS et mis
dans des tubes Eppendorf de 2 mL. Les échantillons sont a nouveau centrifugés (400 x g, 5min)
avec élimination du surnageant. Les culots sont ainsi congelés a -20°C avant extraction de leur

ADN.

1.1.4.  Test de cytotoxicité

Les HaCaT ont été ensemencées dans des boites de pétri de 35 mm a raison de 150 000
cellules/mL. Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 24h a I'issue desquelles elles ont été

exposées a une gamme de 8 concentrations de CEES (de 0 a 100 mM). Pour ce faire, le milieu
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de culture a été aspiré et a été remplacé par du PBS. C’est dans ce dernier que les cellules ont
été exposées aux différentes concentrations de CEES pendant 30 min. A I'issue de I'exposition,
le PBS a été enlevé et remplacé par 3 mL de milieu de culture. Les cellules ont alors été incubées
pendant 24 h a 37°C. Ensuite, 200 pL d"une solution de MTT a 10% (5 mg/mL) ont été ajoutés
a chacune des boites de Pétri et les cellules ont été a nouveau incubées a 37°C pendant 2h. Les
cellules ont été révélées avec 2 ml de DMSO ajoutés aux boites de Pétri pour solubiliser les
cristaux de formazan créés par la succinate déshydrogénase. Ensuite, 200 uL de chaque Pétri
ont été transférés dans une plaque 96 puits et 'absorption a 570 nm mesurée dans un lecteur
de plaque SpectraMax M2 (Molecular Devices). Le pourcentage de survie cellulaire a été

déterminé par rapport aux cellules contrdle non traitées au CEES.

1.2. Kératinocytes primaires humains mammaires

Les kératinocytes primaires sont issus de leur extraction d’explants de biopsies
mammaires de patients sains ayant donné leur consentement (Centre Hospitalier Universitaire
de Grenoble, France) d"apres 'article L1245 2 du code de la santé publique. Tous les donneurs

sont Caucasiens, and leur peau a un phototype II ou III selon la classification de Fitzpatrick.

1.2.1. Produits et matériel

Les milieux de culture KSFM (keratinocytes serum free medium) et DMEM-F12, le sérum de
veau feetal (SVF), trypsine-EDTA (0,5 g/L trypsine, 0,2 g/L EDTA), la pénicilline-
streptomycine (pénicilline a 5 000 U/ml et streptomycine a 5 000 ng/mL), le PBS sans calcium
et sans magnésium, le BPE et I'EGF ont étés fournis par Gibco de ThermoFisher Scientific. Le
MTT a été obtenu chez Sigma Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). La bétadine vient de
Cooper et le DMSO de Fisher bioreagents (Illkirch, France). La primocine (50 mg/mL) vient

de InvivoGen.

Les cellules ont été cultivées dans des flasques (75 cm?) fournies par Falcon® de Corning,
de méme que les boites de Pétri. Les tubes utilisés pour la récolte des cellules viennent de

Falcon.
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Le comptage a été effectué a I'aide du compteur automatique Countess™ de chez
Invitrogen. Un volume de 10 pL de cellules en suspension est mélangé a 10 pL d’une solution

de bleu de trypan.

1.2.2.  Extraction des kératinocytes primaires

Les biopsies ont été transportées du bloc de chirurgie dans un tube de 50 mL et pouvaient
étre conservées 48h au maximum a 4°C dans du milieu DMEM-F12 supplémenté par 5% (v/Vv)
de pénicillines-streptomycine. Les explants de peau ont été placés dans du PBS contenant 0,4 %
(v/v) de bétadine pendant 15 min a température ambiante. IIs ont ensuite été transvasés dans
des boites de Pétri contenant 10 mL de PBS supplémenté par 10% (v/v) de pénicilline-
streptomycine. Puis ils ont été traités un par un en les placant dans le couvercle de la boite de
Pétri ot ils ont été étalés du coté épiderme. Le tissu adipeux a alors été retiré a 1'aide d'un
scalpel et les échantillons de peau ont été incubés a 4°C sur la nuit dans une solution de

trypsine (0,5% v/v) a laquelle a été ajoutée 10% (v/v) de pénicilline-streptomycine.

Les échantillons de peau ont été incubés le lendemain a 37°C pendant 1 h et ont été ensuite
transvasés dans des boites de Pétri contenant 10 mL de PBS supplémenté par 10% (v/v) de
pénicilline-streptomycine et 10% (v/v) de SVE. Ils ont de nouveau été traités isolément en les
plagant dans le couvercle de la boite de Pétri ot ils ont été étalés du coté épiderme. Les cellules
mortes ont été éliminées par un grattage délicat effectué a I'aide d'un scalpel. Puis, les
échantillons ont été placés dans une autre boite de Pétri contenant 10 mL de PBS auquel a été
ajouté 10% (v/v) de pénicilline-streptomycine et 10% (v/v) de SVF. La, les kératinocytes ont
été isolés par un grattage énergique au scalpel jusqu’a ce que la peau soit transparente. Ils ont
alors été récupérés avec le PBS, le SVF et la pénicilline-streptomycine dans un tube de 50 mL.
Une premiere filtration des cellules a été réalisée avec une compresse stérile suivie dune
seconde filtration effectuée avec un tamis cellulaire. Les kératinocytes ont alors été centrifugés
(10 min, 8000 x g) apres comptage (Countess™). Les cellules ont été resuspendues dans du
milieu KSFM supplémenté par 25 pg/mL de BPE et 0,9 ng/mL de EGF. Vingt mille a 40000
cellules/cm? ont été réparties dans des flasques de 175 cm? avec un volume final de milieu
KSFM de 30 mL. De la primocine a été ajoutée (50 pg/mL final), c’est un agent antimicrobien
spécifique aux culture primaires, actif contre les bactéries, les champignons et les
mycoplasmes. Les kératinocytes ont été cultivés pendant 15 jours a 37°C dans une atmosphere

enrichie & 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été congelées. Pour cela elles ont tout d’abord
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été rincées avec 15 mL de PBS, puis ont été trypsinées avec 4 mL de trypsine/EDTA pendant
2 min a 37°C (0,5g/L trypsine, 0,2 g/L EDTA). Les cellules, qui croissent en adhérant aux
flasques, ont alors été décollées et centrifugées (5 min, 800 x g) apres comptage. Les
kératinocytes ont été repris dans du SVF contenant 10% (v/v) de DMSO (milieu de
congélation). Des cryotubes contenant 2 ou 4 millions de kératinocytes ont été congelés a -80°C

avant d’étre conservés dans de I'azote liquide.

1.2.3.  Culture des kératinocytes primaires

Les kératinocytes primaires sont cultivés dans un milieu KSFM supplémenté par 25

pg/mL de BPE et 0,9 ng/mL de EGF.

L’amplification des cellules se fait dans des flasques de 75 cm? (volume final 15 ml) placées
dans un incubateur a 37°C dont I'atmosphere est enrichie a 5% de dioxyde de carbone (CO»).
Les kératinocytes sont des cellules adhérentes qui poussent donc fixées a un support
(formation d'un tapis cellulaire sur la paroi de la flasque). Apres décongélation, un autre
passage est effectué au bout de 8 jours ot les cellules sont ensemencées dans les boites de pétri
servant aux traitements. Pour cela, les cellules ont été rincées avec du PBS puis trypsinées avec
2 mL de trypsine/EDTA pendant 8 min a 37°C pour obtenir des cellules en suspension.
L’action de la trypsine a été interrompue par I'ajout de PBS contenant 10% (v/v) de SVF. Les
cellules ont été ensuite centrifugées (5 min, 1200 x g) avec 'appareil Megafuge 1.0R (Heraeus).

Elles ont été suspendues dans du milieu de culture et réparties dans des boites de Pétri.

1.2.4. Traitements des cellules primaires

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de Pétri de 60 mm de diametre au nombre
de 18 800/ cm?2. Les traitements ont été faits en tripliquats pour chaque concentration de CEES
ou de CESE (0, 0,05; 0,1; 0,2 et 0,5 mM). Avant chaque traitement, le milieu de culture a été
enlevé, puis remplacé par 3 mL de PBS, contenant les différentes concentrations de CEES ou
de CESE. L’'exposition dure 30 min a température ambiante. Apres le traitement, les cellules
sont lavées deux fois avec du PBS pour enlever toutes traces de CEES ou de CESE. Les cellules
sont incubées pendant 6h a 37°C avec du milieu de culture « frais». Apres ce temps

d’incubation, d'un c6té, le milieu est collecté et conservé a -20°C, avant d’étre analysé. De
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I'autre coté, les cellules sont trypsinées. Apres la désactivation de la trypsine par ajout de PBS
contenant 10% (v/v) de SVF, les cellules sont centrifugées (1500 rpm, 5 min) et le surnageant
est éliminé. Finalement, le culot est suspendu dans 1 mL de PBS et mis dans des tubes
Eppendorf de 2 mL. Les échantillons sont a nouveau centrifugés (400 x g, 5min) avec
élimination du surnageant. Les culots sont ainsi congelés a -20°C avant extraction de leur

ADN.

1.2.5.  Test de cytotoxicité

Les kératinocytes ont été ensemencés dans des boites de pétri de 35 mm a raison de 120
000 cellules/mL. Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 24h a I'issue desquelles elles ont
été exposées a une gamme de 6 concentrations de CEES ou de CESE (de 0 a 5 mM). Pour ce
faire, le milieu de culture a été aspiré et a été remplacé par du PBS. C'est dans ce dernier que
les cellules ont été exposées aux différentes concentrations de CEES et de CESE pendant 30
min. A l'issue de I'exposition, le PBS a été enlevé et remplacé par 3 mL de milieu de culture.
Les cellules ont alors été incubées pendant 24 h a 37°C. Ensuite, 200 pL d’une solution de MTT
a10% (5 mg/mL) ont été ajoutés a chacune des boites de Pétri et les cellules ont été a nouveau
incubées a 37°C pendant 2h. Les cellules ont été révélées avec 2 mL de DMSO ajoutés aux
boites de Pétri pour solubiliser les cristaux de formazan créés par la succinate déshydrogénase.
Ensuite, 200ul de chaque pétri ont été transférés dans une plaque 96 puits et I'absorption a 570
nm mesurée dans un lecteur de plaque SpectraMax iD3 (Molecular Devices). Le pourcentage
de survie cellulaire a été déterminé par rapport aux cellules contrdle non traitées au CEES ou

CESE.

1.3. Extraction de ’ADN

L’extraction d’ADN des différentes cellules cultivées a été effectuée selon un protocole
qui a été optimisé au laboratoire [229]. Les membranes plasmiques ont tout d’abord été lysées
en ajoutant au culot de cellules un premier tampon (tampon A : sucrose 320 mM, dichlorure
de magnésium (MgCl,) 5 mM, hydrochlorure de trishydroxyméthylaminoéthane (Tris-HCI)
10 mM, déferoxamine 0,1 mM, pH 7,5) contenant 1 % (v/v) de triton X-100. Les noyaux ont été

récupérés apres centrifugation (5 min, 1500 x g) avec I'appareil Megafuge 40R (Heraeus). Puis
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les membranes nucléaires ont été lysées et ' ADN extrait en ajoutant un second tampon
(tampon B : EDTA- Na2 5 mM, Tris-HCI 10 mM, déferoxamine 0,15 mM, pH 8) contenant 0,5%
(v/v) de dodécylsulfate de sodium. L’ARN a été hydrolysé en utilisant les RNAses A (0,15
mg) et T1 (3,5 U) a 37°C pendant 15 min. Les échantillons ont été ensuite incubés pendant 1 h
a 37°C aprés I'ajout de 15 pL (20 mg/ml) de protéase K (Qiagen, Courtaboeuf, France). L’ADN
a été précipité par ajout de 2 volumes de solution tamponnée d’iodure de sodium (EDTA-Na2
20 mM, iodure de sodium 7,6 M, Tris-HCI 40 mM, déferoxamine 0,3 mM, pH 8) et 3,3 volumes
de propan-2-ol absolu. Le culot d”ADN obtenu apres centrifugation (5 min, 5000 x g) a ensuite
lavé successivement par du propan-2-ol (40% dans I'eau, v/v) et de I'éthanol (70%, v/v),
chaque lavage étant accompagné d’'une centrifugation (5 min, 5000 x g). Le culot d’"ADN a

finalement été séché par lyophilisation avant sa digestion (p.235).

2. Peau humaine exposée au CEES

La peau humaine a été obtenue immédiatement apres I’opération de chirurgie plastique
mammaire de patients sains ayant donné leur consentement (Centre Hospitalier Universitaire
de Grenoble, France) d"apres 'article L1245 2 du code de la santé publique. Tous les donneurs

sont Caucasiens, and leur peau a un phototype II ou III selon la classification de Fitzpatrick.

2.1. Produits et matériel

Le milieu de culture DMEM-F12, la pénicilline-streptomycine (pénicilline a 5 000 U/ml et
streptomycine a 5 000 pg/mL), le PBS sans calcium et sans magnésium, ont étés fournis par

ThermoFisher Scientific. La bétadine chez Cooper.

Le trépan est fourni par Cooper. Les inserts ThinCert™ (14 mm de diametre interne,
membrane avec une porosité de 1 um et les plaques multi-puits de 12 puits (stérile avec

couvercle) viennent de Greiner Bio-One.
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2.2. Préparation

Apres l'intervention chirurgicale, la peau a été immédiatement transportée jusqu’au
laboratoire a température ambiante dans des tubes de 50 mL. Apres réception, la peau est
directement désinfectée avec du PBS contenant de la Bétadine a 0,4%. La peau y est plongée
pendant 15 min puis rincée deux fois dans du PBS contenant 10% d’un mélange pénicilline-
streptomycine. La couche de gras est enlevée par grattage sans retirer ni le derme ni
I'épiderme. Finalement, les biopsies de peau ont été faite a l'aide d'un trépan appelé
communément « punch », stérile a usage unique, qui correspond a un bistouri circulaire qui

permet de récupérer une carotte de peau de 12 mm de diametre.

2.3. Traitement

Les biopsies de peau ont été placées, coté derme vers le bas, dans des inserts ThinCert™.
Ces inserts sont mis dans des plaques multi-puits de 12 puits (stérile avec couvercle). Le milieu
de culture (600 pL), DMEM-F12 supplémenté avec 1% pénicilline-streptomycine, a été ajouté
dans les puits sous les inserts. Quatre doses de CEES (0, 2, 4, 10 mg/ml) en solution dans 5pL
de dichlorométhane ont été déposés sur la peau (face épiderme), correspondant a un dépot de
0,0,08; 0,16 ; 0,40 umol de CEES respectivement. Un temps d’attente de 30 s avant de placer
le couvercle de la plaque multi-puits permet 1'évaporation du dichlorométhane. Ensuite, les
biopsies ont été incubées a 37°C dans un incubateur (5% de CO»). Trois temps d’incubation
ont été choisis : 1 h, 6 h et 24 h. Apres ces temps, le milieu des échantillons a été récupéré et
directement congelé a -20°C avant la purification par SPE. Les biopsies de peau ont été aussi
congelées a -20°C jusqu’a extraction de leur ADN. Ces expériences ont été faites avec deux

donneurs, en effectuant des tripliquats pour chacun.

2.4. Broyage des tissus et extraction d’ADN

L’extraction d’ADN des biopsies de peaux a été effectuée en utilisant le « kit » DNEasy®
Blood & Tissue de Qiagen (Courtaboeuf, France). La premiere étape a été un broyage
mécanique a I'aide d’un TissueLyzer II (15min, 25Hz) de Qiagen (Courtaboeuf, France) apreés
avoir ajouté 350 pL de tampon ATL et une bille d’acier (retirée apres broyage) a chaque biopsie.

Une premiere lyse des tissus a été réalisée en ajoutant la protéinase K pendant 3 h a 55°C.
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Aprés un traitement a la RNase A (100 pg/mL), une seconde étape de lyse a été effectuée en
ajoutant 400 pL de tampon AL (70°C, 10 min). Les échantillons ont alors été introduits dans
des colonnes apres avoir ajouté 400 pL d’éthanol absolu. Les débris cellulaires ont été éliminés
par I'ajout successif des tampons AW1 et AW2, précédé a chaque fois d'une centrifugation (5
min, 6300 x g). Finalement, I’ADN a été élué des colonnes par deux ajouts successifs de 100 pL
d’eau ultrapure et centrifugation (3 min, 6300 x g). La solution d’ADN a été lyophilisée puis

congelé (-20°C) avant sa digestion.

3.  Souris exposés au CEES

Les expérimentations effectuées sur les souris SKH-1 ont toutes été soumises et approuvés
par le comité d’éthique de I'IRBA et ce en accord avec la législation francaise (décret 2013-118)
et européenne (décret 2010/63). Les traitements ont été effectués par I'IRBA sur leur site a
Brétigny-sur-Orge. N’ayant pas réalisé nous-mémes ces expériences animales, nous détaillons
seulement le type d’exposition et les analyses faites a partir des tissus recus (cerveaux et

plasmas).

3.1. Exposition vapeur

Sous une sorbonne, les souris ont été exposées a des vapeurs saturantes de CEES par un
systeme occlusif réalisé a I'IRBA (Figure 88). Ce systeme est composé d"un bouchon a vis en
propylene (8 mm de diameétre, FisherBrand®, Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA)
utilisé pour les vials en HPLC. Afin d’assurer son étanchéité, il dispose d'un septum
UltraClean en silicone/téflon. Un disque de 8 mm de diametre en papier filtre Whatmane
(Brandel Inc., Gaithersburg, Maryland, USA) a été déposé dans le fond du bouchon. Dix
microlitres de CEES pur ont été déposées sur le papier filtre et le bouchon a été immédiatement
placé sur les 4 zones a exposer. Avec ce systeme, les souris sont exposées aux vapeurs générées
par le CEES liquide. Les souris ont été exposées pendant 30 min. Apres 4 h, les souris ont été
décontaminées par du savon et de I'eau. Les souris ont été sacrifiées apres 1 jour, 3 jours, 7
jours, 14 jours. Le sang a été prélevé au niveau du cceur. Le plasma a été récupéré par

centrifugation (2000 x g, 10 min, 4°C) puis congelé.
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Figure 88 : Schéma de I'exposition cutanée des souris SKH-1 en utilisant un bouchon de vial HPLC.

3.2. Broyage des tissus et extraction de I’ADN

La moitié de chaque cerveau a été broyée. Le broyage a été effectué a I'aide d"un broyeur
de tissus de type Potter, constitué d"un tube cylindrique en verre borosilicaté (2mL) et d'un
piston en métal a embout rond en téflon (Dutscher, Brumath, France). Le piston a été fixé a un
agitateur mécanique RZR 2020 (Heidolph Instruments GmbH & Co., Schwabach, Allemagne).
Chaque cerveau a été placé dans le tube en verre avec 1,5 mL de tampon A (p.230). Le broyage
a été réalisé en placant le tube en verre contenant 1’organe et le tampon autour du piston sous
agitation pendant 30 s en fonction des échantillons. L’extraction d’ADN a ensuite été réalisée
comme cela a été décrit précédemment (voir p.230). Le culot d’ADN a finalement été lyophilisé

puis congelé (-20°C) avant sa digestion.

3.3. Les métabolites dans les organes

Un quart des cerveaux de chaque souris a été utilisé afin d’en extraire les métabolites

polaires d’apres le protocole de Malik et al. 2018.

Chaque échantillon a été pesé afin de pouvoir normaliser les résultats. La masse de ces
quarts de cerveaux se trouve entre 50 et 150 mg. Les cerveaux sont placés dans des tubes

Eppendorf de 2 mL puis mis dans de la glace le temps qu’ils décongelent. A ce stade, les EI du
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CEES sont ajoutés. La premiére étape a été un broyage mécanique a I'aide d’un TissueLyzer I
(4min, 25Hz) de Qiagen (Courtaboeuf, France), dont les blocs ont été préalablement refroidis
a -20°C, apres avoir ajouté 300 pL d'un mélange méthanol : chloroforme (2: 1) et une bille
d’acier dans chaque tube. Aprés ce broyage, les tubes sont centrifugés en mode « pulse »
jusqu’a 1000 x g, puis les billes en acier sont récupérées avant de replacer les échantillons dans
la glace. Successivement, 100 pL d’eau froide (refroidie a 4°C) et 100 uL de méthanol (refroidi
a -20°C) sont ajoutés. Les échantillons sont vortexés jusqu’'a l'obtention d'un mélange
homogene. Afin de séparer les métabolites polaires et apolaires, les tubes sont centrifugés a
10000 x g pendant 10 min a 4°C. Les échantillons sont a nouveau placés dans la glace,
délicatement pour garder la ligne de séparation des phases. La phase supérieure, contenant
les métabolites polaires, est collectée et placée dans un nouveau tube Eppendorf. Elle est
séchée au speed vac. Les échantillons sont reconstitués avec 100 pL d’eau MilliQ. Les
échantillons sont vortexés jusqu’a 1’obtention d'une solution homogene puis centrifugés a
10 000 x g pendant 10 min a 20°C. Le surnageant est filtré a 'aide des filtres VWR de 0,22 pm
en centrifugeant a 10 000 x g pendant 10 min a 20°C. Le filtrat est transféré dans des vials pour

'analyse.

3.4. Les fluides biologiques

Les plasmas des souris ont été décongelés. Ils ont été dopés par ajout de 10 uL (0,5 uM) de
EI du CEES a 90 puL de plasma. Les échantillons sont ensuite filtrés a 'aide des filtres VWR de
0,22 pm (filtration a 8 000 x g pendant 5 min a 20°C). Afin d’éliminer le maximum de protéines,
les filtrats sont centrifugés dans des filtres Nanosep® (Pall Laboratory) de 30 kDA pendant 30

min a 8 000 x g. La solution incolore obtenue est transvasée dans les vials pour I’analyse.

4.  Digestion de ’ADN

Toutes les enzymes et les réactifs utilisés pour la digestion ont été achetés chez Sigma.

Les échantillons d’ADN extrait des cellules ou des organes, ont été digérés en ajoutant 50
pL d"un premier tampon (acide succinique 50 mM, CaCl, 25 mM, acétate d’ammonium 75 mM,
pH 6), 1 U de nucléase P1, 5 U de désoxyribonucléase II et 0.05 U de phosphodiestérase II. Les

échantillons ont été ensuite incubés pendant 2h a 37°C. Puis, pour chaque échantillon, 10 pL
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d"un second tampon (Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8), 2 U de phosphatase alcaline et 0,03
U de phosphodiestérase I sont ajoutés. Les échantillons ont alors été incubés a 37°C pendant

2h.

Pour la mesure des adduits de I'ypérite et du CEES dans I’ADN, le protocole a été
poursuivi en chauffant les échantillons a 90°C pendant 20 min. Cela permet de dépuriner

completement les adduits instables en position N7 de la guanine, formés par ces deux toxiques.

5.  Synthese des standards

5.1. Standards du CEES

Dans une solution de 5 mL de tampon de phosphate (10 mM, pH=7) y a été dissout soit
10,8 mg de cystéine, soit 10,9mg de NAC, soit 10mg de dGuo soit 10,4 mg de GSH. Chaque
solution a été préparée dans un tube a essai. Du CEES (5 uL, 2,9 mM) a été ajouté dans chaque
tube. La réaction a duré toute la nuit a température ambiante avec une agitation magnétique.
Plusieurs étapes de lavages ont été effectuées avec du dichlorométhane pour éliminer toutes
traces de CEES. 1l a fallu dépuriner le produit de la réaction entre le dGuo et le CEES par
hydrolyse thermique (90°C pendant 20 min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé
N7-Gua-CEES [179]. Les standards ont été purifiés par un systeme HPLC composé d'une
pompe L7100 de Merck-Hitachi, une injecteur 7125 de Rheodyne (San Jose, USA), une colonne
C18 phase inverse (4,0 x 250 mm, 5 um dp, Uptisphere, Interchim, Montlucon, France), un
détecteur UV-Vis de Merck (Munich, Germany) réglé a 220 nm. Pour la séparation, un gradient
d’acétonitrile dans une solution aqueuse 5mM de formiate d’ammonium (0 min : 0% ACN;
10min : 5% ACN ; 30 min : 20% ; 45 min : 30% ACN) a un débit de 1 mL/min a été utilisé. Des
fractions de 2 mL ont été collectées dont 20 uL ont été analysés par UHPLC-MS/MS. Les
fractions d’intérét ont été regroupées et purifiées par HPLC une seconde fois pour obtenir une
solution pure. Les solutions finales ont été lyophilisées puis suspendues avec de I'eau MilliQ.
Les standards purs ont été calibrés par UHPLC couplée a un détecteur UV a barrettes de

diodes.
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5.2. Etalons Internes du CEES

Des solutions de 10 mM de chaque biomolécule marquée ont été préparées (Cys *, NAC*,
GSH* et dGuo*) dans du PBS a 1/10. La cystéine marquée contient trois 13C et un 15N, pour
la NAC* trois 13C et un 15N, pour le GSH* deux 13C et un 15N et pour la dGuo* cinq 15N
(Figure 35). Le CEES (20 pL) a été ajouté a 1'équivalent de 5mg de biomolécule marquée, soit 4
mL de Cys*, 1.61 mL de GSH¥, 1.72 mL de dGuo* et 3 mL NAC*. La réaction a été maintenue
toute la nuit a température ambiante avec une agitation magnétique. Plusieurs étapes de
lavages ont été effectuées avec du dichlorométhane pour éliminer toutes traces de CEES. Il a
fallu dépuriner le produit de la réaction entre la dGuo* et le CEES par hydrolyse thermique
(90°C pendant 20 min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé N7Gua*-CEES [116].
Les composés ont été purifiés par SPE. L’élution a été faite par ajouts de 1 mL de proportions
croissantes de méthanol et 20 pL de chaque fraction a été analysées par UHPLC-MS/MS. Les
fractions d’intérét ont été regroupées. Les solutions finales ont été lyophilisées puis
suspendues avec de 1'eau MilliQ. Les étalons internes purifiés ont été calibrés par UHPLC-

MS/MS a partir des standards du CEES calibrés.

5.3. Standards de l'ypérite

Dans une solution de 5 mL de PBS (dilué par 10) y a été dissout soit 10,7 mg de cystéine
(solution finale de cystéine a 18 mM), soit 12,2 mg de NAC (solution finale de NAC a 15 mM),
soit 10,6 mg de dGuo (solution finale de dGuo a 7mM). Chaque solution a été préparée dans
un tube a essai. Du CESE (7 pL, 10,0 mM) a été ajouté dans les tubes de cystéine et de NAC.
Dans celui de dGuo y a été ajouté 5 pL (7,1 mM) de CESE. La réaction a duré toute la nuit a
température ambiante avec une agitation magnétique. Plusieurs étapes de lavages ont été
effectuées avec du dichlorométhane pour éliminer toutes traces de CESE. Il a fallu dépuriner
le produit de la réaction entre le dGuo et le CESE par hydrolyse thermique (90°C pendant 20
min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé N7-Gua-CESE. Les standards ont été
purifiés par un systeme HPLC composé d"une pompe L7100 de Merck-Hitachi, une injecteur
7125 de Rheodyne (San Jose, USA), une colonne C18 phase inverse (4,0 x 250 mm, 5 um dp,
Uptisphere, Interchim, Montlugon, France), un détecteur UV-Vis de Merck (Munich,
Germany) réglé a 230 nm. Pour la séparation, un gradient d’acétonitrile dans une solution
aqueuse 2mM de formiate d’ammonium (0 min : 0% ACN ; 10min : 5% ACN; 30 min : 20% ;

45 min :30% ACN) a un débit de 1 mL/min a été utilisé. Des fractions de 2 mL ont été collectées
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dont 20 pL ont été analysés par UHPLC-MS/MS. Les fractions d'intérét ont été regroupées et
purifiées par HPLC une seconde fois pour obtenir une solution pure. Les solutions finales ont
été lyophilisées puis suspendues avec de I’eau MilliQ. Les standards purs ont été calibrés par

UHPLC couplée a un détecteur UV a barrettes de diodes.

5.4. Etalons internes de 1'ypérite

Des solutions de 10 mM de chaque biomolécule marquée ont été préparées (Cys *, NAC*
et dGuo*) dans du PBSa1/10. La cystéine marquée contient trois 13C et un 15N, pour la NAC*
trois 13C et un 15N et pour la dGuo* cinq 15N (Figure 76). Ces solutions avaient déja été
préparées lors de la synthése des étalons internes du CEES. Le CESE pur (10 puL) a été ajouté
aux solutions de Cys* (10mM), de dGuo* (10mM) et de NAC* (10mM). La réaction a été
maintenue toute la nuit a température ambiante avec une agitation magnétique. Plusieurs
étapes de lavages ont été effectuées avec du dichlorométhane pour éliminer toutes traces de
CESE. 1l a fallu dépuriner le produit de la réaction entre la dGuo* et le CESE par hydrolyse
thermique (90°C pendant 20 min dans un bloc chauffant) afin d’obtenir le composé N7Gua*-
Yp. Les composés ont été purifiés par SPE. L'élution a été faite par ajouts de 1 mL de
proportions croissantes de méthanol et 20 pLL de chaque fraction a été analysées par UHPLC-
MS/MS. Les fractions d’intérét ont été regroupées. Les solutions finales ont été lyophilisées
puis suspendues avec de I'eau MilliQ. Les étalons internes purifiés ont été calibrés par

UHPLC-MS/MS a partir des standards du CESE calibrés.

6. Préparation des échantillons

6.1. SPE

L’extraction sur phase solide est faite sur les colonnes Chromabond® HR-X 45 pm de 100
mg a l'aide d'un systéme manifold a vide. Tout d’abord, les colonnes sont conditionnées avec
1 mL de méthanol contenant 0,1% d’acide formique suivi d'1 mL d’eau acidifiée par 0,1%
d’acide formique. Le milieu de culture a purifier (500 pL) est d’abord dopé par ajout de EI (10
uL, 0,2 mM) puis chargé sur la colonne. L’échantillon est lavé par 1 mL d’eau acidifiée suivi
d’une solution de 5% de méthanol contenant 0,1% d’acide formique. La colonne est séchée

pendant 10 min sous vide. La derniere étape, 1'élution, est faite par écoulement de 1 mL de
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méthanol tamponné par du formiate d’ammonium. Cette solution a été préparée en ajoutant
200 pL de formiate d’ammonium en solution aqueuse a 10 M dans 200 mL de méthanol. L’éluat
est collecté dans des tube a hémolyse puis séché au Speed Vac a 35°C. Les échantillons sont

reconstitués dans 200 pL d’eau et conservés a -20°C jusqu’a leur analyse par UHPLC-MS/MS.

*1ml MeOH 0,1% AF
*1mlH,00,1% AF

*0,2-1ml

*1mlH,00,1% AF
*1ml 5% MeOH 0,1% AF

* Séchinge sous vide 10min
*]1 ml100% MeOH + 10 mM FA

Figure 89 Protocole optimisé de I'extraction sur phase solide pour la colonne polymérique de 100mg.
C : Conditionnement, D : Dépot, L : Lavage, E : Elution, MeOH : Méthanol, AF : Acide Formique, FA :

Formiate d’ ammonium.

6.2. SPE en ligne

6.2.1. Les biomarqueurs du CEES dans le plasma

La SPE en ligne a été faite sur une colonne Nucleodur® PFP de petite taille et de
granulométrie classique (longueur : 5 cm, diamétre interne : 2 mm, diametre des particules : 5
pm) de Macherey-Nagel. La phase mobile A est de l'eau ultra-pure tamponnée avec du
formiate d’ammonium (5 mM). La phase mobile B est du méthanol de qualit¢ HPLC-MS (avec
du formiate d’ammonium a 5 mM). Le débit est fixé a 500 uL/min. Le four de la colonne est
réglé a 50°C. Les conditions initiales sont 0% de la phase mobile B. La proportion de B
augmente linéairement jusqu’a 50% en 1 min. Ensuite les analytes sont transférés sur la

colonne analytique.
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6.2.2. Les biomarqueurs de l'ypérite dans le plasma

La SPE en ligne a été faite sur une colonne PFP de Macherey-Nagel Nucleodur®
(longueur : 5 cm, diametre interne : 2 mm, diametre des particules : 5 um). La phase mobile A
est de I'eau ultra-pure tamponnée avec du formiate d’ammonium (5 mM). La phase mobile B
est du méthanol de qualité HPLC-MS (avec du formiate d’ammonium a 5 mM). Le débit est
fixé a 180 pL/min. Le four de la colonne est réglé a 50°C. Les conditions initiales sont 100% de

la phase mobile A pendant 1 min. Ensuite les analytes sont transférés sur la colonne analytique.

7.  Analyses UHPLC-MS/MS

7.1. La séparation par chromatographie liquide des standards du CEES

Le laboratoire dispose d"une chaine Exion UHPLC de Sciex (Framingham, MA) équipée
d’un passeur automatique d’échantillons, d'une pompe binaire et d'un four pour colonnes
intégrant un systeme de SPE en ligne. La séparation chromatographique a été faite sur une
colonne de silice greffée en phase inverse C18 de Macherey-Nagel Nucleodur® (longueur : 10
cm, diameétre interne : 2 mm, diametre des particules : 1,8pum). La phase mobile A est de I'eau
ultra-pure tamponnée avec du formiate d’ammonium (2 mM) et de I'acide formique (0,2%).

La phase mobile B est d’acétonitrile de qualité HPLC-MS.

71.1. Quantification du biomarqueur N7Gua-CEES dans ’ADN

Les conditions initiales sont 2% de la phase mobile B pendant 5 min. La proportion de B
augmente jusqu’a 8% entre 5 et 8 min suivi d'un gradient plus important pour atteindre 40%
de B a 11,5 min. Ensuite, un plateau de 1 min a 95% de B est maintenu avant un retour aux
conditions initiales a partir de 12,6 min. Le temps d’analyse total est de 15 min. Le débit est
fixé a 350 pL/min. Le four de la colonne est réglé a 40°C alors que le passeur automatique
d’échantillons conserve les vials a 15°C. La quantité de bases normales de I’ADN, détectées
sous forme de nucléosides, est déterminée par le détecteur UV (A comprises entre 230 et 330
nm). La quantification des bases d’ADN modifiées, i.e. d’adduits, et des nucléosides normaux
a été faite par calibration externe en utilisant des standards. Les résultats sont ainsi exprimés

en nombre d’adduits par million de bases normales.
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7.1.2.  Analyse des biomarqueurs du CEES issus du milieu de culture

Les conditions initiales sont 5% de la phase mobile B pendant 1,2 min. La proportion de B
augmente linéairement jusqu’a 35% entre 1,2 et 7,2 min d"un plateau de 1 min a 70% de B avant
un retour aux conditions initiales a partir de 8,4 min. Le temps d’analyse total est de 11 min.
Le débit est fixé a 400 pL/min. Le four de la colonne est réglé a 50°C alors que le passeur
automatique d’échantillons conserve les vials a 15°C. La quantification a été faite par dilution

isotopique en utilisant les étalons internes marqués.

7.1.3.  Analyse des biomarqueurs du CEES dans le plasma de souris

Les conditions initiales sont 5% de la phase mobile B pendant 2 min. La proportion de B
augmente linéairement jusqu’a 60% entre 2 et 11 min d"un plateau de 1 min a 60% de B avant
un retour aux conditions initiales a partir de 12 min. Le temps d’analyse total est de 14 min.
Le débit est fixé a 400 uL/min. Le four de la colonne est réglé a 50°C alors que le passeur
automatique d’échantillons conserve les vials a 15°C. La quantification a été faite par dilution

isotopique en utilisant les étalons internes marqués.

7.2. La séparation par chromatographie liquide des standards de I'ypérite dans

le plasma

La phase mobile B est du méthanol de qualit¢ HPLC-MS tamponnée avec du formiate
d’ammonium (2 mM) et de l'acide formique (0,2%). La phase mobile A reste I’eau ultra-pure

tamponnée avec du formiate d’ammonium (2 mM) et de I'acide formique (0,2%).

Les conditions initiales sont 1% de la phase mobile B pendant 2 min. La proportion de B
augmente linéairement jusqu’a 10% entre 2 et 4 min puis jusqu’a 60% entre 4 min et 8min. Il y
a un plateau de 1 min a 60% de B avant un retour aux conditions initiales a partir de 9,1 min.
Le temps d’analyse total est de 11 min. Le débit est fixé a 400 pL/min. Le four de la colonne
est réglé a 50°C alors que le passeur automatique d’échantillons conserve les vials a 15°C. La

quantification a été faite par dilution isotopique en utilisant les étalons internes marqués.
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7.3. La détection par spectrométrie de masse

Le laboratoire dispose d"un systéme QTRAP de la série 6500+ de Sciex (Framingham, MA)
(Figure 90). La détection a toujours été faite en utilisant le mode de scan MRM pour les
méthodes validées. La source d'ionisation a été utilisée en mode positif. Certains parametres
du SM ont été optimisés au tout début de ces travaux de thése avec les biomarqueurs du CEES.
Ces parametres sont restés inchangés pour les différences méthodes développées, ils sont
présentés dans le Tableau 18. D’autres parametres sont dépendants des transitions utilisées en
MRM. Le Tableau 19 résume 1'ensemble des parametres de chaque transition de la méthode
validée pour les biomarqueurs du CEES dans les milieux de culture dont le Dwell Time est de
50 msec. Le Tableau 20 résume I'ensemble des parametres de chaque transition de la méthode

validée pour les biomarqueurs de I'ypérite dans le plasma dont le Dwell Time est de 150 msec.

Figure 90 : Représentation du spectrométre de masse utilisé pendant ces travaux, le QTRAP 6500+ de

Sciex.

CUR (psi) IS (V) TEM (°C)  GS1(psi) GS2 (psi)
45 5300 550 60 60

Tableau 18 : Parameétres invariables dans ces travaux de these de la source du SM.
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Transition

(/2) DP(V) EP(V) CE(V) CxP(V)
N7Gua-CEES 61 240 — 61 50 8 50 10
N7Gua-CEES 89 240 — 89 45 15 20 10
N7Gua-CEES 55 240 — 55 45 8 50 B
N7Gua-CEES*SI 61 245 — 61 50 8 50 10
N7Gua-CEES* SI 89 245 — 89 45 15 20 10
N7Gua-CEES* SI 55 245 — 55 45 8 50 5
GSH-CEES 89 396 — 89 45 8 20 10
GSH-CEES 121 396 — 121 45 8 20 10
GSH-CEES 321 396 — 321 45 8 20 10
GSH-CEES*SI 61 399 — 61 45 8 70 10
GSH-CEES*SI 89 399 — 89 45 8 20 10
GSH-CEES*SI 121 399 - 121 45 8 20 10
Cys-CEES 61 210 — 61 45 8 60 10
Cys-CEES 89 210 — 89 45 8 20 10
Cys-CEES120 210 - 120 45 8 20 B
Cys-CEES* Sl 61 214 — 61 45 8 60 10
Cys-CEES* SI 89 214 — 89 45 8 20 10
Cys-CEES* SI 93 214 — 93 45 8 20 5
NAC-CEES61 252 — 61 45 8 60 5
NAC-CEES89 252 — 89 45 8 10 5
NAC-CEES116 252 - 116 45 15 50 5
NAC-CEES*SI 61 256 — 61 45 8 60 5
NAC-CEES*SI 89 256 — 89 45 8 10 5
NAC-CEES*SI 119 256 — 119 45 15 50 5

Tableau 19: Les transitions MRM utilisées pour la méthode validée au chapitre 1 pour les
biomarqueurs du CEES et leurs EI dans les milieux de culture, et leurs parametres optimisés en

spectrométrie de masse.

Transition

DP(V) EP(V) CE(V) CxP (V)

(my/z)

N7Gua-Yp 61 256 — 61

N7Gua-Yp 87 256 — 87 20 10 35 20
N7Gua-Yp 105 256 — 105 20 10 20 30
N7Gua-Yp*SI 61 261 — 61 20 5 40 30
N7Gua-Yp*SI 87 261 — 87 20 10 35 20
N7Gua-Yp*SI 105 261 — 105 20 10 20 30
Cys-Yp 61 226 — 61 20 10 50 10
Cys-Yp 74 226 — 74 40 10 50 10
Cys-Yp 105 226 —105 50 5 20 15
Cys-Yp*SI 61 230 — 61 20 5 40 10
Cys-Yp*SI 74 230 — 74 40 10 50 10
Cys-Yp*SI1 105 230 — 105 50 5 20 15
NAC-Yp 84 268 — 84 50 10 40 10
NAC-Yp116 268 — 116 20 5 50 20
NAC-Yp 162 268 — 162 20 10 20 20
NAC-Yp*SI 87 272 — 87 50 10 40 10
NAC-Yp*SI 119 272 119 20 5 50 20
NAC-Yp*SI 166 272 — 166 20 10 20 20

Tableau 20: Les transitions MRM utilisées pour la méthode validée au chapitre 5 pour les
biomarqueurs de I"ypérite et leurs EI dans le plasma, et leurs parametres optimisés en spectrométrie de

masse. Le parametre « dwell time » est identique pour toutes les transitions et ficé a 50 ms.
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8.  Analyses stastistiques

Les données ont été analysées par le logiciel GraphPad PRISM. Dans le chapitre 3 et le
chapitre 6, concernant le traitement des explants de peau et le traitement des cellules
primaires, la comparaison des moyennes a été faite par des tests ANOVA et de Student. Dans
le chapitre 4, concernant le traitement des souris, les données ont été analysées par un test
ANOVA suivi d'un test non-paramétrique de Kruskal-Wallis pour des comparaisons

multiples.
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Aérosol p2
mimétique

Anémie

Asthénie

Atélectasie

Blépharospasme

Bronchopneumonie

Dysphonie

Dyspnée

Effet systémique

Erythéme

Expectoration

Hyperleucocytose

Irritation
conjonctivale

Laryngite

Traitement de la crise d’asthme.

Etat morbide dt a un appauvrissement du sang dans lequel on
constate une diminution du nombre des globules rouges, et qui
se manifeste notamment par une paleur extréme de la peau.

Affaiblissement pathologique de I'état général.

Pathologie de l'appareil respiratoire. Elle correspond a
l'affaissement des alvéoles de tout ou partie d'un des deux
poumons

Spasme des muscles orbiculaires de 1'ceil provoquant un
clignement involontaire et une fermeture de I'ceil.

Inflammation plus ou moins étendue des bronches, des
bronchioles, et des alvéoles pulmonaires, ainsi que du tissu
interstitiel pulmonaire, c'est-a-dire du parenchyme (tissu situé
entre ces organes).

Trouble de la voix qui peut concerner son intensité, sa hauteur et
son timbre. Elle peut notamment étre d’origine inflammatoire,
traumatique, tumorale ou nerveuse.

Inconfort respiratoire qui peut avoir des causes pulmonaires,
cardiaques ou générales.

Systémique est le terme médical utilisé pour qualifier un trouble
qui affecte la totalité de I'organisme et non pas seulement une
partie du corps.

Rougeur congestive de la peau, plus ou moins étendue, qui
résulte d'une dilatation des vaisseaux sanguins cutanés
expliquant le phénomene de vitropression (la rougeur disparait a

I'appui).

Action de rejeter par la bouche les mucosités des voies
respiratoires.

Elévation anormale du nombre des leucocytes.

Inflammation de la muqueuse lisse et transparente qui tapisse la
paroi intérieure de la paupiére et la face externe du globe
oculaire, et qui unit ces organes en leur permettant de glisser I'un
sur l'autre.

Inflammation du larynx.
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Leucopénie

Neécrose

Oedéme

Pharyngite

Photophobie

Prurit

Rhinite

Thrombopénie

Trachéo-bronchite

Vésication

Vésication
palpébrale

Vésicule

Diminution du nombre des globules blancs circulant dans le
sang au-dessous d'un certain taux.

Processus d'altération aboutissant a la destruction d'une cellule,
d'un tissu organique.

Infiltration séreuse de divers tissus et en particulier des tissus
sous-cutané et sous-muqueux, se révélant, au niveau de la peau,
par un gonflement indolore gardant quelque temps 'empreinte
du doigt.

Inflammation du pharynx qui peut avoir des origines diverses,
notamment microbienne, toxique, allergique.

Crainte de la lumieére vive due a certaines affections nerveuses ou
A une extréme sensibilité de la rétine dans certaines affections
oculaires.

Sensation de démangeaison cutanée due a une maladie de la
peau, une affection générale ou un trouble fonctionnel des nerfs
de la peau qui déclenche un réflexe de grattage plus ou moins
vif.

Inflammation de la muqueuse nasale.

Trouble de la coagulation provoqué par une diminution du
nombre de plaquettes.

Inflammation de la trachée et des voies respiratoires se ramifiant
a partir de la trachée, causée par une infection.

Formation d'ampoules sur la peau, causées par un vésicatoire.

Vésication de la conjonctive palpébrale, membrane qui forme la
partie inférieure de la paupiére.

Cloque remplie de liquide transparent.
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Abstract

Sulfur mustard (SM), a chemical warfare agent, is a strong alkylating compound that readily reacts with numerous biomolecules.
The goal of the present work was to define and validate new biomarkers of exposure to SM that could be easily accessible in urine
or plasma. Because investigations using SM are prohibited by the Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons, we
worked with 2-chloroethyl ethyl sulfide (CEES), a monofunctional analog of SM. We developed an ultra-high-pressure liquid
chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) approach to the conjugate of CEES to glutathione and two of its
metabolites: the cysteine and the N-acetylcysteine conjugates. The N7-guanine adduct of CEES (N7Gua-CEES) was also
targeted. After synthesizing the specific biomarkers, a solid-phase extraction protocol and a UHPLC-MS/MS method with
isotopic dilution were optimized. We were able to quantify N7Gua-CEES in the DNA of HaCaT keratinocytes and of explants
of human skin exposed to CEES. N7Gua-CEES was also detected in the culture medium of these two models, together with the
glutathione and the cysteine conjugates. In contrast, the N-acetylcysteine conjugate was not detected. The method was then
applied to plasma from mice cutaneously exposed to CEES. All four markers could be detected. Our present results thus validate
both the analytical technique and the biological relevance of new, easily quantifiable biomarkers of exposure to CEES. Because
CEES behaves very similar to SM, the results are promising for application to this toxic of interest.

Keywords 2-Chloroethyl ethyl sulfide - DNA adducts - Glutathione adducts - Skin models - Plasma - Biomarkers

Introduction

Sulfur mustard (SM) was first used as a chemical warfare
agent during World War I [1] and on other battlefields since
then. SM was even used in recent conflicts in the Middle East,
although the Organisation for the Prohibition of Chemical
Weapons (OPCW) prohibits the synthesis of chemical warfare
agents and restricts their use for protection and peaceful
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research. In addition to these military concemns, SM is also a
threat for civilians. Many SM-containing ammunition may be
found buried or abandoned at former defense sites. Large
amounts of SM have also been disposed at the bottom of the
sea. More importantly, SM is thought to be a persistent threat
by non-state actors, such as terrorist groups, because of its
easy synthesis and handling, and the risk of theft from stock-
piles [2].

The severity of SM-induced complications mainly depends
on dose, duration, and body part of the exposure [3, 4]. SM
contamination may cause adverse health effects in many or-
gans especially the skin, eyes, and respiratory system [3, 4].
The first symptoms, including ocular, dermal, and respiratory
damage, usually become evident only approximately 12 h af-
ter exposure [5]. SM is classified as a vesicant because it
causes blistering of the skin as a major feature of its toxic
effects observed shortly after exposure. SM also exhibits
long-term effects. Local effects of SM exposure may include
scarring of the skin and bronchial stenosis [6]. Other long-
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term effects may appear some months or years after the expo-
sure and have a serious impact on the life quality of the ex-
posed individuals [7]. SM is also a known carcinogen [8, 9].
Unfortunately, there is no antidote available for preventing the
effects of SM and no specific therapy for the treatment of SM-
induced lesions. The aim of current therapeutic strategies is to
relieve symptoms, prevent infections, and promote healing.

Some cellular and molecular processes have been identi-
fied that partially explain the toxicological effects of SM, but
the overall exact mechanism remains unclear [ 10]. It should be
stressed that because synthesis, use, and storage of SM are
strongly regulated by the OPCW, a large fraction of the avail-
able data have been obtained with the analog of SM, 2-
chloroethly ethyl sulfide (CEES), a monofunctional molecule
bearing one chlorine atom instead of two. SM and CEES
induce similar severe burns on skin in animals. They are both
strong alkylating agents, mostly because they undergo intra-
molecular cyclization into episulfonium ions. These electro-
philic species can readily react with water and nucleophilic
sites present in cellular macromolecules such as glutathione,
DNA, and proteins (Fig. 1). Most products of these reactions
are stable adducts or conjugates which can affect the normal
functions of macromolecules, such as the enzymes involved in
cell energetic metabolism. Some metabolites are excreted in
urine, feces, and blood [11, 12]. These SM-specific deriva-
tives can be easily accessible targets in biological fluids and
used as specific biomarkers. Actually, detection of such
analytes in urine or blood is necessary for many reasons such
as in forensic science for providing evidence of contamination
or in therapeutics for diagnostic and prognostic purposes.

A first proposed approach for biomonitoring of exposure to
SM involved quantification of the direct oxidation product of

OH O O

o)\(\)\u OH
NH, 0 /

Glutathione conjugate

l

Mecapturate
pathway l

N-Acetyl-Cysteine conjugate

Fig. 1 Reactivity of sulfur mustard with biomolecules
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SM, bis-chloroethyl sulfoxide (SMO). Rapid, simple, and
quantitative analytical methods were developed for this early
SM biomarker present in blood for a rapid diagnostic during
the asymptomatic latency period (less than 12 h) [13, 14]. The
directly hydrolyzed metabolite thiodiglycol (TDG) was de-
tected in urine from SM-treated rats for 48 h [15]. Under its
bound and its oxidized forms, it was present up to 7 day in the
blood and urine of the animals. In another study, TDG and
thiodiglycol sulfoxide (TDGO) were detected in the plasma of
SM-exposed rats, and the time windows for quantitative de-
tection were 4 h and 12 h, respectively [16]. Interestingly,
similar results have been obtained in human patients [17].
Much debate has concerned the validity of TDG and TDGO
as biomarkers because both can be detected at trace levels in
unexposed human populations [11].

The second type of SM biomarkers involved products of its
reaction with various amino acid residues present in proteins,
including the 2-(2-hydroxyethyl)-thioethyl-valine adduct of
hemoglobin and 2-(2-hydroxyethyl)-thioethyl-cysteine adduct
of albumin. They can be detected in appropriate samples such
as blood, serum, plasma, or urine [17, 18]. In recent years,
studies were more focused on albumin adducts [18-20]. The
time-course studies in rats showed that the hemoglobin adduct
is far more persistent than the albumin adduct. A study
showed that the adduct to the N-terminal valine in hemoglobin
was still present 28 days after exposure [21]. This long per-
sistence makes this conjugate relevant for a retrospective de-
tection. However, the sample preparation requires a time-
consuming digestion step for the selective cleavage of the
adduct from the protein.

Another major pathway in the toxicity of SM is its reaction
on the critical nucleophilic sites of DNA to produce SM-DNA
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adducts (Fig. 1). To date, four major types of DNA adducts
have been reported. These include the mono-alkylated base
adducts 2-(2-hydroxyethyl)-thioethyl-N7-guanine (N7Gua-
HETE), 2-(2-hydroxyethyl)-thioethyl-N3-adenine (N3Ade-
HETE), the SM-guanine-guanine biadduct, and an adduct in-
volving both glutathione and guanine [22-25]. Formation of
these adducts was extensively studied within DNA extracted
from skin and interal organs after exposure [26-30]. DNA
adducts appear to be valuable biomarkers since they are per-
sistent, especially the N7Gua derivative which is the most
abundant and still detected 3 weeks after exposure of hairless
mice [27]. This was confirmed by the unambiguous detection
of adducts in the DNA extracted from blood cells from ex-
posed patients [17]. DNA adducts were also detected for sev-
eral days in urine under the form of modified bases following
spontaneous depurination or release by DNA repair systems
117; 31].

A last class of reaction products of biomolecules with SM
that can be used as biomarkers results from the conjugation of
SM to glutathione (GSH), an abundant cellular tripeptide.
GSH plays a major role in the chemical inactivation of reac-
tive electrophilic toxicants or metabolites either spontaneously
or by catalysis by glutathione S-transferases in the liver and in
other organs such as the skin [32, 33]. The product is a gluta-
thione-S-SM-conjugate (GSH-SM). In the complex pathway
of glutathione metabolism [34], GSH-SM is consecutively
converted into the cysteinyl-glycine-S-conjugate, the cyste-
ine-S-conjugate, and N-acetylcysteine-S-conjugate (NAC-
SM) (Fig. 1). This last metabolite, also known as mercapturate
derivative, is generally more polar and water soluble than the
unconjugated electrophiles. It is thus readily excreted and
eliminated in urine and/or bile [35, 36]. In terms of GSH-
derived biomarkers, available data mostly involved the detec-
tion of glutathione-SM metabolites arising from (3-lyase
cleavage, leading to the formation of SBSNAE, SBMTE,
and SBMSE [16, 17, 37]. These metabolites are only detected
for a few days in patients, and not in all of them [17, 38].
Surprisingly, other metabolites of the mercapturic acid path-
way such as NAC-SM have not been used as biomarkers
while they are commonly detected in biological fluids follow-
ing exposure to other toxic compounds [39-42]. Data have
been reported that show a larger amount of L-cysteine (Cys)
conjugates in the bile than derivatives of the 3-lyase pathway
[43], strongly suggesting the formation of other GSH-SM me-
tabolites such as the N-acetyl-L-cysteine (NAC) conjugate.

This brief overview of the available biomarkers of expo-
sure to SM shows that none is perfect, in terms of either spec-
ificity, persistence, or analytical throughput. Moreover, proof
of exposure is more reliable with a combination of informa-
tion based on different biomarkers. There is thus room for
additional biomarkers. To this end, we decided to explore
the possibility of using the conjugates of the mercapturate
pathway with CEES as a SM analog. As explained above,

CEES was chosen because the use of SM is strictly limited.
We felt necessary to first develop our approach with an analog
and then, based on this first work, rapidly extend the method
to SM. Our aim was to quantify conjugates between CEES
and GSH, cysteine, and N-acetylcysteine (GSH-CEES, Cys-
CEES, and NAC-CEES, respectively) (Fig. 2). The chemical
structure of these compounds have been established for SM in
previous works [44, 45]. We also included the DNA adduct
(2-ethyl)-thioethyl-N7Gua (N7Gua-CEES) to our selected
biomarkers since promising results have been obtained with
the similar SM-derivative. We first synthesized the standards
and their isotopically labeled analogs and developed an ultra-
high-pressure liquid chromatography tandem mass spectrom-
etry (UHPLC-MS/MS) approach with isotopic dilution. Then,
the cleanup step of the samples was optimized. Finally, we
evaluated the biological relevance of these biomarkers in cul-
tured cells, human skin explants, and blood plasma from mice.

Materials and methods
Chemicals and enzymes

Reduced L-glutathione (GSH), CEES, and Cys were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). NAC was purchased from Roche (Boehringer
Mannheim) (Mannheim, Germany). 2’-Deoxyguanosine
(dGuo) was purchased from Pharma Waldhof
(Diisseldorf, Germany). Formic acid (LC-MS grade) was
purchased from Thermo Fisher Scientific (Rockford,
USA), acetonitrile (HPLC-MS grade) from VWR
(Fontenay-sous-Bois, France), methanol (HPLC grade)
and ammonium formate from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Ribonuclease T1, ribonuclease
A, phosphodiesterase II, deoxyribonuclease II, alkaline
phosphatase, and nuclease Pl were obtained from
Sigma. Protease was purchased from Qiagen and phos-
phodiesterase I from Worthington (Lakewood, NIJ,
USA). Isotopically labeled molecules Cys* (**C; 99%,
SN 99%), NAC* (13C; 97-99%, >N 97-99%), GSH*
(13C, 98%. >N 96-99%), and dGuo* ('*Ns 98%) were
purchased from Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, USA).

Synthesis of biomarkers

Aqueous solutions of either 10.8 mg of Cys, 10.9 mg of NAC,
10 mg of dGuo, or 10.4 mg of GSH were prepared in 5 mL of
phosphate buffer (10 mM, pH= 7). Five microliters of CEES
(2.9 mM) was added to each tube. The reaction lasted over-
night. Several washing steps with dichloromethane were car-
ried out to eliminate possible traces of CEES. Depurination of
N7Gua-CEES adducts was completed by thermal hydrolysis
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Fig. 2 The structures of the
targeted CEES biomarkers
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(90 °C for 20 min in a heating block) at neutral pH as previ-
ously reported [46]. All biomarkers were isolated by using a
preparative HPLC system consisting of a L7100 pump from
Merck Hitachi, a 7125 injector valve from Rheodyne (San
Jose, USA), a C18 reverse phase column
(4.0 mm x 250 mm, 5 pum particle size, Uptisphere,
Interchim, Montlugon, France), and a L4200 UV-vis detector
from Merck (Darmstadt, Germany). A gradient of ammonium
formate (AmF, 5 mM) and acetonitrile (0 min, 0% ACN;
10 min, 5% ACN; 30 min, 20% ACN; 45 min, 30% ACN)
at a flow rate of 1 mL/min was used. Fractions of 2 mL were
collected from which 20 uL was analyzed by UHPLC-MS/
MS. The fractions of interest were pooled and further purified
on the HPLC system until a pure product, as inferred from
HPLC profiles recorded at 220 nm, was obtained. The final
solutions were freeze-dried and suspended in Milli-Q water.
N7Gua-CEES adduct was identified by comparison with a
previously synthesized product [46]. GSH, NAC, and Cys
conjugates were also characterized by "H-NMR in D,0. The
concentration of each standard was determined by UHPLC-
MS' used in the single ion monitoring mode. For each conju-
gate, the reference compound was the parent molecule expect-
ed to exhibit the same ionization efficiency. Results were con-
firmed by analysis in UHPLC with diode array detector. For
N7Gua, calibration was also performed by UV absorption of
the standard solution using the molar absorption coefficient of
N7-methyl guanine for the calculation.

Synthesis of internal standards

Solutions of 10 mM of each labeled biomolecules (either
Cys* NAC*, GSH*, or dGuo*) were prepared in 1/10 PBS.
CEES (20 pL) was added to 5 mg of the labeled compounds,
namely either 4 mL of Cys*, 1.61 mL of GSH*, 1.72 mL of
dGuo*, or 3 mL of NAC*. The reaction lasted overnight.
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Several washing steps with dichloromethane were carried
out to eliminate possible traces of CEES. All biomarkers were
isolated by using solid-phase extraction (SPE) (see “Sample
preparation: SPE of biomarkers from culture medium and
plasma”). One-milliliter fractions containing an increasing
proportion of methanol were collected, and 20 uL of each
fraction was analyzed by UHPLC-MS/MS. The fractions of
interest were pooled. The final solutions were freeze-dried and
suspended in Milli-Q water. The concentration of each inter-
nal standard was determined by UHPLC-MS/MS calibrated
with unlabeled compounds.

Sample preparation: SPE of biomarkers from culture
medium and plasma

Prior to SPE purification, all samples were centrifuged at
5000xg and the liquid phase was collected. Sample prepara-
tion, i.e., cleanup and concentration, was performed on
Chromabond“HR-X 100 (45 um particle size, 100 mg poly-
meric phase) SPE columns using a vacuum manifold.
Columns were conditioned with 1 mL of methanol containing
0.1% formic acid (FAc), followed by elution of 0.1% FAc in
water (1 mL). The samples to be analyzed (500 uL of culture
medium or 100 puL of plasma) were spiked with intemal stan-
dards (10 uL, 0.2 mM) and loaded onto the SPE column. The
sample was washed with 0.1% FAc in water (1 mL) followed
by 5% methanol containing 0.1% FAc (1 mL). All traces of
washing solution was removed from the column by suction for
10 min under vacuum. In the final step, the analytes of interest
were eluted into a hemolysis tube with 1 mL of a buffer pre-
pared by dilution of 200 uL ofa 10 M AmF into 200 mL pure
methanol. The eluent was dried in a SpeedVac at 35 °C. The
samples were reconstituted in water (200 uL) and stored at —

20 °C until UHPLC-MS/MS analysis.
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UHPLC separations

Chromatographic separations were carried out on a Sciex
ExionLC UHPLC system (Framingham, MA, USA) equipped
with an autosampler, a binary pump, and a heated column com-
partment. Analytical separation was performed using a
Macherey-Nagel Nucleodur® C18 column (100 mm x 2.0 mm
ID, 1.8 um particle size). Mobile phase A consisted of 2 mM
AmF and 0.2% FAc in Milli-Q water, and mobile phase B was
LC/MS grade acetonitrile.

For analysis of N7Gua-CEES in DNA, the initial conditions
of the gradient were 2% B for 5 min with the flow rate was set to
350 uL/min. The column temperature was maintained at 40 °C,
and the sample storage compartment was set to 15 °C. The
proportion of acetonitrile increased to 8% between 5 and
8 min, followed by a deeper linear increase to 40% between 8
and 11.5 min and an immediate ramp to 95% for 1 min followed
by a return back to initial conditions at 12.6 min. An equilibration
phase was maintained until 15 min. The amount of normal DNA
nucleosides was quantified by a UV detector. Quantification of
DNA lesions and normal nucleosides were performed by exter-
nal calibration using calibrated solutions of authentic standards.
Results were expressed as the number of adduct per million
normal bases.

For the quantification of biomarkers in the culture medium,
the initial conditions of the gradient were 5% B for 1.2 min. The
flow rate was set to 400 pL/min, the column temperature was
maintained at 50 °C, and the temperature of the sample storage
compartment was set to 15 °C. A linear increase of the solvent to
35% was applied between 1.2 and 7.2 min, followed by a ramp
to 70% B for 1 min and ten by a return back to initial conditions
at 8.4 until 11 min. Quantitative results were obtained using
internal standards. Indeed, the response of the analyte is normal-
ized to the response of the internal standards (IS). The ratio of the
peak area of the analyte in the sample to the peak area of the IS in
the sample is compared to a similar ratio derived for each cali-
bration standard.

Mass spectrometry detection

The UHPLC system was coupled to a SCIEX QTRAP® 6500+
triple quadrupole mass spectrometer (Framingham, MA, USA)
equipped with an IonDrive™ Turbo V source operated in posi-
tive ionization mode. Data were collected in multiple reaction
monitoring (MRM) scan mode. Transitions corresponding to
the three most intense fragments were used as confirmation ions,
and the most sensitive one among those was used for quantifica-
tion. Three MRM transitions were recorded for each of the iso-
topically labeled compounds corresponding to the transitions of
their native analogs (Electronic Supplementary Material,
Table S1). The following optimized ionization parameters were
applied for all analytes: curtain gas (45 psi), collision gas (70 psi),
IonSpray voltage (5300 V), temperature (550 °C), Ion Source

Gas 1 (60 psi), and Ion Source Gas 2 (60 psi). Other compound-
dependent parameters are listed in Table S1. Data acquisition and
quantitative analyses were performed using the Analyst and
MultiQuant software programs, respectively.

Treatment of HaCaT human keratinocyte cell line

HaCaT human keratinocytes (Thermo Fisher Scientific) were
grown in DMEM-GlutaMAX™ (Gibco) medium supplemented
with 10% (v/v) fetal calf serum (Gibco) and 1% (v/v) of a mix-
ture of antibiotics (50 U/mL of penicillin and 50 mg/mL of
streptomycin). Cells, seeded at l4,300/cm2 in 60-mm diameter
petri dishes, were grown in a Hera Cell incubator (Heraeus) in a
5% CO, atmosphere at 37 °C. Treatments were performed in
triplicate for each CEES concentration (0 mM, 1 mM, 2 mM,
5 mM, and 10 mM). Before treatment, the medium was
discarded. Then, cells were suspended for 30 min at room tem-
perature in 3 mL DPBS (Gibco) containing the different CEES
concentrations. Subsequently, they were washed twice with PBS
to remove traces of CEES. Cells were thereafter incubated for 6 h
at 37 °C with fresh medium. Last, the medium was collected and
stored at —20 °C before purification by solid-phase extraction.
The cells were collected by trypsinization. After deactivation of
trypsin by the addition of medium, the cells were centrifuged
(1500 rpm, 5 min) in a Megafuge 1.0R centrifuge (Heraeus)
and the supernatant was discarded. The pellet was suspended in
1 mL PBS and placed in a 2-mL Eppendorf tube. Samples were
centrifuged (400xg, 5 min), and the supernatant was discarded.
The HaCaT pellets were stored at —20 °C before DNA
extraction.

DNA extraction from CEES-treated HaCaT was carried out
following the Nal/propan-2-ol chaotropic method [47]. Briefly,
plasmic membranes were lysed by adding a buffer (sucrose
320 mM, MgCl, 5§ mM, Tris-HCl 10 mM, deferoxamine
0.1 mM) containing 1% (v/v) Triton X-100. The nuclei were
collected by centrifugation in a Megafuge 40R centrifuge
(Heraeus) (5 min at 1500xg). Then, the nuclear membranes were
lysed by adding a second buffer (EDTA-Na, 5 mM, Tris-HCl
10 mM, deferoxamine 0.15 mM) containing 0.5% (v/v) SDS.
RNA was hydrolyzed using RNases A (1.5 uL, 100 mg/mL) and
T1 (3.5 uL, 1 U/uL) at 37 °C for 15 min. Samples were then
incubated at 37 °C for 1 h afier the addition of protease. DNA
was precipitated with 2 volumes of buffered Nal solution
(EDTA-Na» 20 mM, Nal 7.6 M, Tris-HC1 40 mM, deferoxamine
0.3 mM) and 3.3 volumes of absolute propan-2-ol. The DNA
pellet was then washed by successive centrifugation and resus-
pension, using first aqueous propan-2-ol (40%, v/v) and then
aqueous ethanol (70%, v/v).

DNA was hydrolyzed as previously described by Douki et al.
[48] in two steps. Each involved a specific enzymatic cocktail:
nuclease P1, phosphodiesterase II, and DNase Il at pH 6 (50 mM
succinic acid, 25 mM CaCl,, 75 mM ammonium acetate) for the
first step and phosphodiesterase I and alkaline phosphatase at
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pH 8 (50 mM tris) for the second step. Each step was carried out
at 37 °C for 2 h. The samples were then left at 90 °C for 20 minin
a heating block in order to depurinate DNA adducts. The final
samples thus contain normal DNA bases under the form of nu-
cleosides, which are quantified by a UV detector placed before
the inlet of the mass spectrometer, and adducts as modified bases
quantified by mass spectrometry.

Treatment of skin explants

Human skins were obtained immediately after breast plastic
surgery from healthy donors with their informed consent
(Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble, France), in
agreement with article L1245 2 of the French Public Health
Code on the use of surgical wastes for research purposes.
Declaration of collection and storage of human skin was re-
corded in the CODECOH DC-2019-3391 document, which
was validated by the French Ministry of Research (June 17,
2019). All donors were Caucasian (16-62 year old), and their
skin phototype was either II or III according to the Fitzpatrick
classification. After surgery, the skin was immediately
transported to the laboratory at ambient temperature in
50-mL falcon tubes (Becton Dickinson Labware, USA).
Skin was disinfected with PBS supplemented with 0.4%
Betadine for 15 min and rinsed twice with PBS containing
10% Pen/Strep. The skin, from which the fat layer was re-
moved but that still contained both the dermis and the epider-
mis, was cut into 12-mm-diameter discs with sterile punches
(Help Medical, France). Skin biopsies were placed with the
dermal side down into ThinCert™ inserts (14-mm-inner di-
ameter, 1-um-pore size filter; Greiner Bio-One, Austria)
maintained in 12-well cell culture plates (sterile, with lid)
(Greiner Bio-One, Austria). Medium (600 pL) was added into
the wells, under the inserts. The culture medium used was
DMEM-F12 supplement with 1% Pen/Strep. Four doses of
CEES (0 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL, 10 mg/mL) in solution
in 5 pL of dichloromethane were applied to the epidermal
surface, corresponding to 0 umol, 0.08 pumol, 0.16 umol,
and 0.40 umol, respectively. Dichloromethane evaporation
was permitted by waiting 30 s, and then the lid was replaced.
Afterwards, skin biopsies were placed at 37 °C in 5% CO, air
in the incubator for three different time points (1 h, 6 h, and
24 h). Collected medium from samples was directly stored at
—20 °C until SPE. Biopsies were also frozen at — 20 °C until
DNA extraction. Experiments were performed in triplicates
and were repeated on skins from two different donors.

DNA was extracted by using the DNeasy Tissue Kit ob-
tained from Qiagen (Courtaboeuf, France). Briefly, the first
step was the grinding of the biopsy in buffer ATL (350 uL) by
using a TissueLyser (15 min, 25 Hz). After adding proteinase
K, samples were incubated 3 h at 55 °C. An RNase A treat-
ment and a second lysis step involving buffer AL were per-
formed (10 min at 70 °C) for a complete lysis of the tissue.
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Lysate samples were then loaded onto DNeasy mini spin col-
umns. After two washing steps, DNA was eluted with 2 x
100 uL of deionized water. The sample was freeze-dried over-
night, and the resulting DNA residue was dissolved in 50 uL
of water. DNA was hydrolyzed as described for DNA extract-
ed from HaCaT cells.

Animal experiment

The protocol was validated by the ethic committee of health
services of French Armed Forces, according to the French
2013-118 decree that follows the 2010/63 directive from the
EU on animal research. SKH-1 hairless mice (7 =5) were
purchased from Charles River and used at 7 weeks. Mice were
anesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of keta-
mine (90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). Under a fume
hood, mice were then locally exposed through the skin to
the vapors emitted by 10 uL of neat CEES using cap method
(screw cap for HPLC vial, PTFE septum, and polypropylene
cap). Four sites on the mice back were exposed to CEES
vapors (Electronic Supplementary Material, Fig. S1). The
caps containing CEES were removed after 30 min. After
4 h, the skin was decontaminated by soap and water. To re-
lieve pain induced by CEES, buprenorphine (0.05 mg/kg) was
subcutaneously injected after skin decontamination and co-
deine was daily administrated in drinking water (4 mg/
100 mL). One day after the exposure, the animals were
sacrificed by an injection of pentobarbital (150 mg/kg, i.p.
route) and the blood was collected by heart puncture. Plasma
was separated by centrifugation (2000 g, 10 min, 4 °C), and
samples were kept frozen until quantification of biomarkers.
For this purpose, an aliquot fraction of 100 L was collected
from each sample. The SPE and UHPLC-MS/MS conditions
were the same as those applied to cell culture and explant
medium.

Results and discussion
Method optimization
Characterization of the standard molecules

The standards used for the method optimization and the quan-
titative analysis of the samples were synthetized by incubation
of the parent compound with CEES followed by HPLC puri-
fication. The material present in the collected fractions was
then characterized. "H-NMR spectra were recorded for the
GSH, Cys, and NAC conjugates. They exhibited all the ex-
pected signals for the analytes (Electronic Supplementary
Material, Table S2), thereby providing evidence that all ex-
pected compounds had been successfully synthesized. Signals
corresponding to traces of impurities were detected for Cys-
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CEES and NAC-CEES. However, the purity of these stan-
dards was satisfactory, reaching 95% and 83%, respectively.
"H-NMR analysis showed that GSH-CEES was the major
product in the standard solution but that other minor com-
pounds were present. The solution was thus analyzed in
HPLC-MS with recording of the full MS1 spectrum over the
200-450 m/z range. Compounds exhibiting a pseudo-
molecular ion at m/z=371, 415, 245, and 261 were observed
in addition to GSH-CEES (m/z 396). The latter compound
was the most concentrated, in agreement with the NMR data.
The concentration of the second next product was half of that
of GSH-CEES, while the proportion of the other impurities
was below 10%. Since the molecular weight of the contami-
nants was different from that of GSH-CEES, no interference
was possible in the MS' single ion monitoring used for the
calibration of the solutions. No impact was expected either in
the MRM detection mode used for the samples, as confirmed
by the observation that GSH-CEES was the only compound
detected in the product ion scan mode (MS? fragmentation).
We did not attempt to purify further the standard of GSH-
CEES in order to prevent loss of material. The amount of
N7Gua-CEES was too low to allow recording of a NMR
spectrum. We are yet confident in the identity of the analyte
since all chromatographic, mass spectrometry, and UV ab-
sorption features are identical to those for a previous synthesis
validated in reference [46]. In particular, the UV absorption
spectrum exhibited the typical blue-shifted maximum of N7-
alkylated derivative of guanine. This absorption was used to
calibrate the obtained solution.

UHPLC-MS/MS quantification

Availability of authentic pure standard in solution allowed us
to optimize the parameter of the liquid chromatography-mass
spectrometry detection. Standard liquid chromatography con-
ditions were chosen to insure a proper elution of the analytes.
UHPLC was favored over HPLC in order to reduce the anal-
ysis time and increase the throughput of the method. Standard
chromatographic parameters were used, in terms of both col-
umn type and gradient. Detection was afforded by a triple
quadrupole mass spectrometer used with positive ionization
and in the reaction monitoring mode. This approach relies on
the monitoring of specific fragmentation reactions of the
pseudo-molecular ion of targeted analytes. The observed frag-
mentations (Electronic Supplementary Material, Fig. S2) were
mostly observed on the CEES moiety of the analytes with
formation of fragments both at m/z=61 (C,HsS) and 89
(C4HoS) for all compounds. One exception was GSH-CEES
for which the former fragment was replaced for by a more
intense one at m/z=121 (C4HoS,). Fragments at m/z= 321
(loss of CO,H-CH-NH,) was observed for GSH-CEES and
at m/z=120 (loss of C4HyS) for Cys-CEES. Detection in the

MRM mode is very specific and, because it leads to a low
background noise, very sensitive.

Sample preparation

SPE is routinely used in sample preparation for quantifying
analytes in biofluids such as plasma and urine. This technique
allows both removal of interfering biological matrix compo-
nents and increase of the concentrations of the analytes in the
final samples. Application of this method to organic com-
pounds in solution in water or biofluids requires adsorption
on proper solid material followed by desorption with a small
quantity of an organic solvent. We tried different sorbents,
namely C18 and polymeric phases. The polymeric phase
afforded the best recovery with less variability. We also opti-
mized the composition of the liquid phases, mostly the impact
of FAc on the different steps of the sample preparation. This
acid improves the retention of the analytes on the sorbent. The
optimized protocol is described in the “Materials and
methods” part. For validation purposes, 5 samples of matrix
blank (HaCaT culture medium) were spiked with IS and stan-
dards (5 pmol) to obtain a concentration in the middle of the
calibration curve typically used for the biological experiments
(from 0.1 to 50 pmol). The yields of the complete sample
preparation, i.e., from the collection to the analysis including
SPE, drying step, and sample reconstitution, were 65+ 5%,
84+£3%, 112+4%, and 106 +5% for GSH-CEES, Cys-
CEES, NAC-CEES, and N7Gua-CEES, respectively.

It should be emphasized that the stability of the targeted
analytes was a major concern during the method’s optimiza-
tion. For example, formic acid was removed from the SPE
elution solvent because it induced some degradation during
the evaporation. We also checked the long-term stability of the
analytes in the matrices. They were found to be stable in
culture medium at —20 °C for at least 6 months, with the
exception of Gua-CEES that underwent 50% degradation over
this period (data not shown). Last, we investigated whether
oxidized derivatives of the analytes could be produced.
Previous reports of the detection of oxidation products of
SM [13, 14] suggested that it could also take place for
CEES biomarkers. Therefore, we analyzed cultured medium
from CEES-treated skin explants (vide infra) in the product
ion scan mode. This approach provides fragmentation mass
spectra and thereby structural information on components of a
mixture. Emphasis was placed on the cysteine conjugate,
which was the biomarker detected in the largest concentration
in this experiment. An intense peak was detected for the frag-
mentation of the pseudo-molecular ion of Cys-CEES. In con-
trast, none was observed for masses with one (M + 16) or two
(M + 32) oxygen atoms that would correspond to sulfoxides
(-SO-) and sulfones (-SO,-), respectively (Electronic
Supplementary Material, Fig. S3).
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Method validation

Validation of the method was performed by following the
FDA recommendations for bioanalytical method validation
[49] and the standard practices for method validation in foren-
sic toxicology [50]. The limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) for each biomarker were established by
using the method called “blank determination” according to
Shrivastava and Gupta [51]. The blank determination is ap-
plied when the blank analysis gives results with a nonzero
standard deviation. LOD is expressed as the analyte concen-
tration corresponding to the sample blank value plus 3 stan-
dard deviations, and LOQ is the analyte concentration corre-
sponding to the sample blank value spiked with IS plus 10
standard deviations. The values were determined with 18 ma-
trix blank samples (cell culture medium). The calculated LOD
for each analyte was 9 fimol, 48 fmol, 46 fimol, and 37 fmol for
GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES, and N7Gua-CEES, re-
spectively. The corresponding calculated LOQs were 22 fimol,
111 fmol, 120 fimol, and 88 fmol. This calculation method was
found to be reliable since the determined LOD matches with
the lowest concentration, leading to an observable peak on the
chromatogram. In order to define a proper calibration curve,
the lowest concentration we used for the standards was
100 fimol, namely in the range of mean LOQ.

Accuracy and precision were evaluated by analyzing intra-
day and interday variations for blank, zero calibrator, and six
calibrators covering the quantitation range including LOQ
(Electronic Supplementary Material, Table S3). The matrix
was culture medium from unexposed HaCaT cells. The
concentration-response relationship for each analyte was fitted
by a simple linear regression forced through zero. Our results
are in accordance with the FDA criteria because non-zero
calibrators are + 15% of the nominal (theoretical) concentra-
tions and, for the lowest concentration, +20% of the nominal
concentrations in each validation run. The selectivity was also
studied. Blank and zero calibrators were free of interference at
the retention times of the analytes and the IS. The method was
thus found to be highly specific, mostly as the result of the
different determination criteria by MRM (ion quantitation and
ion ratio). No carryover between samples was observed, even
with the highest calibrator. Limited amount of sample from
untreated mice prevented us from performing a complete val-
idation in plasma. Yet, we were able to show the good intra-
day reproducibility (with n =4) on a mixture of several sam-
ples from exposed animals (Electronic Supplementary
Material, Table S4).

CEES biomarkers in cultured HaCaT cells
Skin is a direct target organ of SM. Therefore, we performed a

first in vitro biological experiment with a human keratinocyte
cell line (HaCaT). Indeed, keratinocyte represents the major
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cell type in the epidermis, the upper layer of skin. Both adduct
in nuclear DNA and conjugates in the medium were targeted.
It was not possible to treat cells under growing conditions
because the medium contains amino acids that would lead to
false positive detection. Therefore, rather than treating cells
for a long time in their culture medium with micromolar con-
centrations of CEES, we applied millimolar range concentra-
tions in PBS for a very short time. Then, cells were incubated
6 h in fresh culture medium. We studied the toxicity of the
treatment by a MTT assay (Fig. 3). The survival at 24 h was
approximately 81.5% £ 4.6 for S mM. A much larger lethality
was observed at 10 mM with 4.3% + 1.0 of viability at 24 h.

CEES adducts in DNA

During the treatment, CEES enters the cells where it alkylates
many biomolecules including DNA. Different DNA adducts
can be formed because CEES reacts on the N7-positions of
guanine and the N3-position of adenine. We only quantified
N7Gua-CEES, which is the most frequent in CEES-treated
cells [46]. Another reason for this choice was the fact that
the N7Gua adduct is also the most frequent for SM. This
was first indirectly shown by Lawley and Brookes [52] in
cell-free systems. More recently, Batal et al. [27] determined
the kinetics of the formation of SM adducts in skin from mice
exposed to SM. The most abundant and persistent adduct was
also the HETE-N7Gua, which was produced in a dose-
dependent manner [27]. In addition, Zubel et al. [53] investi-
gated the stability of DNA adducts in HaCaT and A549 cells;
N7Gua was still detectable 6 days after treatments with SM. In
our work on HaCaT cells, the corresponding N7Gua-CEES
was detected in DNA under all the investigated conditions,
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Fig. 3 Survival of HaCaT cells exposed for 30 min to increasing
concentrations of CEES, ranging between 0 and 100 mM. Survival was
measured by a MTT assay performed 24 h after treatment. Result are
mean + SEM (n=6)
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even at the lowest CEES concentration. Formation of N7Gua-
CEES adducts was dose-dependent with a linear increase of
the quantity of N7Gua-CEES with respect to the CEES con-
centration (Fig. 4).

Biomarkers in the medium of HaCaT cells exposed to CEES

The medium collected from the same experiments was ana-
lyzed by UHPLC-MS/MS after SPE cleanup. The Cys-CEES
and GSH-CEES biomarkers were detectable and quantifiable
(Electronic Supplementary Material, Fig. S4). In contrast,
NAC-CEES was not detected in this in vitro study. The
amounts of GSH-CEES and Cys-CEES detected in the medi-
um were dose-dependent (Fig. 5a). At all time points, the
concentration in Cys-CEES was larger than that of GSH-
CEES. Interestingly, the ratio between the concentrations of
Cys-CEES and GSH-CEES varied from one experimental
condition to the other. The value is 4.5 at the lowest CEES
concentration and decreases to 2 at the largest one. This is
reflected in the dose-concentration curves that are roughly
linear for Cys-CEES and more quadratic for GSH-CEES.
This trend most likely reflects a saturation of the enzymes
involved in the metabolism of GSH conjugates when the
CEES concentration increased.

N7Gua-CEES was also detectable in the medium, although
in approximately 20 times lower amounts than Cys-CEES and
GSH-CEES (Fig. 5b). The presence of this nucleic acid deriv-
ative can be explained by different mechanisms. First, it is
well known that such N7 DNA adducts are chemically unsta-
ble and spontaneously undergo depurination, namely the
cleavage of the N-glycosidic bond [54]. This process leads

1000 -

800

400 -

200 -

N7Gua-CEES per million normal bases

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10
[CEES] in mM
Fig. 4 Formation of N7Gua-CEES in HaCaT cells exposed to CEES
concentration ranging between 0 and 10 mM. DNA adducts were quan-
tified by UHPLC-MS/MS (n =9) after DNA extraction and hydrolysis.
Results were normalized with respect to the amount of normal bases

to the release of the free alkylated base N7Gua-CEES and
the formation of an abasic site in DNA [54, 55]. A similar
process takes place in CEES-treated RNA [46] and most likely
in dGTP from the nucleotide pool. Other sources of DNA
adducts in medium could involve DNA repair. The base ex-
cision repair pathway leads the release of damaged bases by
cleavage of the N-glycosidic linkage. Bulky adducts like
N7Gua-CEES are also handled by the nucleotide excision
repair system which removes a single-stranded DNA fragment
bearing the damage [56], from which N7Gua adducts may
depurinate.

Biomarker of exposure to CEES in human skin
explants

The HaCaT cell experiments showed that the biomarkers were
actually excreted from cultured cells. In order to better under-
stand the response of cutaneous cells to vesicants, we then
used whole skin explants that contained both the epidermis
and the dermis. We investigated whether the chosen bio-
markers were detected after exposure to different amounts of
CEES.

DNA adducts from skin exposed to CEES

Like for HaCaT cells, we quantified N7Gua-CEES in nuclear
DNA and all biomarkers in the culture medium. Even the
lowest concentration applied induced quantifiable amounts
of N7Gua-CEES within DNA after 1 h of incubation
(Table 1). It is well documented that, because of its hydropho-
bic nature, SM easily penetrates within skin and accumulates
in the lipid component of exposed tissues [57]. By analogy, it
is expected that, in our experiments, CEES rapidly penetrates
the explants. Since our experiments involved isolated skin
without blood flow, the diffusion of CEES out of the tissue
is limited and the concentration in CEES is likely to be rapidly
stable. This behavior could explain why the amount of
N7Gua-CEES does not linearly increase with increasing ap-
plied dose during the 24 h of the experiment (Table 1). As
illustrated in Fig. 6a for the lowest applied amount (80 nmol),
the level of DNA adduct actually decreases after 6 h. This
decrease is certainly explained by the spontaneous
depurination and the different DNA repair mechanisms
(BER and NER). Interestingly, N7Gua-CEES is detected in
the medium 6 h after the treatment, but not after 1 h, and its
concentration is larger at 24 h. This observation validates the
idea that N7Gua-CEES formed in DNA, as well as in RNA
and nucleotides, is excreted from cells. It can then be detected
as a modified base in the extracellular medium. This confirms
the results obtained with cultured HaCaT cells and shows the
interest of this adduct as a biomarker in biological fluids, in
line with the detection of SM-DNA adducts in urine of ex-
posed patients [17, 31].
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Glutathione conjugates from skin exposed to CEES

Following topical exposure of skin to CEES, the culture me-
dium placed under the insert was collected after different in-
cubation times (1 h, 6 h, 24 h). The samples were cleaned up
by SPE and analyzed by UHPLC-MS/MS. Cys-CEES and
GSH-CEES were detectable and quantifiable, but not NAC-
CEES. A first observation is that, for each post-treatment time,
the amounts of GSH-CEES and Cys-CEES seemed to saturate
when the dose increased (Table 1). This may reflect either a
limitation in the intracellular GSH concentration or a satura-
tion of the glutathione S-transferase activity. Temporal pro-
files of the evolution of the two former compounds were

different (Fig. 6b). The concentration in GSH-CEES was
maximal at 1 h and then decreased while an opposite trend
was observed for Cys-CEES. Following exposure, CEES en-
ters into skin cells and, as seen for DNA adducts, rapidly
reacts with the thiol function of glutathione to form the
GSH-CEES conjugate [58]. GSH-CEES is rapidly excreted,
which explained why we detected it in the medium (21.5+
10.3 nM) already after 1 h. This early time is the maximum of
concentration of GSH-CEES since this conjugate is not per-
sistent. It is detectable at 24 h only in a few samples for the
largest amount of applied CEES. In contrast to GSH-CEES,
we observed that the concentration in Cys-CEES in the medi-
um, which is dose-dependent, rose between 1 and 6 h and then

Table 1 Dose-dependent

formation of the biomarkers at Dose Time GSH-CEES Cys-CEES N7Gua-CEES N7Gua-CEES
different exposure times for skin (umol) (h) (medium) (medium) (medium) (DNA)
explants
0 1 0.0+24 16 £6 0+0 0£0
6 05+05 33+£7 0+0 0£0
24 0.0 =0.0 30+ 8 0+0 0£0
0.08 1 215+ 103 126 + 31 0+0 66 + 11
6 10.6 £ 5.7 449 + 87 16 £2 76 £ 8
24 0.0 £0.0 457 £ 57 64 +£9 54 +12
0.16 1 163+ 79 155 + 20 0+0 98 + 13
6 127+ 63 465 + 54 23 £8 93 + 18
24 19 +1.7 607 £ 73 137+ 39 102 + 12
04 1 27.6 + 8.1 221 +23 0+0 150 = 19
6 124+ 43 773 + 154 3710 155 + 40
24 26+14 774 + 64 233+ 72 161 + 28
Results determined in culture medium are expressed in nM while levels of N7Gua-CEES in DNA is in the number
of adducts per million base. Reported values are mean + standard error (n = 6)
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Fig. 6 Time-course evolution of
the level of biomarkers following
exposure of human skin to

80 nmol of CEES. a N7Gua-
CEES in the DNA and culture
medium. DNA adducts were
quantified by UHPLC-MS/MS
after DNA extraction and diges-
tions (1 =6). For DNA, results
were normalized with the respect
to the amount of normal bases.
The media were collected, puri-
fied by SPE, and analyzed by
UHPLC-MS/MS (n=6). b
Glutathione conjugates induced
by the mercapturate pathway in
culture medium. The media were
collected, purified by SPE, and
analyzed by UHPLC-MS/MS
(n=6)
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reached a plateau until 24 h. These observations are in agree-
ment with known characteristics of the mercapturate pathway
involved in the detoxification of electrophilic species such as
CEES or SM [35, 39]. In the mercapturate pathway, enzymat-
ic activities sequentially convert GSH-CEES into CysGly-
CEES and Cys-CEES. These two consecutive reactions are
catalyzed by the membrane-bound enzymes y-glutamyl trans-
ferase (GGT) and dipeptidase or aminopeptidase M, respec-
tively. Our results strongly suggest than the mercapturate
pathway seems effective in the skin during the first hours after
exposure. However, Cys-CEES may not be produced only by
the mercapturate pathway. At the earliest time, its level (125.7
+30.8 nM) is already higher than that of GSH-CEES. The
largest concentration of Cys-CEES in the medium is approx-
imately 1 order of magnitude larger than that of GSH-CEES.
These results suggest that a part of Cys-CEES detected comes
from other processes or biological mechanisms. A direct reac-
tion between the thiol groups of intracellular free cysteine is
another possible source.

CEES exposure biomarkers in plasma

We then applied our approach to samples from an in vivo
study. Blood plasma samples from mice cutaneously exposed
to vapors of CEES were analyzed by SPE-UHLPC-MS/MS
1 day after exposure. While no peak was observed on the
chromatograms corresponding to untreated animals
(Fig. 7a), the four biomarkers were readily detected in the
plasma from treated mice (Fig. 7b). After correction of the
peak intensity by the calibration curve, the decreasing concen-
tration of the four analytes was found to be NAC-
CEES > Cys-CEES = Gua-CEES >> GSH-CEES (Fig. 7c).
The trend observed in vitro of a lower amount of GSH-CEES

12 18 24 0 6
Time (h)

T T T 0 0 ‘
12 18 24
Time (h)

was even more obvious in vivo. Gua-CEES was also found to
be an interesting biomarker easily accessible from blood, as
previously shown in urine or in nuclear DNA extracted from
organs and blood cells [17, 31]. The major difference between
plasma and cultured cells and skin explants is that NAC-
CEES was the most frequent biomarker. NAC-CEES was
detected neither in the HaCaT cells, skin explant experiments
reported above, nor in previous works with primary cultures
of normal human keratinocytes (Batal and Douki, unpub-
lished results). The difference between these cellular cutane-
ous models and the mice situation regarding the formation of
this final product of the mercapturate pathway documented for
numerous chemicals [40, 41] is that acetylation of cysteine
conjugates is not an ubiquitous activity in the organism. This
last step of the mercapturate pathway takes place when Cys-S-
conjugates enter the renal tubular cells and hepatocytes via
various transporters including organic anion transport poly-
peptides and cystine/cysteine transporters [59-61].
Acetylation of the Cys-S-conjugates is carried out by the N-
acetyltransferase NATS, expressed almost exclusively in the
kidney proximal tubular cells and, to a lower extent, in the
liver [62]. NAC-CEES conjugates synthesized in the kidney
are directly released into urine, whereas those synthesized in
the liver are excreted into the bile. Mercapturate conjugates
are also produced in very low amounts in other tissues and
then enter the bloodstream [39, 63]. These observations ex-
plain why Cys-CEES was not converted into NAC-CEES in
cultured cutaneous cells and skin explants while NAC-CEES
was abundant in plasma. They also may explain why Cys-
CEES accumulates in in vitro systems without being further
metabolized and becomes the most frequent of the four stud-
ied biomarkers. In addition, the difference between our
in vitro and in vivo data are likely explained by a rapid
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penetration of CEES through the cutaneous barrier in mice
followed by a diffusion towards internal organs where NAC-
CEES formation is more efficiently produced than in skin.

Conclusion

The present work allowed us to develop a method for the
simultaneous quantification of four biomarkers of exposure
to CEES, namely the N7 guanine adduct and the conjugates
to glutathione, cysteine, and N-acetylcysteine (mercapturic
acid). The assay involves sample preparation by SPE and
quantification by UHPLC-MS/MS. Isotopic dilution is used
to compensate for possible loss of material during the sample
work-up and for matrix effects in the MS/MS detection. The
accuracy of the method for culture medium samples was val-
idated using reference statistical procedures. Using this tech-
nique, we quantified GSH-CEES, Cys-CEES, and N7Gua-
CEES in the culture medium of exposed HaCaT cells and
human skin explants. The same compounds and NAC-CEES
were detected in plasma from exposed mice. These products
of the reaction of CEES with biomolecules are thus unambig-
uously formed in cells and further excreted. These observa-
tions provide a biological validation to the use of GSH-CEES,
Cys-CEES, NAC-CEES, and N7Gua-CEES as biomarkers of

@ Springer

exposure to CEES. They can be thus targeted in biological
fluids.

However, not all four compounds are equally interesting as
exposure biomarkers. For example, GSH-CEES was found to
be rapidly metabolized and is present only in very low
amounts in plasma. Cys-CEES could be an interesting marker,
but the sensitivity of its detection is lower than that for the
other compounds. NAC-CEES is a more attractive GSH me-
tabolite since it is present in the largest concentration in plas-
ma and exhibits remarkable analytical properties, like Gua-
CEES. These conclusions will be used for the next step of
our work involving the development of biomarkers of expo-
sure to SM that will focus on NAC, Gua, and to lesser extent,
Cys derivatives. Another necessary improvement of our ap-
proach for real-life applications will be the increase of the
throughput of the SPE sample preparation step. Although
the use of SPE cartridges can be automatized, we will rather
develop in the future an approach using “on-line SPE.” In this
system, the SPE column is part of the LC system placed ahead
of the mass spectrometer. The sample preparation is thus eas-
ier, less time-consuming, and more reproducible.

Supplementary Information The online version contains supplementary
material available at https://doi.org/10.1007/s00216-020-03096-4.
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ARTICLE INFO ABETRACT

HassfEng Bdilee: B Walluer Sulfiar mustard, & chemical wartare agent known to be a vesicant of skin, readily Siffuces in the blood stream and

reaches internal organs. In the present sady, we used the analog (2-chloroethyl)-ethyl-sulfide (CEES) to provide

Fpmords: novel datn on the systemic diffusion of vesicants and on their ability to induce brain damage, which result in
i:m"""“"d eyl ity newrologcal disorders. SKH-1 hairless mice were topically exposed to CEES and sacrificed at different time until
:Elm 14 days after exposure. A plasma metabolomics stady showed a srong systemic impact following a self-
— protection mechanism to alleviate the injury of CEES exposuare. This resalt was confirmed by the quantifica-
tom of specific biomarkers in plasma. Those were the conjugates of CEES with glutathione ((EH-UCEES), cysteine
(Cys-CEEE]) and Macetyl-cpsteine (NAC-CEES), as well as the guanine adduct (MPGua-CEES). In brain, N7 Gua-
CEES could be detected both in DNA and in organ extracts. Similardy, GSH-CEES, Cys-GEES and NAC-CEES
‘were presant in the extracts untl dayl4. Altogether, thece results, based on novel expasure markers, confirm
the ability of vedcants to indwee intrmal demage following dermal exposure. The ohservation of alkylabon
damage to glutathione and DRA in brain provides an additional mechanism to the nearological insualt of SML
1. Introduction Prohibition of Chemical Weapons (OPCW), other experimental works

imvolved the analog Z-chloroethyl sthyl sulfide (CEES). Newrological

Sulfur muatard (M), or bis{Z-chloroethyl] sulfide, iz a chemical
warfare agent used on a3 large seale during Woeld War 1 (Romano =t al |
2005), and on other battlafialda untl very recently (Secigen and Hanar,
20200, In addition to these military concemsz, M iz a threat for civiliams
that can be exposed to ald ammunitions (Mimizen et al | 2010; Vanninen
et al | 20200 More importanthy, 5M iz thought to be a pariztent threa:
by non-state actors, such as terrorizt groups, becavse of ito eany syntheziz
(Wartana and Bey, 2009). Neusological and paychological impacts hawve
aloo been observed in expoced patiensmm (Balali-Mood =t 2l 2005
Darchini-Maragheh et al | 20132 Rowell et al, 200%; Talabani et al |
2015; Thomoen atal | 1993), muggenting the of SM-mediated
damage to the brain Ir viro experimants have confirmed than nevrons
wape highly sensitive to 5M {Lanks =t al | 1975; Gawper, 1999; Tumbull
et al, 19731 Because handling of 5M iz strictly regulated and banned
from most toxcology laboratories by the Orpanization for the

* Corresponding author,
E-mmi address thderry. doukd @ cenfr (T. Doalki).

hitpe/ /dolorg1 010167, tox. 206211 52950

effectn of CEES confirmed those found for 5M in vive (Jadsden-Oray
etal, 2013 Oroc-Desormeanx =t al | 2018; Sharms st al | 2009).

Ome zpecific feanire of 5M and CEES in their ability to induwce
neuropathological dizorders and brain damage after dermal exposure on
readily diffise through okin, reach the blood stream amd then diffuze wo
internal organs. Precence of SM in blood haz besn chown by uzing
labeled compounds and quantififing the parent molecnle 2 weell ag it
degraidation products (Chilcott et al | 2000; Cullumbine, 1947; Meng
etal, 2019). Evidence was aloo provided by the detection of adducts to
circulating proteing (Chen st al | 201%; Nie =t al | 2011; Noort =t al |
2005 Pantazides st al | 2019). The fact that 5M then resches intermal
crganc, and in particular the brain has been documentsd in human by
post-mortem quantification of the toxic (Drasch et 2l |, 1957). Bvidence
wan also provided by the quantification of &M adducts in nuclear DNA
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(Batal et al | 2014, 2013; Brookes and Lawley, 1960; Pidder et al | 1994;
Yue et al | 2015). Uzing the laster biomarker, brain was found to be a
major target, poczibly because of its large fat content The precent wor,
performed in a hairlem mice model, aimed at further undemtanding the
chain of events leading form dermal sxposure by vegicant agentz to brain
damage. We wizhed o uze CEES for which z other toxicological
data are available. In particular, we reported that acote dermal sxposure
to CEBES induced a significant increace in anvisty-like reactivity and an
alteration of working memory (Oroo-Desormeaux et al, 2015). We thus
wanted to gather novel information on the Jiffiuzion otep in blood and on
the final damage to brain.

Theze two goals fimt relisd on the quantification of nowel bio-
the macleophilic zites present in biomolecules. Thiz leads, ao already
mentioned, to the formation of DNA adducts. Another impartant target
of &M iz glutathione (G5H], the moat abundant ingracellular non-proteic
thiol that plays major roles in antioxidant defence and detoxification. 5M
and CEES are alectrophilic agent, which under their spisulfonium form,
exhibit otrong alkylating propertiea. Like numerous electrophilic com-
pounds, detoxification of 5M and CBES oocurm via conjugation to G5H. A
wiidely proposed explanation o the toxicity of SM and CEES iz their
ability to deplete the G5H pool (Abel =t al |, 2011; Black et al | 19922 by
Davicon et al, 196]; Kincey and Orant, 1947) and theseby indocing
oxidative stress by reducing cellular antiowidant capacitien. Thio effect i
reflected by the modulation of a wide variety of markers of oxidative
ptress (Himain et al | 1996; Jafari 2007; Mukhopadhyray et al, 2006;
Paromos et al, 2007; Pohanka et al, 2011, 2013; Varmasyar et al |
2019]). Evidence of the rols of oxidative strecs iz confirmed by the ability
of antioxidants at counteracting the toxic effects of SM (Mulheges et al |
200%; Paromow et al., 2011, 2003; Bappeneau ot al, 2000; Shohrati
et al | 2008; Tewari-Singh et al, 2011} Theoe toxic effects impact
glutsthione content and are likely to affact the function of many organs
expoaed to vesicant agents and participate to their oystemic efects. The
conjugate of CEES to O5H {G5H-CEES) appear thus as an attractive affact
biomarker that we quantified in plazma and brain. We also guantified
two of its metabolites: the cysteine conjugate (Cyz-CEES) and the final
prodduct of the mercapturate pathway N-acstyl-opsteine conjugate
[MAC-CEES). Diata were alzo gathered on the DNA adduct 2-ethyl-thioe-
thyl-N7-guanine (N7 0ua-CEES), both in nuclei and in plazma

Az mentioned abose, although previous ctodies have chown that
toxicity of 5M and CEES are amsociated with inflammation, oxidative
siresz, and DNA damages, the undedying biochemical mechanizms
remain lagely ignored. Therefore, we intended to reinforce current
hypotheses and shed new light on CEES action mechaniome and effects
through novel biomarkers that swongly. Fimt, we targeted molecular
biomarkers that like NAC-CEES had never been quantified nor investi-
gated in brain Second, we applied an extencive and state-of-the art
untargeted metabolomics approach for getting deeper insight into un-
deslying biochemical mechanizms. It chould be stremed tha: few
(Liu et al, 2020; Mobakht et al., 2016, 2017). Although relevant, thooe
erudien provided partially overlapping resolts in termz of SM-altered
metabolic pathwayz, probably because of the low mimber of metsbo-
Litez monitorsd (laza than 50). In the present work, we used an untar-
geted metsbolomics approach based an liquid dhromatography coupled
to high-resolution mass spectrometry that routinely enables the detec-
tion of about 200 metabolites in plazsma samples (Bowdah =t 2l | 2004
Morexs et al | 2020; Tabone =t al., 2021] for getting a more precios view
of CEES-asoociated ayatemic damages. In addition to support the ability
of vesicant at diffusing in blood and reaching brain, which io at the
origin of neurological and peychological dizorders, an aim of our study
wan also to validate in animals biomarkesrm of interest to develop for
human exposure.

Toxieolgy 453 (A2} 152950

2, Materals and methods
21 Animal experiment

The protocol was validated by the sthic committee of Health Sarvices
of Prench Armed Porces. SKH-1 hairless mice were purchased from
Charles River and uoed at 7 weeka. Mice were anesthetized by intra-
peritoneal injection of 2 mixtore of ketamine (30 mg/kg) and xylasine
(10 mg'kg). Under a fume hood, mice were then locally expoced
through the dkin to the vaparn emitted by 10 pL of neat CEES uaing cap
method (zerew cap for HPLC wial, PTFE saptum and polypropylens cap,
total wolume 300 JL). Based on the bnown vapor pressure of 3.4 mm Hg
fiox CEES, it can be calculated that this expoqure corresponds at the most
to 0.4 mg/kg if the totality of the vaporm iz aboorbed by the ckin Pour
cites on the mice hack wers axpoced to CEES vapors during 30 min_ Aftar
4 h, the gkin waz decontaminated by soap and water. To relisve pain
induced by CEES, buprencephine (0.05 mg kgl was subcutaneously
imjected after ckin decontamination and codeine was daily adminiz-
tratad in drinking water (4 mg/100 ml). One, 3, 7 and 14 dayz after
expogure, the animalk (n = 16-20) were sacrificed by an injection of
pentobarbital (150 mg/kg, ip route]. The blood was collected by heart
punciure. Plasma was separated by centrifugation (2000 g, 10 min, 4°C)
and zamplea were kept frozen until quantification of biomarker. Por this
purpoce, an aliguot fraction of 100 pL waz collacted from each sample.
The brain of the wcrificed animals was removed by ourgery and kept
frozen a: — 80 °C until ue.

22 Chemicals ond engymes

Reduced L-glutathione (G5H), (2-chloroethyli-ethyl sulfide (CEES)
and L-cysteine (Cyz) were purchazed from Sigma Aldrich (Saint Quentin
Falavier, France). N-Acetyl-L-cysteine (MAC) was purchased from Rochs
[Boshringan  Mannheim) (Mannheim, Oermany). I Deoxyguanocines
(d0uo) was purchased from Pharma Waldhof (Diaseldocf, Germany).
Pormic acid (LG-MS grade) was purchased from Thermo Pisher Scien-
tific (Rockford, USA), acetonitrile (HPLC-MS grade) from VWE (Ponte-
nay-zous-Boiz, France), meathanol (HPLC grade) and ammoeniom formates
from Figma Aldrich (Zaint Quentin Falxvier, Prance). Ribonucleaze T1,
ribonucleace A, phoophodiesteraze 11, deoxyribonuceage 11, alkaline
phocphataze and nuclease P1 were obtained from Sigma Proteaze was
purchazed from Qiagen and phosphodiesterase 1 from Worthington
[Lakewood, HJ, USA). lootopically laballad molecules Op=* (Cs 99 %,
15 oo 0g), NAC (150, 97-99 % 15N 97-99 %), 05H* (1°C, 98 % 1N
9699 %) and dGue® ("Nz 95 %) were purchased from Cambridgs
Lotope Laborataries {(Andowver, LSAL

28 Unoorpeted metobolomics cxperiments by liguid chromatography
coupled to high-resolution mass spectromesy (LG-HRMS)

The metabolomic study was performed according to a protocol pre-
viouzdly developed and routinely used in our team, which relies on
reverve phace chromamgraphy, hydrophilic interaction liguid chroma-
tography and high recolution mas spectrometry (Boudah et 2l | 2014
Moreau et al., 2020; Tabone =t al., 2021). Two 50-pL aliguots wese
200 pL. of methanol and incubated on ice for 20 min to allow complet=
withdrawn and evaporated to domess under a nisogen cxeam . Finally,
the extracts were requspended in 100 pL of starting mobile phases of the
e chromatographic conditions. Juality contol samples were obtained
ber pooling aliquotz of each sample and these were injected ewvery 10
mmpler  throughowt the analyzic for  further data  nosmal-
ization,/stamdardization. Metabolic extracts were analyzed by LC-HREMS
uzing an Ultimate 3000 chromatographic system (Thermo Ficher Soi-
entific, Gourtaboeuf, Prance) coupled to an Bxactive mao: spectrometer
from Thermo Picher Scientific fisted with an electroapray (BEST) source
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and operating in the pocitive and negative ion modes for metabolite
separationz on C18 and ZIC-pHILIC columns, respectively. LC-HEMS
conditions were axactly those previoucly described by our group (Bou-
dah et 2l , 201 4. Data proceszing and satistical analyziz were achieved
uzing the WorkflowdhMetabalomics (W4M) platform (Jiacomoni et al |
2015). Annotation of metabaolite feamre: wao performed by uzing our
mldmburﬁ:ﬂa::nnﬁngmmmmmi
chromatographic retention times (Bowdah et al | 2014). Metabolite
identification was further confirmed for discriminamt metbolites by
running additional LG M5/M5 experiments using a Dionex Ultimate
chromatographic syztem combined with a (-Exasctive mam spactromater
[Thermo Piher Scientific, San Jooe, CA, UsA) under non-resonant col-
dizoociation (HCD)L To be identifisd, metabolites had to monch at least
two orthogonal criteris {among accurats messured mace, retsntion time,
and ME/MS spectrum) to those of an authentic chemical standard
analyzed under the same analytical conditions, a= proposed by the
hMetabalomics Stomdards: Initatiee (Summer et al | 2007

2.4, Brain sample preporation

24.1. DNA extraction from broin

DA extraction from the brain wac achieved ac previoualy described
[Bavanat et al | 2002). Then, DNA was hydrolyzed in two stepe 2z pre-
wiouzly developed in the growp (Diowki e al | 2004]). Bach step involvad a
rpecific encymatic cocktail nuclease P1, phosphodiesterase 11 and
DMace I1 at pH & for the fict; phosphodieaterace | and alkaline phoc-
phatsze at pH G for the second. Each otep was carried oot at 37 °C for 2h
The samples were then laft at 90 °C for 20 min in a heating block in order
to depurinate DNA adducts. The final samples thus contain normal DMA
basez under the form of nudleocides, which are quantified by a U de-
tector placed bafore the inlst of the moas cpectrometar, and adduces 2=
modified bazen quantified by maza opectrometry. Samples were fltered
prior to anabyziz at 0.2 pm on flration column (VWER) centrifuged at
B000xg for 5 min.

242 Metabolites extraction from brain

The wed protocol iz based on the wock of Malik et al (201 5). Inbrief,
samples weere thaweed in am ice bath and spiked with izotopically labelled
internal standarda. A stainless cteel bead and 300 pL of 2 cold methanal:
chloroform salution were added to each brain zample. Samples were
then homogenised by chaking at 25 Hz for 4 min in a Tismuelyzer
((iagen). Then, mamples are placed back on ice. Then, lﬂﬂu]..nf:nld
water was added before vortexing. Sample were then centrifuged at 15,
7E87xg for 7 min at 4 °C. The upper layer, which conmine the polar
metabolites of interest, was carefully collected and placed in 2 new tube
to be dried in a SPD111V gpeed vac (Thermo Scientific). The resolting
residue was dissalved in 50 pL of water and filtered at 0.2 pm on
filtration column (VWER) centrifuged at 3000xg for 5 min.

2.5, On-line solid phase octraction of plasma

samples (Foser =t al., 20217 wan used. Classical solid phase extraction
[SPE) waz replaced by on line SPE. Prior to analymio, the samples (90 L
of plasma) were spiked with intermnal stamdacds (10 gL, 0.2 pM) and
loaded onto a 0.2 pm Altration column (VWR) Then, they were
cenifuged at 3000 x g for 5 min The filrate was collected and loaded
omto a 30 kDa Nanocep® tube. Thiz second fltration step involved a
centrifugation for 30 min at G000 x g. Additional sample clean-up was
performed directly on-line within the UHPLC oyatem The samples were
imjectad (50 pL) firet in a Macherey-Nagel Nucleodur® PPP column (50
mm % 20 mm IIY, 5 pm particle zize) used 2= an on-line SPE columm.
Mobile phase A consisted of 5 mM ammonium formate {(AmF) in MilliQ
water and mobile phase B was HPLC-LC/MS grade methanol with 5 mM
AmP. Samples were deaned by a gradient from 0 to 50 % of B in 1 min.

Toxieolgy 453 (A2} 152950

The fow rate was z=t to 350 Ll /min, the column temperamre main-
tained at 50 °C and the sample storage compartment sat to 15 °C. Aftar
that, samples are injected by backfhuzh into the analytical column

26 UHPLC-MS/MS quontification of the Momarkes

associated with u.nﬂ:n: magz gpectrometry {UHPLC-MS/ME) of GuH-
CEES, Cye-CEES, NAC-CERS and N7 Ou-CERS waa carried out using a
recently described approach (Roser et al | 2021 Chromatographic
separations were carrisd out on an ExionlC mutem (SCIEX, Praming-
ham, MA) The on-line SPE part consizted in an autocampler, two pumps
and a 2 x 50 mm D pentafluoropheny] column (5 pm particle zize,
Nucleodur PFP, Macherey-Nagell The analytical part imvobred twvo
pumpe, 3 heatsd column compartment and the dstectorz. Analytical
peparation was performed using a Macherey-Magel Nudeodur® C15
columm (100 mm = 2.0 mm D, 1.3 pm particle gize). Connection be-
peeen the on-line SPE and the analytical sub-units was contralled by a
f-wayz valve. The mobile phase consizted in a gradient of 2 mM AmP
and LC/MS grade acetonitrile. Detsction was afforded by a SCIEX
OTRAPE 6500+ triple quadrupolar mase spectrometer (Pramingham,
MA) equipped with an lon Drive™ Turboe V source operated in pogitive
jomization mode. Data were collected in multiple reaction monitoring
[MEM) ocan mode using previouzly reported transitions (Roser et al |
2021]). Quantification of N7 Gua-CEES in DNA also imrohned on-line UV
quantification on nmodified muclecsides in order to determine the
amount of anabyzed DNA

A7 Smtsdical amalysiz

Statiztical analyniz were performed on poals of replicates ariginating
from diffsrant animals Das were statiztically analy=ed in GraphPad
PRISM uzing ane-way ANOVA followsd by the non-parsmetric Krnuckal-
Walliz test for multiple comparisons. Univarizte and multivariate ana-
l!.rnenufm:ubn]nmim data were aloo performed using the W4M plat-
fiorm (Diacomoni et al | 2015), while the online MetaboAnalyzt platform
waz uzed for ]:ea.hna.p generation ani] metabalic pa.ﬂ:.wu:,r enrichment
(Chong et al., 2018).

3. Resultz

31 Untorgeted metobolomics aralysiz of plasma samples from mice
opased to CHES

Meatabaolomicz analyzes of mowse plaoma samples were performed
uzing two complementary LC-HAMS platforms involving reversed-phases
chromatography [C15(+1]) and Hydrophilic Interaction Liquid Chro-
mategraphy [HILIGI 1], for the analyniz of hydrophobic and polar me-
tabalites in the pozitive and the negative ionization modes, recpectively.
Unider these conditiona, 57 metabolite fextures from the C18(+) and 165
from the HILIC(-) analyziz matched the acourate magees and retention
timez of the metabolites incloded in our chemical dambase, thus
vielding 199 unigue annotated metabalites in total. Although principal
component anabyziz (PCA) dd not revesl any obvious diffsrences be-
pamen the 4 poat-exposure times (dam not shown), 2 clustered analyzis
hextmap was generated to group the related metabalites (top 50 ones by
ANOVA pvalues), and highlighted a time-dependent evolution of
metabolite patterna through the 14 daye of exposure (Fig. 11 A amall
portion of the top 50 metabolites waz more abundant at day 1 while
most of them accumulated at day 3 and plateaning afterwards, bafore
retuming to “baseline” levels at day 14 (ie. similar profile than non-
expoosd mice). The membolic profile at day 1 post-expomars proved
significantly different from thooe at dayz 3 and 7 (Fig. 1) Tables 51, 52
and 55 prezent the metabolites with pvalues < 0.05 and fold changes =
1.5 when comparing non-expoced mice to day 1, day 1 to day 3, and day
3 to day 7 poat-sxposure, respectively. Differences between day 1 and
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day 3 were the more striking and thus the more precicely studied
(Table 521 Under these conditions, 65 and 26 statistically different
metabolites were retrieved from HILIC(-) and C13(+) datasets, respec-
uvelyﬂ'akal) Metaboli pnbw:y lysia oh "ﬂnxugmmexnd

to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

3.3. Quontification of CEES biomarkers in brain

The molecular biomarkers were then quantified in the brain of
expooad mice sacrificad just before the exposure or 1, 3, 7, and 14 dayz

arginine b :henn,'“ idz boli
muHmmdmmyb&andWmmdnm
affected metabolic pathways (Pig. 51). Fig. ”M&ew
evolution of come key bolitez chowi rhedly i d or

after topical application of CEES. A first analyte of interest was N7Cua-
CEES. Itz occurrence was first meagured in the nuclear DNA extractad
from the whole brain (Fig. 5a). No trace of adduct was found before
Over time, the amount of N7Cua-CEES was maximal at day 1

Jea!uedcmlev&belwudlyl and day 3, alzo by com-
pasison to other time point post-exposure and non-exposed animals.

3.2. Targeted CEES bi

ducible on-line SPE approach (Fuldenyik et al | 2011) that wao used to
improve our UHPLC-MS/MS method for CEES biomarkers (Roser et al,
2021). None of the analytes could be d d in the placma of untreated
animalz. The time-course variation of the level of N7Gua-CEES in plasma
exhibited a fast decrease following 3 maximal concentration found at the
first investigated time of 1 day post exposure (Table 1). At day 14, the
level of adduct was low but otill above the limit of detection (LOD).
GSH-CBES was detectad in most samples but its level was always cloced
to the LOD and handly varied with time. In contrast, Cyz-CEES and
NAC-CEES were found to be present in large concentrations. Their
amounts were maximal at day 1 and then readily decrexsed. The rate of
thiz second phase was dightly lower for Oyz-CEES than NAC-CEES.
Detection of NAC-CEES waz yet more sensitive and itz concentration
after 14 days was ztill 12 times higher than its limit of detection (LOD).

kers in blood pl

mddays The diffe b the two values waz not statistically
significant After thiz peak, the value decreases. N7Gua-CEES iz though
still detectable after 14 dayz (18.0 + 6.7 adducts per 10° bases) with a
waz alzo detected in the organ’s extracts prepared by homogenization
and solventa extraction (Fig. 3a). The N7Gua-CEES concentration was
highest at day 1 and then decreased to 10 % of thiz value at day 14.
The concentrations of the three CEES conjugates GSH-CEES, Cyz-
CEES and NAC-CEES arizing from the mercapturate pathway were ako
determined in the brain extractz (Fig. 3b). They were found to be in the
same range at day 1. Thiz value was the highest of the four investigated
dayz for GSH-CBBS and NAC-CEES. A higher concentration was found
for Oyz-CEES at day 3 but the difference was not statistically different
from day 1. A concentration decrease was then oboerved for the three
biomarkers. It waz faster for GSH-CEES. Because thiz analyte exhibited
the lowest sensitivity in the analytical method, it was below the limit of
quantification in all szamples at day 3 and in a large fraction of thooe at
day 7 and 14. In contrazt to GSH-CEES, the concentrations of Cys-CEES
and NAC-CEES decrexced clowly over the 2 weeks of follow-up. They
were otill detectable at day 14, with a good sensitivity for NAC-CEES
corresponding to a factor of 9 with respect to the LOD. The quantifica-
tion of Cy=-CEES at day 14 was hampered by the presence of traces of
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Fig. 2. Variation of the concentmtion of a sefes of plasma metabolites following exposure to CEES. The membalites underwent either a) decrease or b) increase in
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Table 1

Comcentration (in nf) of four bicmarkers of exposure to CEES determined in the
plasma of mice topically exposed to CEES. Plasma was collected after sacrifice
after different periods and analysed by UHPLC-MS /MS with oo-line SPE. The
number oo animals varied from 16 to 20 per group. The reported values are the
means = SEM. The symbeols for statistical significance of the differences at p =
(.05 er p = 0.01 are: * and ** for comparison with day 1; 1u.nd11ﬁwm1pu'|m
with day 3; ! and ™ for comparison with day 7; and * and ® for comparison with
day 14.

day 1 a 7 14
(OSH-CEES B+ 0] L1+ 04 1.3+ 0.5 05+ 0E*®
CysCEES 420+3378  geeza® jggeas 10+ 20
wdl waall
MACCEES 410+ 29 173+ 1.1 18+ 0.5 74 wedl
. TS aall
BT - 34T+ 29 42+ o488 pE+oled ps:al
CEES 1378 wall

4, DMocussion

In addition to directly ohoervable affacts on okin, eyes and hingz, 5M
exhibitz nevrological and paychological effects (Balali-Mood and Hefa=i,
2006 loonmo et al., 20158 Sharma =t al, 2009 However, most of the
related obeervational stodies wers performed on veterans of Iran-lrak
war (1930-58), many years after their initial expooure. It iz thos not
poszible to distinguich between the toxic effects of SM itoelf on the one
hand, and war streae on the other hand. Similardy, teo non-exdhzive
origing for the newrclogical and pathological effects of 5M and weci-
canio can be proposed. The firot io a response to the axpogure streza whils
the second iz a diffusion of SM and CEES through the expoced dkin fol-
loweed by direct and indirect diffuzion to the brain with resulting local
effectn. Thus, our group carried out an in vive study on hairess SEH-1
mice topically exposed to CEES, the 5M analog used in the present
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a b ¥ Fig. 3. Levels of biomarkers in brains of CEES exposed
I 100 1 24 I BD 4 mice. Hrins were collected after sacrifice after

a0 o7 = DINA | different pericds. Half of the argan was used for INA
S 11 # e Extract = = 70 --G5H-CEES exmraction and the other was homogenized in chloro.

il - \ :mietham Extra with water. 5 5 wara
E a0 | £ E ) e Cys-CEEs  formmethanal and extracted with
5 = 2 60 - oY then analysed by UHPLC-MS/MS with on:line SPE. A)
S 1 - 'l ._E _.‘E_,_ L ~#NAC-CEES Amount of N7Gun-CEES adducts measurad sithar in tha
T v 2 DMA of the organ [expressed in adduct per 10° bases)
E’ 60 - E E ar detected in extract of the whale organ (expressed in
= -E 5 fmol/mg tissue) b) Concentration of GSH, Cys and KAC
% 50 A ¢ & £ comjugates to CEES in brain extracts (expressed in
B E E fmaol/mg)l. The pumber on animals varied from 16 to 20
£ 4N o per groap. The reported valses are the means = SEM.
E wow The symbols for sttistical sgnificance of the differ-
g 30 4 5] a ences at p = (.05 or p< 000 are: * and ** for com-
s 5 = parisan with day 1; ' and "' for comparison with day ;7
3 20 4 3 E and # for comparson with day 7; and ¥ and ¥ for
2 T & comparison with day 14.
Z 1o - il
wwl
tw] -
o — T 0 T T T T T 1
0O 2 4 & E 10 12 14 o * 4 6 8 10 12 14
tirme [day) tirme [day)

emudy, in order to clarify the origin of the behavioral affectz obosrved in
bumane {(Gros-Decormesux =t al, 2015). In thin smdy, CEES-treated
mice were compared with a control group bumt with hydrochlaric
acid. Our recults evidenced that the anxiety and long-lacting working
memory impairments obeerved in mice were due to the vegicant agent
itzelf, and not to the bum effect or to the war stresa. Thiz conclugion is
actually strongly supported by the obsaration that brain was one of the
organs exhibiting the largest concentration of 5M in a post-mortem
etudy on an exposed Iranian seldier (Dirasch e al | 1387).

Explanation to the effects of vesicants in brain can be found in a few
etudien chowing the indsction of apoptosiz and oxidative stress in the
brain of mice chronically exposed to SM by pescutansous route (Sharma
et 2l 200%). Histological and immunchistochemical analypes of brains
of guinea pigz expooed to CEES by intatracheal injection chowed a loaz
of neural cellz in all brain regions, likely rerulting from an activation of
microglial cells by @-oymuclein (Jadsden-Oray et al | 2012). In opite of
thess biochemical modifications, no major tizowe damage waz repocted
in the brain of ram topically expoced to large dooes of SM (up to 45
mg/kg) with the exception of haemorrhage (Yue ot al | 2015). These
resultzs unambiguowsly chow the presence of 5M or CEES in brain of
treated animals. Howesrer, they do not provide quantitative information
on the kinetic of diffusion from the exposed cite or on the distribution
between internal argans. This iz the reason why guantification of
expoqure and afect biomarkers reprecant an interesting o
approach. Bridence that SM and its analogs diffuse in the blood stream iz
dhown by the detection of it degradation products (Li =¢ 2l., 2003
Manandhar et al | 2018; (i et al | 2016) and of protein adducts in plasma
(John et al | 2019; Lin =t al | 2015; Noort et al., 2008; Xu =t al | 20140
5M or CEES may aloo react in plasma with small molecoles such =
glutathione, which leads to the presence of conjugates in blood. The GZH
conjugates may aloo be prodeced within cells by detoxification encymes
glutsthione-5-tranoferages (Cheshan ec al 2001 and further excreted
into biological fuida. Quantification of such biomarkers in plasma
would thuz reflact a oystemic effect of vesicant agents becauze their
presence in blood would originate from all crgans.

Therafors, our rezult confirm both the difusion of CEES from akin to
blood and the subsequent axpogure of internal organs. We obtained data
not only on G3H-CEES, but also on Cye-CEES and NAC-CEES, two me-
tabolites of O5H-CEES requlting from the action of several encymes
(Hanna and Andere, 2001%; Wu et al, 2004). We recently developed a
methed for their quantificarion and validated their biological relevance
[Boger =t al | 2021} Usking an improved wersion of thiz a

. WE

detected large amounts of G5H-CEES metabolites in the plazma of the
CERS-treated mice in the following decreazing order of concenration:
Cye-CEES = MAC-CEES =5 OSH-CEES. The oboeration of a very low
concentration in GSH-CEES iz in agreement with well identified feanares
of the mercaptarate pathway imvolved in the detoxification of alectro-
philic zpecies such a: CERS or SM. OSH-CEES v conwverted into
CyoOly-CEES amd CyoCEES through the consecwtive actions of
membrans-bound-enzymes y glutamyl-transferaze (00T) and dipepti-
dace or aminopeptidase-M, respectively (Joncalves-Diss et al | 201%;
Hanna and Andess, 2019). The last atep of the mercapturate pathway
imolves the entrance of Cyr-5-conjugates into the renal tubolar calls and
hepatocytes via warious transporters including organic anion tranopert
polypeptides and cystine ‘cysteine transparters {Jriffith, 1951; Hanigan,
1905 Hughey =t 2l 1973). There, the Cye-S-conjugates are acetylated
by the M-acetyl-tramafarage NATS (Chambers =t al | 20100

Another interecting observation was the confirmation of the pregence
of the DNA adduwct N7Oua-CBBS in plaoma samples (Roger ecal | 20215
Thiz modified mucleic acid bage may have several origine The most
likely iz the depurination from DNA, which a characteriztic of
N7-albylated guamine adducts (Boysen et al, 20050 Likeswize,
N7Oua-CEES could criginate from RMA and the pool of nucleotides.
These recultz on N7 G0wa-CERS are in line with those obtained with 5M
(Thang et al | 2014) and further validate the use of CEES az a relevant
analog of SM. In terme of time course, all the detsctad biomarkern were
at their maximal plasma concentration at day 1 and then rapidly
decreased. At day 14, the regpective level of MAC-CEES and Cye-CEES
waz 9 and 20 % of that at day 1, while the corregponding valoe was 1
% for N70ua-CEES. These data confirm recolts from the literatare that
5M readily diffuses into blood after dermal exposure (Magy et al., 19461
Thege dat aloo reflect the formation of CEES-mediated damage to bio-
malecules all-over the mouse crganizm

To further onady the latter point, we performed an untargetsd
metabolomics otudy that enabled the dstection of almost 200 unigus
metabolites in the plasms of exposed mice. These reqult revealed a
rystemic alteration of metabolizn, imrobring various metabolic path-
metabolizn, purine metabaoliom and primary bile arid mmtheais,. ..},
with the mest otriking difarences ocowrring between dayz 1 and 3 post-
expogure (Figs. 1, 51]. Noteworthy iz the fact that a few particular me-
tabaliten accomulate at day 1, which might reflect a self-protection ef-
fect to alleviate the injury of CEES expocure and/or inflamemstory
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metaboliten (e.g, uwrocanic acid, ancerine, carnocine) are of cpecial in-
tersct. Arginine analogues have been demonstrated to exhibit protective
characteristics againct SM poisoning (Fappenemns st al., 20000, while 5M
mﬂnguumﬂmmmﬂmfmwuﬂmtﬂﬂummﬂhhmm
and histidine-containing peptides (Hemme e al | 2021). Carnoaine, a
dipeptide composed of f-alanine and L-histidine, and itc methylared
mmacle that play key roles in muscle contraction/excitation az intra-
cellular buffer and antioxidant (Boldyrer et 2l 20013). The antioxidant
activity of camoaine and ralated peptidec hac been demonorated ag well
as their ability to prevent the formation of advanced lipoxidation
end-products and advanced ghyooxidation end-products, for instance by
forming adducts with resctive lipid oxidation products (Boldyrey et al |
2013). Urocanic acid, existing 2= trony and cis isomerz, in a breakdowm
(deamination) product of histidine produced by the catalytic action of
hiztidine ammonia-lyase (Waltemscheid =t al.| Z006). In the epidenmis, it
accumulates and may be both a UV protectant and an immunoregulator.
Trans-urocanic acid vpom UV light aboorption iz isomerized to the
ciz-isomer in the oratom comeum. Ci-urccanic acid can ouppress
cellular immunity in mice {Hug =t al., 1993), and has been identified aga
perotonin receptor ligand (Walterscheid et al, 2006). In addition to
potential ant-inflammatory effects, recent data demonstrate that ure-
canic acid aleo promote: ghitamate biosynthegio and releace in variows
brain regions which can impact recognition memory and motor leaming
in mice (Zhu =t al | 201 8).

Bezide, we aloo observed acoomulstion of hydrosyglutaric acid and
glutsconic acid in the plaosma of expooed mice at day 1. Thiz iz a feature
commonly oboerved in glotaric aciduris ype T caused by inherited
deficiency of glutaryl-CoA dehypdrogenase which in invohred in the
catabolic pathways of L-lysine, L-hydroxybmine and Lrtryptophan
(Folker et al | 2011 In this caze, high levels of those organic acids can
cause damage to the brain (and also other organs), but particularly the
bagzal ganglia which are regions that help regulate movement (Foller
=t :|;__.-| ). Buch organic acida can be detoxified by camitine (Strauss
et al, 20200 Thuz, these observations might aloo be linked with the
modulated levels of camitine zpecies observed upon CEES expocure
(Table 51). Last, many other matabolites precent at low levels at day 1
proved up-regulated at day 3. Among thooe are metabaolite: belonging o
purine and pyrimidine metbolion, pentose phosphate pathway,
bem-oxidation, etc. ., which imdarlines the broad syztemic afact canoed
by CEES poisoning. Aloo the strong dyeregulation of bile acids (taur-
ocholic and taurodecxycholic acid) can indicate liver dyafunction
and//or an impact on gut microbiota ¢ ucoylowskd ecal., 2021). Of note,
untargeted metabolomics does not detect CEES adducts due to inguffi-
cient detertion sencitivity.

Orverall, our metsbolomics approach provided an umprecedented
wiew on the impact of CEES an mouse metabolion. Metabolite profiling
until 14 daya post-exposure highlighted a two-wave organisn responge
to CEES poizoning. An early phae response at day 1 that might reflecta
relf-protection effect through the accumulstion of anti-inflammasary
mucleophilic compounds precedes a more oystematic affect from daoy 3
imvalving many different metabalic pathwam.

Having confirmed the oystemic diffusion of CEES in topically
expoaed SEH-1 mice, we then focussed on the brain. Pirot, in agresment
with previows works an SM (Batal et al, 2014; Yue et al| 2015), we
detected large amounts of N70wa-CEES adducts in the nuclear DNA of
thiz organ. Inter=ctingly, the same adduct was detectsd in brain extracts
aimei at izolating metabolites. Like in plazma, N70wa-CEES found in
theos samples likely remults from depurination of DNA, BNA or nuclso-
tide pool. The formation DNA adducts iz an interesting observation that
could partly expluin come of the neurclogical affects of wesicant agens.
Indeed, the formation of large amount of DNA damage has been pro-
posed a0 ome of the mechaniome leading to SM-mediated call death
[Debiak et al | 200% Fehe ot al | 2005 Papirmeister =t al | 1955)

We alzo obaerved that brain extracts contained the three investigated
metabolites regulting from the reaction of CEES with G5H. Like in

Toxieolgy 453 (A2} 152950

plazma the parent molecule in thiz pathway, GSH-CEES, wao present in
the lowect amount after the frst day of expogure. Thin obsercation iz
reminiscent of those made in in vitro experiment wsing CEES on human
ekin cells and ckin explants (Roger et al, 2021). In contrast, Cye-CEES
wan the most frequent and moet percistent. Thiz dearly illuatrates the
efficiency of the metaboliom of G5H conjugates that aima at maintaining
a mufficient cellular comtent in thiz essential tripeptide (Forman et al |
200, Oriffith, 1999; W =t al | 20041 NAG-CEES was also unambign-
owly detected, in amountz repregenting rowghly 75 % of thar of
Cy-CEES. Thiz io alightly unexpectsd gince Nacerplorancferazes are
belisved to be mostly renal and hapatic snsymes (Chambers scal | 2010
Hinchman =t al., 1993). Bvidence from the literature yet suggest that
brain aloo expresses N-acetyltrancferases (Hanna and Anders, 20019%
Accordingly, Miller = al (1995) obeerved the formation of 2 mescap-
turic acid derivative in all brain regions. More recently, the mercapto-
rate pathway activity was also detected in the brain although with a
lowrer efficiency than in liver (Sidell = al., 2003). An additional expla-
nation to the oboervation of large amounts of NAC-CEES in brain iz that
thiz organ receives 1520 % of the cardiac output, atteating to the high
wascular demand of the brain. Thuz, a part of the detected NAC-CEES
could originate from the blood where it iz present in large concenta-
tion az shown by the mesnurements in the plasma A last obaervation
reganling biomarkers in brain iz that their concentarion decreape: mors
dovely tham in plazma | with the exception of G5H-CEES. This may be
explained by a longer pergistence of CEES in brain than in the reat of the
ceganizm because of a larger fat content and the formation of a reserwic
compartoment.

5. Conclumon

imolving untargeted metsbolomics and quantification of recently wali-
dated opecific molacular biomarkers, provides ohosrvations relevant to a
better undermtanding of the ccourrence of neurological and paycholog-
ical dizorders after exposure to wesicant agents like SM. Our work con-
blood stream and croas the hematoencephalic barrisr. Then, the com-
poundds enter the brain and induce a series of damaging processes. Cur
data reveals that the formation and cdearance of the studied biomarkers
rpreads over bwo weeks, reflecting the perdistence of the chemical in the
brain Chor work alzo ched come light on the oyotemic efacts of CEES,
potential underlying biochemical mechanizme and especially the inter-
eot of come biomarkers. MAC-CEBS and Qua-CEES wers found o be
thiose detected with the beat LOD in our UHPLG-MS,/MS and to perzist for
maore than e wesbs in brain and plasma The Lact point iz important for
applications of the UHPLC-ME,/M5 assy to human
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Quantification de biomarqueurs d’exposition a des agents vésicants dans
des matrices biologiques facilement accessibles.

Dans le domaine de la menace chimique I'un des principaux enjeux consiste a avoir acces
a des méthodes de suivi biologique pour l'identification des toxiques et I'évaluation de
I'exposition individuelle. L'ypérite (gaz moutarde), un toxique de guerre de la famille des
vésicants, et son analogue le CEES seront au centre de cette these. Cette étude vise a mettre en
place une méthode analytique spécifique a I'ypérite, sensible, capable de quantifier des
biomarqueurs d’exposition persistants, présents dans les fluides biologiques et adaptés a une
analyse par couplage de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse (UHPLC-
MS/MS). A travers diverses expérimentations biologiques, a la fois in vitro et in vivo, nous
avons obtenus des résultats cohérents permettant de conclure sur la pertinence de certains
biomarqueurs. L’adduit de I’ADN, N7Guanine-CEES, a été détecté pour tous les modeles
utilisés. Dans le plasma de souris, il est persistant jusqu’a 14 jours. Le conjugué au glutathion,
GSH-CEES, est éphémere et proche des limites de détection puisqu’il est rapidement
transformé en conjugué a la cystéine, CYS-CEES. La quantité de Cys-CEES est élevée par
rapport aux autres biomarqueurs quel que soit le modéle biologique mais son analyse est
complexe de par son caractere polaire et la présence d’interférents. Ce conjugué est transformé
en conjugué a I’acide mercapturique. NAC-CEES a été détecté que lors d"une exposition in vivo
mais pas in vitro. Il est persistant pendant deux semaines. Une simple adaptation de la
méthode analytique pour les biomarqueurs du CEES a été faite pour les biomarqueurs de
I'ypérite en intégrant la SPE en ligne. Cette méthode validée permet de détecter rapidement
dans le plasma humain les biomarqueurs de I'ypérite Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Notre
travail a donc permis de valider de nouveaux biomarqueurs d’exposition aux vésicants et a
apporté de informations sur le métabolisme de ces agents toxiques.

Quantification of biomarkers of exposure to vesicant agents in easy to
collect biological matrices.

Use of chemical warfare agents is a current concern shown in several recent conflicts (Iraq
and Syria) and associated to terrorist threat. Availability of biomonitoring assays for the
identification of toxic compounds and assessment of individual exposure is an important
challenge. Sulphur mustard, a chemical warfare agents belonging to the vesicants family, and
its analog CEES will be the focus of this PhD work. In the present work, we developed a
sensitive non-invasive ultra-high-pressure liquid chromatography associated with tandem
mass spectrometry approach (UHPLC-MS/MS) to quantify specific and persistent
biomarkers. We also performed biological experiments, in vivo and in vitro, to validate their
use as biomarkers. A DNA adduct, N7Guanine-CEES was detected, both in nuclear DNA and
as depurinated base, in all biological experiments. In particular, in the plasma of mice, it is
persistent until fourteen days. The glutathione conjugate, GSH-CEES, is short-lived and closed
to the limit of detection because it is readily converted into the cysteine conjugate, Cys-CEES.
The quantity of Cys-CEES is high compared to the other biomarkers but it could be tricky to
analyse it because of its polar properties and the presence of interfering substances. Cys-CEES
is converted into the mercapturate acid conjugate. NAC-CEES was detected in vivo in exposed
mice but not in skin in vitro models. It is persistent at least for two weeks. The analytical
method used for the CEES biomarkers was adapted for the sulphur mustard biomarkers and
improved by an on-line Solid Phase Extraction (SPE). This validated method allows for
detecting in human plasma biomarkers of sulphur mustard Cys-Yp, NAC-Yp and N7Gua-Yp
in eleven minutes including the online SPE step. In summary, our work allowed us to validate
new biomarkers of exposure to vesicants and provided information on the metabolism of these
toxic agents.
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