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Les menaces NRBCE (nucléaire, radiologique, biologique, chimique, explosif), regroupent 

cinq grands risques liés à des activités industrielles, à l’utilisation d’armes de destruction 

massive ou à 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 particulière à 

cause de leur accessibilité parfois facile. Dans le domaine de la menace chimique un enjeu 

important consiste à identifier des biomarqueurs spécifiques à une exposition à l’ypérite. Cet 

agent chimique est présent sur les champs de bataille depuis 1917, lors de la première 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 

l’heure actuelle, il n’existe ni antidote ni traitement spécifique contre une intoxication à 

l’ypérite. De plus, il y a des lacunes concernant l’identification des personnes potentiellement 

intoxiquées comme le souligne la Fiche Piratox n° 6 « Ypérite et autres moutardes vésicantes 

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

« Il n’existe aucun marqueur d’exposition à l’ypérite qui soit dosé en routine ou aidant 

directement à la prise en charge des intoxiqués. Un certain nombre de marqueurs ont été mis 

en évidence pour confirmer l’exposition à ce toxique et ils ne sont disponibles que dans un 

nombre très limité de laboratoires appartenant au réseau de laboratoires Piratox. Les 

prélèvements urinaires doivent être congelés et les prélèvements sanguins uniquement 

réfrigérés. »  

 L’obtention de données qualitatives et surtout quantitatives sur l’exposition revêt un 

intérêt majeur à 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 à la recherche pour développer des contre-

mesures médicales telles que des antidotes et des thérapies. 

 

Pour prouver une exposition à l’ypérite, actuellement, des adduits à l’ADN sont analysés 

après extraction de l’ADN. Ces biomarqueurs permettent de faire des études de cinétiques, de 

diffusion au sein d’un organisme mais ces prélèvements 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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l’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 

l’albumine et l’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 l’acide 

mercapturique. Parmi ces métabolites, seuls les métabolites produits par les enzymes β-lyases 

ont été quantifiés alors que d’autres métabolites de cette voie peuvent servir comme 

biomarqueurs d’exposition. En effet, le conjugué à l’acide mercapturique sert déjà de 

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

 

C’est dans ce contexte que cette étude a été menée. Elle vise à mettre en place une méthode 

analytique spécifique à l’ypérite, sensible, capable de quantifier des biomarqueurs 

d’exposition persistants, présents dans les fluides biologiques et adaptés à 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 à l’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 l’acide mercapturique et aux adduits à l’ADN dans les 

fluides biologiques.  

 

Un point important à souligner est que, du fait de contraintes légales liées au contrôle des 

armes chimiques, l’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 l’identification de biomarqueurs du CEES. On veut être capable de 

quantifier les biomarqueurs dans les milieux de culture après un traitement biologique in vitro. 

Pour cela, nous avons sélectionné 4 biomarqueurs : l’adduit à la position N7 de la guanine, le 
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conjugué au glutathion, le conjugué à la cystéine et le conjugué à l’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 où elles sont incubées pendant 6h. L’objectif a été de 

vérifier la formation et l’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 à court terme des 

biomarqueurs du CEES après diffusion de ce toxique à travers la peau humaine in vitro. Les 

explants de peau humaine sont un modèle biologique plus complexe que les cellules en culture 

permettant de simuler une exposition humaine cutanée au CEES. Les explants ont été traités, 

de façon topique, avec différentes doses de CEES puis incubés pendant à 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 après l’exposition et 14 jours après l’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, complète 
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des études sur les conséquences psychologiques et neurologiques de l’ypérite et de mieux 

comprendre sa diffusion et sa métabolisation. 

Etant donné que le CEES n’est pas une menace en soi et que l’objectif principal concerne 

l’ypérite, l’objectif du chapitre 5 a donc été d’adapter la méthode validée au chapitre 1 aux 

biomarqueurs de l’ypérite. Pour cela, les standards spécifiques à l’ypérite ont été synthétisés, 

purifiés et calibrés. Pour synthétiser les biomarqueurs de l’ypérite sans pouvoir utiliser 

l’ypérite, nous avons utilisé un de ses produits de dégradation, le sulfure de 2-chloroéthyl 2-

hydroxyéthyl (CESE). Une méthode de chromatographie liquide à ultra haute performance 

couplée à 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 mêmes étapes 

élémentaires. 

L’objectif du chapitre 6 a été d’évaluer la pertinence du CESE, produit dont la fonction 

hydroxyle correspond à l’hydrolyse d’un chlore dans les monoadduits de l’ypérite. Il permet 

de former chimiquement des métabolites de l’ypérite dont l’adduit à la position N7 de la 

guanine, le conjugué au glutathion, le conjugué à la cystéine et le conjugué à l’acide 

mercapturique. L’idée a donc été de vérifier in vitro la formation de ces biomarqueurs de 

l’ypérite en traitant des cellules primaires par le CESE. La toxicité induite par ce composé a été 

comparée à celle du CEES. 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre d’un cofinancement entre le CEA et l’Agence de 

l’Innovation de Défense et d’une collaboration active avec l’Institut de Recherche Biomédicale 

des Armées. 
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1.  Les toxiques de guerres 

 

1.1. Petite histoire des armes chimiques 

Depuis des siècles, bien avant la première 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. Dès l'Antiquité gréco-romaine, les premières armes 

chimiques ont fait leur apparition lors de différents conflits. Par exemple, durant les guerres 

du Péloponnèse, des puits ont été empoisonnés et des gaz sulfureux poussés par le vent ont 

été utilisés sur des cités assiégées. Les cavaliers romains utilisèrent des fumées suffocantes et 

des cendres caustiques lors du siège 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 progrès de la chimie au 19ème siècle, les armes chimiques ont pris un nouveau 

tournant. La première utilisation massive eut lieu en avril 1915 lors de la première 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, l’utilisation des 

armes chimiques, telles que le chlore, le phosgène, des irritants, des vésicants causa environ 

90 000 morts et 1,3 million de blessés. 

En 1980, l’Iraq attaqua l’Iran avec du gaz moutarde et des gaz neurotoxiques. En l’espace 

de 8 ans, l’Iran subit 387 attaques chimiques causant la mort de 100 000 soldats ainsi que de 

nombreux civils. A l’heure actuelle, des milliers de victimes souffrent des effets à long terme 

de ces toxiques. 

Parmi les agents de la menace NRBC(E) (nucléaire, radiologique, biologique, chimique, 

explosif), les armes chimiques ont une place particulière à 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’à aujourd’hui, l’ypérite (ou gaz moutarde) a été utilisée 

au moins lors d’une douzaine de conflits, tuant et blessant sévèrement 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 particulièrement délicat du fait des nombreuses cibles 

biologiques de l’ypérite et des mécanismes physiologiques ainsi perturbés. 

 

1.2. Traités d’interdiction 

Dès 1907, la Convention de La Haye proscrit l’utilisation des armes chimiques, ce qui 

n’empêcha pas les attaques massives avec ces agents lors de la première 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 Genève 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 à 

l’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 complètement les armes chimiques n’était pas totale : de nombreux pays signèrent 

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 même manière en cas d'attaque à l'arme 

chimique. 

Le 3 septembre 1992, un comité spécial a soumis à la Conférence du désarmement le texte 

appelée la Convention sur l'interdiction des armes chimiques (CIAC). Cette Convention, qui 

inclut pour la première fois un régime de vérification, s'articule autour de trois grands thèmes 

: l'interdiction des armes chimiques et leur destruction ; la non-prolifération ; la coopération. 

Le 29 avril 1997, avec 87 États 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, 

l’Egypte, le Sud Soudan. 
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1.3. Définitions d’après la CIAC 

La CIAC a défini la notion « d’arme chimique » [3] : 

a) Les produits chimiques toxiques et leurs précurseurs, à l'exception de ceux qui sont 

destinés à 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 conçus pour provoquer la mort ou d'autres 

dommages par l'action toxique des produits chimiques toxiques définis à l'alinéa a), qui 

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

c) Tout matériel spécifiquement conçu pour être utilisé en liaison directe avec l'emploi des 

munitions et dispositifs définis à l'alinéa b). 

Un produit chimique est dit toxique si par son action chimique sur des processus 

biologiques, il peut provoquer chez les êtres 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 être létaux même à 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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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, entraînant ainsi l’asphyxie 

de la personne. Ils ont une persistance faible dans l’environnement. Les principaux agents sont 

: le chlore, le phosgène, le diphosgène, la chloropicrine. Etant des composés utilisés dans 

l’industrie chimique, ils ont été les premiers toxiques de guerre disponibles en grandes 

quantités. Ils ont été utilisés à grande échelle lors de la première 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 après pénétration par inhalation. Leur toxicité est due 

à leur capacité à inhiber l’aptitude des cellules sanguines à utiliser et à transférer l’oxygène. 

Ainsi, la victime meurt d’asphyxie. Dans l’ensemble ils ont une persistance faible dans 

l’environnement et une vitesse d’action rapide. Les plus connus de ces agents sont : le cyanure 

d’hydrogène, le chlorure de cyanogène et l’arsine.  

 

1.4.3. Les agents de lutte anti-émeute 

Ces agents sont très majoritairement utilisés dans la lutte anti-émeute. Ils ont fait l’objet 

de nombreux débats pour savoir s’ils doivent être 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 l’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 système respiratoire. Ces agents sont 

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

 

1.4.4. Les agents neurotoxiques 

Ils bloquent les impulsions entre les cellules nerveuses ou d’une synapse à 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 après, des 

chimistes britanniques ont développé les agents de la série V, qui tendent à être plus létaux. 

Le VX est le plus connu. Les agents V sont des toxiques extrêmement dangereux puisqu’il 

suffit seulement de quelques milligrammes pour entraîner 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 l’apparition de grandes vésicules qui 

s’apparentent à de graves brûlures. Plus précisément, ils sont classés en trois catégories : 

• Les moutardes à l’azote 

• Les vésicants à 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 l’ypérite, le plus connu, qui 

est au cœur de ces travaux de thèse. Les structures chimiques des moutardes au soufre 

dérivent de celle de l’ypérite. 

  

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 première 

guerre mondiale jusqu’au récent conflit syrien. La relative facilitée de sa synthèse et l’éxistence 

de stocks en fait également une arme potentielle d’attaque terroriste. Ces divers éléments 

justifient que l’on continue à s’intéresser à cette molécule. 

 

2.1. Synthèse 

L’histoire de l’ypérite est souvent présentée comme commençant à la première guerre 

mondiale où elle a été utilisée massivement. En réalité, elle a été synthétisée pour la première 

fois presque 100 ans avant le début de ce conflit. 

En France, Despretz (1798-1863), professeur à l’école Polytechnique de Paris, décrit 

certains de ses résultats à l’Académie Royale des Sciences en décembre 1822. Il montre la 

réaction entre le dichlorure de soufre et l’éthylène (Équation 1) [4].  

𝑆𝐶𝑙2 + 2(𝐶2𝐻4)  → (𝐶𝑙𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 

Équation 1 : Première synthèse de l'ypérite réalisée par Despretz en mélangeant du dichlorure de soufre 

et de l'éthylène. 

 

Le produit obtenu est décrit par le chimiste comme malodorant, visqueux et difficile à 

brûler. 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, répète 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 synthèse ni les produits 

intermédiaires. A nouveau, il ne mentionne aucun caractère irritant du liquide jaune obtenu 

ayant un point d’ébullition à 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 l’article « Ueber die Einwirkung des braunen 

Chlorschwefels auf Elaygas” (A propos des effets du chlorure de soufre brun sur le gaz 

d’éthylène) [6]. Il décrit la réaction entre l’éthylène 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 l’eau, légèrement soluble dans 

l’alcool mais bien soluble dans les éthers. Il est le premier à relever les effets toxiques de 

l’ypérite. Par contre, la formule chimique exacte du produit obtenu n’est pas encore totalement 

élucidée. 

Au même moment, en 1860, en Angleterre, Guthrie, plus connu pour ces travaux en 

physique qu’en chimie, synthétisa et décrivit l’ypérite (Tableau 3) [7]. Il y parvient en faisant 

doucement barboter de l’éthylène dans du chlorure de soufre à froid. Puis, il caractérisa son 

produit, nommé « bichlorosulfure d’éthylène » :  

 « Son odeur est âcre et non déplaisante, ressemblant à l’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 l’épiderme. S’il reste sous 

forme liquide sur la peau, des vésicules apparaissent. »  

 

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

utilisé en recherche). 

 

Plus tard, en Allemagne, en 1886, le chimiste Meyer arrive à obtenir de l’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 (Équation 2). Il décrit son composé comme un liquide huileux lourd avec un point 
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d’ébullition de 217°C. Il le qualifie de poison fort qui engendre des blessures, avec un temps 

de latence de plusieurs heures, qui cicatrisent très difficilement [8].  

2(𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑙) + 𝐾2𝑆 → (𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝐾𝐶𝑙 

3(𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝑃𝐶𝑙3  → 3(𝐶𝑙𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝐻3𝑃𝑂3 

Équation 2 : Les deux étapes de synthèse du l'ypérite par Meyer. 

 

Juste avant la première guerre mondiale, en 1913, un anglais, Clarke reprend les travaux 

de l’allemand Meyer en améliorant la deuxième étape de la synthèse. Il remplace le trichlorure 

de phosphore par de l’acide chlorhydrique (Équation 3). Il confirme les caractéristiques 

décrites par le chimiste allemand. Malgré la toxicité de l’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 à l’hôpital pour cicatriser 

ses plaies à la jambe. 

2(𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑙) + 𝐾2𝑆 → (𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝐾𝐶𝑙 

(𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝐻𝐶𝑙 → (𝐶𝑙𝐶𝐻2𝐶𝐻2)2𝑆 + 2𝐻2𝑂 

Équation 3 : Synthèse de l'ypérite par Clarke. 

 

Pendant la première guerre mondiale, la production à grande échelle a été faite en utilisant 

les procédés de Meyer et Clarke. Jusqu’à la seconde guerre mondiale, des travaux ont été faits 

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

Aujourd’hui, l’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 synthèse. A température ambiante, c’est un liquide visqueux, faisant penser à de l’huile qui 

a une densité de 1,27 ; qui n’est à l’état gazeux qu’à partir de 218°C. C’est pourquoi, malgré 

son appelation « gaz moutarde », ce composé n’est pas à l’état gazeux lors de son utilisation 

dans les conflits armés mais à l’état liquide. L’explosion des obus crée un aérosol d’ypérite i.e. 

un ensemble de fines particules liquides, en suspension dans l’air. Les vapeurs de l’ypérite 
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sont plus denses que l’air, elle reste au niveau du sol. L’ypérite est très peu soluble dans l’eau, 

elle est lipophile. L’ypérite est dite persistante dans l’environnement extérieur. A une 

température de 38°C, elle est présente dans l’environnement pendant 7 h environ alors qu’à 

10°C elle est persistante pendant 100 h. 

 

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

 

2.2. Utilisations 

Lors de la première guerre mondiale, en juillet 1917, les troupes anglaises, à côté d’Ypres 

en Belgique, ont été attaquées par des obus contenant un liquide huileux irritant [10]. C’est la 

première fois que cet agent a été utilisé de façon massive. Il infligea environ 15 000 blessés aux 

troupes anglaises en seulement 3 semaines. Bien que l’ypérite irrite les voies respiratoires, les 

allemands pendant la 1ère guerre mondiale l’ont utilisé pour ses propriétés vésicantes. En 

effet, malgré le développement des masques à gaz, les soldats étaient tout de même fortement 

gênés par les irritations cutanées (Figure 2). Il y a généralement une période de latence de 

plusieurs heures entre l’exposition à l’ypérite et l’apparition des premiers symptômes. 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, l’ypérite est responsable de 80% des 

intoxications avec 1,2 million de blessées. Plus de 100 000 personnes sont décédées rapidement 

après 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 l’ypérite perturbe les troupes adversaires plus qu’elle ne tue. Moins de 5% 

des blessés à l’ypérite sont décédés. Par contre, l’évacuation et la prise en charge des nombreux 

blessés ayant une convalescence supérieure à 6 semaines réquisitionne le personnel du 

système de santé, spécialement les unités de brûlures. Pendant les conflits, l’ypérite avait de 
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nombreux surnoms : « distilled mustard »; « S-mustard »; « S-Lost »; « Schwefel-Lost »; 

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

 

Figure 1 : Obus allemand de 150 mm conçu pour les agents chimiques pendant la première guerre 

mondiale. 

 

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

équipements de protection contre l'ypérite. 
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Dès lors, l’ypérite a été utilisée lors de nombreux conflits jusqu’à aujourd’hui (Tableau 5). 

En 1919, le Royaume-Uni s’en est servi contre l’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 2ème 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 à l’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. L’ypérite 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 l’ypérite ont eu lieu. En août 

2015, l’ypérite a été utilisée lors de l’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 

brûlures [14]. Plus tard, en mars 2016, c’est en Iraq à Tazahurmatu que plusieurs personnes 

ont été exposées à l’ypérite après une attaque. Enfin, un groupe de syriens a aussi été exposé 

à cet agent en novembre 2016 à 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 modèle de la secte Aum à l’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 particulièrement difficiles à acquérir ou à opérer. Les groupes terroristes cherchent à 

se doter d’armes de destruction massive comme les armes nucléaires, radiologiques, 

biologiques ou chimiques [17]. 
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Tableau 5 : L'utilisation de l'ypérite lors de conflits depuis la première guerre mondiale. 

 

2.3. Toxicologie 

2.3.1. Pénétration et diffusion de l’ypérite dans l’organisme 

L’ypérite peut être absorbée soit par inhalation soit par contact cutané soit par ingestion 

d’aliments contaminés. Cet agent lipophile pénètre facilement dans la peau et dans les 

muqueuses. 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 

l’épiderme et le derme alors que le reste, 8 %, passe directement dans le système sanguin 

(Figure 3) [19]. La vitesse de pénétration de l’ypérite gazeux à travers la peau humaine a été 

estimée entre 1 et 4 mg/cm2/min. Une élévation de la température et de l’humidité augmente 

la vitesse de pénétration [18, 20]. Que ce soit une intoxication cutanée ou par inhalation, 

l’ypérite peut se retrouver en moins de 10 minutes dans le système sanguin [21]. 
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Figure 3 : Représentation des principales couches composant la peau. 

 

Cameron et al. ont calculé l’absorption de l’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 phosgène en comparaison [22]. Plusieurs équipes ont étudié la dispersion dans l’organisme 

de l’ypérite par mesure de radioactivité en utilisant de l’ypérite marquée au soufre 35. Après 

exposition cutanée et par voie intraveineuse, la majorité de l’ypérite et de ses métabolites a été 

détectée dans les reins, le foie, la région nasale, le système 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 l’épiderme. Cinq minutes après une exposition oculaire, l’ypérite se 

retrouve majoritairement dans la cornée [25]. La biotransformation de l’ypérite après 

intoxication d’animaux a été étudiée. Davison et al., après 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 après injection intrapéritonéale chez des rats est le cystéine-bis-(β-chloroéthyl) 

sulfone, qui n’est pas un conjugué au glutathion [27]. Ces différences de produits majoritaires 

peuvent être liées aux différentes voies d’injection. 
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2.3.2. La réactivité de l’ypérite 

La réactivité de l’ypérite a été étudiée et détaillée par Reid en 1958 [28]. La réactivité de 

cette molécule est à l’origine des mécanismes d’action entraînant les blessures. Avant de réagir 

avec des biomolécules, l’ypérite passe souvent par un intermédiaire très réactif. En effet, 

l’ypérite subit une cyclisation intramoléculaire pour former des ions (Figure 4). La formation 

de l’intermédiaire, l’ion épisulfonium, est facilité par l’augmentation de la température dans 

un environnement aqueux. Cela pourrait expliquer la grande sensibilité des régions chaudes 

et humides de l’organisme aux effets aigus de l’ypérite [19, 29]. 

 

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

 

L’ypérite est un agent alkylant : elle se lie de manière covalente à des nucléophiles, comme 

le représente le mécanisme en Figure 5. L’étape d’initiation de l’alkylation est une réaction 

intramoléculaire de type SN2 qui forme l’ion épisulfonium. En effet, au sein de la même 

molécule, le soufre (bon nucléophile) et le chlore (bon groupe partant) vont permettre de créer 

un ion épisulfonium (très électrophile) par réaction intramoléculaire [28]. Ce cycle sulfonium, 

très réactif, électrophile, va réagir avec un nucléophile. Comme l’ypérite est bi-fonctionnelle, 

une deuxième réaction SN2 peut avoir lieu au niveau du second chlore. 

 

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

 

2.3.2.1. Hydrolyse et réaction avec les fonctions alcools 
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Après formation de l’intermédiaire, l’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 l’ypérite réagit avec l’eau pour former le thiodiglycol et l’acide chlorhydrique. 

(Figure 6). En solution alcaline, le temps de demi-vie de l’hydrolyse de l’ypérite est environ de 

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

 

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 l’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 l’ypérite en 

sulfoxyde est une voie de détoxification et de neutralisation de l’agent. A l’inverse, la sulfone 

peut faire des attaques nucléophiles, elle est donc toxique. 

 

Figure 7 : Produits formés par l'oxydation du souffre de l'ypérite. 

2.3.2.4. Réaction avec les fonctions azotées 
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L’ypérite réagit avec l’ammoniaque et avec les amines primaires, secondaires et tertiaires, 

hétérocycliques et avec les imines pour donner une variété de produits. Ces fonctions étant 

très présentes au sein des protéines, des bases de l’ADN et des phospholipides, ces 

biomolécules sont des cibles privilégiées de l’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 l’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 délétères de l’ypérite ne se limitent pas à la stricte 

zone contaminée mais aussi aux cellules et tissus en périphérie [30]. L’ypérite donne même 

des effets systémiques. La majorité des mécanismes sont induits par la capacité du chlore à 

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 à ce jour sont la déplétion du 

glutathion, l’alkylation de l’ADN/ARN, l’alkylation de protéines.  
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Figure 8 : Mécanismes d'action de l'ypérite proposés par Kehe et Szinicz [29]. Après réaction de 

l'ypérite avec différentes molécules des cellules, leur fonctionnement est perturbé jusqu'à induire leur 

nécrose ou leur apoptose. 

 

2.3.3.1. Déplétion du glutathion 

Le glutathion est un tripeptide (γ-glutamyl-cystéinyl-glycine) qui constitue le groupement 

thiol le plus abondant dans la cellule avec une concentration de l’ordre du millimolaire (Figure 

9) [31]. La liaison entre l’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 synthèse 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 rôle 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 rôle 

important dans le maintien et la régulation dans l’équilibre redox de la cellule. En effet, il peut 

réguler le taux d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) grâce à son cycle redox où il est oxydé 
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en GSSG, forme oxydée du glutathion, puis réduit à nouveau par la glutathion réductase qui 

maintient ainsi le rapport GSH/GSSG stable.  

Figure 9 : Représentation du glutathion, sous sa forme réduite, formé par l’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 l’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 même observée sur le long 

terme [34]. La quantité de GSH est significativement diminuée dans le foie, les reins et les 

muscles après intoxication à l’ypérite [35].  

L’absorption de l’ypérite entraine donc une déplétion du glutathion ainsi que des 

réactions inflammatoires aiguës [36]. Il a été observé que l’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 (espèces réactives de l'oxygène) et ERN (espèces 

réactives de l'azote) est observée [36]. Une exposition à l’ypérite augmente de façon 

significative les marqueurs de stress oxydant dès 1h après exposition. Une augmentation 

d’ERN est observé dans les cellules [40]. Dans le cas d’une exposition à un agent vésicant, 

comme l’ypérite ou le CEES, cette accumulation des ERO est proportionnelle à la dose de 

toxique appliquées aux kératinocytes de la peau, in vitro [37]. Dans les poumons et le foie 

d’animaux intoxiqués par l’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 à long-terme [38]. 
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L’augmentation des ERO et ERN change le ratio antioxydant / oxydant ce qui entraîne la 

perte de l’équilibre redox. Cela  induit un stress oxydant [39]. Celui-ci entraîne des dommages 

sur l’ADN, l’oxydation de protéines, la peroxydation de lipides et d’autres toxicité au niveau 

des organes [40]. Les espèces oxydantes formées réagissent avec les membranes 

phopholipidiques pour former des peroxydes de lipides. Ces derniers sont responsables de 

l’altération des membranes [41]. Il y a un lien entre le dérèglement de l’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 à long-terme [38]. 

La diminution du glutathion entraîne aussi l’augmentation de la concentration en calcium 

cytosolique libre. En effet la déplétion du glutathion entraîne une perte des groupements thiols 

des protéines et d’enzymes. Parmi les protéines dont l’action est inhibée, se trouve la famille 

des ATPases Ca2+ / Mg2+ qui régule l’homéostasie du calcium. L’inhibition de ces enzymes 

entraine une augmentation de la concentration de Ca2+. L’ypérite induit ainsi une légère 

augmentation en Ca2+ [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 l’ADN donc la mort de la cellule [43]. 

 

2.3.3.2. Alkylation de l’ADN 

L’ypérite, via l’ion épisulfonium, très réactif, réagit fortement avec l’ADN pour former des 

adduits. Les sites des bases de l’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 l’électrophile notamment l’acidité de Lewis. 

En ce qui concerne l’ypérite, l’adduit le plus fréquent est celui à 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 

mutagènes car ils sont instables et ne participent pas l’appariement des bases de l’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 mutagénèse. L’enzyme de réparation 

méthylguanine méthyltransférase, qui répare ces lésions alkylée en O6, a peu d’effet sur cet 

adduit de l’ypérite [45]. 
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Figure 10 : Sites des bases de l'ADN qui peuvent être alkylés par des agents chimiques (Figure tirée de 

[46]). 

 

Comme l’ypérite est bifonctionnelle, l’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 l’eau), soit réagir avec 

un groupement nucléophile d’une protéine (formant un pontage ADN-Protéine), soit réagir 

avec une autre base de l’ADN (formant des pontages inter ou intra-brins) [47]. Les pontages 

inter-brins de l’ADN sont considérés comme une liaison fortement cytotoxique. Malgré leur 

faible pourcentage parmi les adduits formés, ils ont un rôle prépondérant dans les mécanismes 

d’action de l’ypérite et de sa toxicité. En effet, ils inhibent la réplication et la transcription en 

empêchant la séparation des brins ce qui va entraîner la mort cellulaire [48, 49]. Pour prévenir 

ces effets délétères, des mécanismes de réparation de l’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 dernières sont responsables de l’arrêt du cycle de la 

cellule, de l’instabilité génomique, et dommages au niveau des chromosomes [52]. L’ypérite 

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

Ainsi, l’alkylation des bases de l’ADN entraîne des modifications structurelles, i.e. 

pontages, cassures et sites abasiques, provoquant l’activation des processus de réparation. Ces 

mécanismes de réparation active l’enzyme poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) [55]. PARP-

1 est un détecteur moléculaire des cassures dans l’ADN qui joue un rôle essentiel dans 

l’organisation spatiale et temporelle de leur réparation, contribuant ainsi au maintien de 

l’intégrité du génome et à la survie cellulaire. Ainsi, elle limite les effets de l’ypérite [56]. Pour 

autant, la sur-activation de la PARP, induite par un nombre très élevé de dommages à l’ADN, 
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peut entraîner 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+ libère des protéases qui ont un rôle 

dans le phénomène de vésication. Une infiltration de leucocytes, une libération de cytokines 

et autres médiateurs de l’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 l'ATP par inhibition 

de l'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 l’ADN que l’ARN  dont les principaux sites d’alkylation sont 

N-7 de la guanine, N-1 de l’adénine, N-3 de l’adénine, O-2 et N- 3 de la cytosine [59, 60] (Figure 

11. D'un point de vue structurel, l'ARN contient des résidus de ribose là où l'ADN contient du 

désoxyribose, ce qui rend l'ARN chimiquement instable, différemment que l’ADN. L’ADN se 

dépurine alors que l’ARN s’hydrolyse. 

Figure 11 : Sites des bases de l'ARN qui peuvent être alkylés par des agents chimiques. 

 

2.3.3.3. Alkylation des protéines 

Les groupements thiol des cystéines des protéines peuvent être alkylés par l’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 l’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 l’ypérite se lie à 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 après une 

exposition à l’ypérite. Les kératines sont alkylés [66]. Il peut même 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 aiguë 

Les organes les plus affectés par l’ypérite sont les yeux, la peau et les poumons, c’est-à-

dire ceux en contact direct avec le toxique (Figure 12). Une des caractéristiques majeures d’une 

exposition à l’ypérite est la période de latence avant l’apparition des premiers symptômes. 

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, œil, 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 même dose de toxique. Kehe et 

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 à 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 l’ypérite est ingéré et de 3 g si c’est une 

exposition cutanée. Une exposition à une très grande quantité d’ypérite entraîne des 

convulsions suivie d’une mort rapide [73]. Mais la plupart des décès induits par l’ypérite ont 

lieu dans les semaines suivant l’intoxication suite à des complications des lésions pulmonaires 

[10]. 
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Figure 12 : Pourcentage des organes les plus touchés quelques jours après une exposition à l’ypérite 

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

 

Le Tableau 6 détaille les symptômes qui surviennent après une exposition à l’ypérite, et 

les traitements appropriés. La prise en charge de patients intoxiqués par de l’ypérite lors des 

derniers conflits a permis d’étudier en détail les symptômes d’une telle intoxication [14, 15, 71, 

72, 75]. Aujourd’hui, il n’existe toujours pas d’antidote spécifique à l’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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Tableau 6 : Signes cliniques attendus suite à une exposition à l'ypérite d’après l’ANSM. Les temps 

indiquent les heures suivant l’intoxication. 
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2.3.4.1. Les yeux 

Les premiers signes cliniques d’une intoxication à l’ypérite sont au niveau oculaire c’est 

la partie la plus sensible à l’ypérite [61]. Les premiers effets seront observables environ 1h 

après une légère contamination avec les paupières qui deviennent rouges et enflées. Une 

conjonctivite de gravité variable apparaît dont l’intensité est croissante jusqu’à 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 à 3h après 

l’exposition. 

 

Figure 13 : Lésions au niveau de l’œil cinq jours après une exposition à l’ypérite (de [77]). 

 

2.3.4.2. La peau 

Les lésions au niveau de la peau sont des érythèmes, des nécroses et des cloques qui se 

percent facilement. Une pigmentation anormale est souvent observée après une exposition à 

l’ypérite. L’évolution des brûlures à l’ypérite se fait généralement de la façon suivante : 

a) Des érythèmes : les rougeurs sont très marquées, des œdèmes peuvent se former, des 

démangeaisons peuvent être intenses. La peau peut prendre des teintes foncées 

jusqu’à devenir noire à certains endroits. 

b) Des cloques : à la suite des érythèmes de nombreuses petites vésicules apparaissent 

qui ensemble peuvent s’unir pour former de larges cloques. Elles ne sont pas 

douloureuse per se mais sont particulièrement gênantes. Elles sont remplies d’une 

sérosité ambrée dont la pression rend les ampoules proéminentes. Celles présentes 
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dans les endroits de flexion (coude, genou…) contraignent les mouvements. Les 

cloques de l’ypérite sont fragiles et se percent facilement (Figure 14). 

c) Les profondes brûlures entrainent la perte totale de l’épiderme particulièrement dans 

les zones humides et où l’épiderme est fin. La régénération de ces tissues est longue, 

elle peut prendre plusieurs semaines voire plusieurs mois.  

 

Figure 14 : Vésicules dans le dos d'une personne intoxiquée àl'ypérite, 18h après l'exposition (de 

[14]). 

 

2.3.4.3. Les voies respiratoires 

Lors d’une exposition à un aérosol d’ypérite, les poumons sont aussi touchés entraînant 

rhinite, laryngite, nécrose des muqueuses du système respiratoire et bronchopneumonie. 

Après une période de latence de 4h à 8h en moyenne, l’ypérite irrite et congestionne les 

muqueuses du nez et de la gorge, la trachée et les bronches. Ainsi les premiers symptômes 

sont : sensation de brûlure, rhinorrhée, enrouement. Il y a des tous sèches avec expectorations. 

L’évolution des symptômes respiratoires aboutit à des insuffisances respiratoires telles que la 

bronchite chronique, à l’emphysème, à l’œdème pulmonaire. Les voies respiratoires 

inférieures s’infectent facilement pour donner des bronchopneumonies après 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 deuxième semaine après l’exposition [74]. 

 

2.3.4.4. Le système gastro-intestinal 

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

nausée, vomissement, douleur, diarrhée. L’individu est réticent à la nourriture. 

 

2.3.4.5. Le système 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 à diminuer à partir du 3ème ou 4ème jour après 

l’exposition. Le taux minimum de globule blanc est généralement atteint autour du 9ème 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 

Une intoxication à l’ypérite engendre maux de tête, perturbations du système digestif, 

anorexie, douleurs, leucopénie, anémie [72]. Lors d’une intoxication sévère, le système 

nerveux central peut être affecté, entraînant des convulsions. 

La majorité des intoxiqués survivent car l’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 à long terme de l’ypérite, 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 après un seul contact avec le toxique. C’est particulièrement observé lors d’un 

conflit armé, où les militaires et les civils n’ont été intoxiqués qu’une seule fois à une dose qui 

peut être importante. La toxicité chronique regroupe l’ensemble des effets délétères sur un 

organisme vivant suite à une exposition ou à une administration répétée d’un toxique à des 

doses multiples non létales. C’est le cas des ouvriers dans les usines qui produisaient des 

armes chimiques. Après une intoxication à l’ypérite, une détérioration de la santé physique et 

psychologique a été rapportée dans de nombreux cas. Les effets sur le long terme de l’ypérite 

peuvent se diviser en quatre groupes : les troubles psychologiques, les effets locaux, les 

cancers, des désordres du système de reproduction. 

 

2.3.5.1. Les troubles psychologiques  

Une intoxication à l’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 à une intoxication à l’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 :  

• Au niveau oculaire : perte partielle ou totale de la vue, des déformations de la cornée, 

des conjonctivites [81–83]. 

• Au niveau pulmonaire : des maladies pulmonaires chroniques [84], sténose 

bronchique, toux, asthme, bronchites chroniques, fibrose pulmonaire, bronchiectasie 

[85]. Après la guerre Iraq-Iran, l’expression « mustard lung » englobe l’ensemble des 

conséquences de l’ypérite sur les poumons, c’est devenue une maladie à part entière 

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

• Au niveau cutané : cicatrices, hyperpigmentation (Figure 15) ou hypopigmentation 

[87], peau sèche, 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 l’abdomen, des jambes, des bras, de la tête et du cou [74]. 
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Figure 15 : Hyperpigmentation chez un vétéran iranien exposé à l'ypérite (photo de [70]). 

 

2.3.5.3. Les cancers 

L’ypérite est un agent mutagène et cancérigène. Une étude sur les soldats américains de 

la première guerre mondiale montre que ceux exposés à l’ypérite, ont proportionnellement 

développé plus de cancers des poumons que les autres. De même, l’ypérite a causé le 

développement de nombreux cancers des voies respiratoires chez des ouvriers d’une usine au 

Japon [88, 89]. Après la guerre Iraq-Iran, il y a eu une baisse significative de l’âge moyen 

d’apparition du cancer des poumons parmi les victimes de l’ypérite par rapport à l’âge moyen 

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

classé l’ypérite comme un carcinogène de groupe 1 (carcinogène certain) [91]. 

 

2.3.5.4. Le système de reproduction 

L’ypérite induit des désordres au sein du système 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 façon générale, pour des intoxiqués à l’ypérite, la qualité de la vie est détériorée. 

Notamment, les problèmes 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 l’ypérite 

Le CEES (sulfure de 2-chloroéthyl éthyle), un analogue de l’ypérite, est largement présent 

dans la littérature s’intéressant aux effets de l’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 mêmes contraintes légales que l’ypérite. Il est interdit de posséder et 

d’utilier l’ypérite même dans le cadre de la recherche sans des autorisations particulières. A 

contrario, le CEES peut être acheté et manipulé dans les laboratoires sans contraintes 

particulières. C’est la raison pour laquelle il est souvent employé pour mimer les effets de 

l’ypérite. Sa dose létale médiane (LD50) est environ 100 plus élevée que celle de l’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 

l’ypérite, en milieu physiologique, il forme des ions très électrophiles après élimination du 

chlore (Figure 16). Comme le CEES donne les mêmes intermédiaires réactionnels que l’ypérite, 

il alkyle aussi de nombreuses biomolécules. Cette réactivité similaire explique les mécanismes 

d’action du CEES sur le métabolisme sont presque identiques à ceux de l’ypérite avec des 

nuances de gravité. 

 

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 à l’ADN par alkylation de bases [96]. Des brûlures similaires à celles 

de l’ypérite sont observées [97].  
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3. Les biomarqueurs à l’ypérite 

 

3.1. Notion de biomarqueur en toxicologie 

De manière générale, un biomarqueur peut être défini comme un indicateur ou un signe 

d’un changement au sein d’un système biologique au niveau physiologique, pathologique, 

biochimique, cellulaire, moléculaire en réponse à 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 à un agent thérapeutique ». Il reflète l’interaction entre un 

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

Le domaine des biomarqueurs a évolué lors des dernières décennies en suivant les 

développements des sciences biomédicales et analytiques. Il s’adresse au besoin de détecter 

rapidement une réponse biologique suite à une exposition à des produits chimiques, des 

médicaments et des mélanges d’agents. Leur rôle est également de pouvoir prédire les 

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

 

3.2. Spécificité des biomarqueurs à des agents chimiques 

Les conséquences d’une exposition chimique dépendent de la santé et de l’environnement 

de l’individu, des propriétés et de l’état du produit chimique et des circonstances de 

l’exposition. Elle peut être sans aucun effet, avoir des conséquences à court terme et/ou à long 

terme ou entraîner la mort de l’individu. Il existe trois classes de biomarqueurs (Figure 17) : 

1) Le biomarqueur d’exposition : un xénobiotique, ou ses métabolites primaires ou la 

réponse à une interaction entre l’agent et une molécule ou une cellule-cible, mesurée 

dans un compartiment de l’organisme. Le niveau de ce biomarqueur reflète 

normalement le niveau de l’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 à une dégradation confirmée ou possible de l’état 

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

organisme à répondre l’exposition à un xénobiotique spécifique. 

 

Figure 17 : Représentation schématique des différentes types de biomarqueur suite à 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 à 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 façon plus concrète, Dr. 

Maria Christina Fossi, dans les années 1990, suggère que le biomarqueur idéal doit être 

mesurable dans des échantillons biologiques facilement prélevés de façon non invasive, lié à 

une exposition de l’organisme, directement en lien avec les mécanismes d’action du 

contaminant, très sensible nécessitant de faibles quantités d’échantillon réalisé par une 

méthode d’analyse facile, peu coûteuse et valable pour différentes espèces. 

 

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 l’utilisation d’armes chimiques dans 

des régions reculées comme cela peut être le cas en opération extérieure, la prise en charge des 

bléssés et l’analyse des fluides biologiques n’est pas forcément immédiate. Les principales 

propriétés des biomarqueurs, pour être une preuve d’exposition sans équivoque, sont d’après 

[98] : 

• La persistance : Le biomarqueur doit être détectable au moins jusqu’à une semaine 

après l’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, l’utilisation de l’agent chimique libre comme biomarqueur mais plutôt celle 

de ces métabolites ou de produits de dégradation. 

• La stabilité chimique : le biomarqueur doit être stable dans différentes matrices 

biologiques comme le sang, le plasma, les urines sans subir, par exemple, d’hydrolyse 

ou d’oxydation. 

• La spécificité : dans des matrices biologiques complexes, comme les urines, il est 

nécessaire que le biomarqueur soit un marqueur non équivoque reflétant une 

exposition à 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 rôle primordial dans la gestion de la menace des armes chimiques. L’analyse de 

différents échantillons biologiques, tels que l’urine et le sang, peut apporter une preuve de 

contamination aux armes chimiques. Hormis l’analyse des agents et de leurs métabolites, les 

adduits formés par les agents chimiques avec les biomolécules telles que les protéines et l’ADN 

sont d’un intérêt croissant pour une identification rétrospective grâce à leur persistance plus 

longue au sein de l’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 à l’ypérite 

Des autopsies faites sur des soldats iraniens ayant succombé à une exposition cutanée à 

l’ypérite montrent la présence de marqueurs de l’ypérite dans de nombreux organes tels que 

le cerveau, les reins, le foie, les poumons [100]. Ainsi l’ypérite se diffuse dans tout l’organisme 

donnant la possibilité d’utiliser diverses familles de biomarqueurs. 

 

3.4.1. L’ypérite libre 

Rapidement après l’intoxication, il n’y a presque plus d’ypérite libre dans l’organisme 

mais de très nombreux dérivés et produits de dégradation. Cependant, des tissus adipeux 

accumulent l’ypérite puisqu’elle est très lipophile. De l’ypérite libre a ainsi été retrouvée dans 

des tissus humains post-morten 7 jours après l’intoxication. Les tissus en question sont : les 

poumons, les reins, le cerveau et des tissus adipeux. Lors de cette étude, de l’ypérite a été aussi 

retrouvée dans les cheveux [101]. Il a été observé une accumulation d’ypérite dans les tissus 

adipeux des animaux tout particulièrement dans la graisse péri-rénale, la graisse épididymale, 

la graisse sous-cutanée et la graisse brune [102]. Après intoxication de rats par voie 

intraveineuse (10 mg/kg) ou cutanée (de 1 à 10 mg/kg), l’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 à 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 

l’hydrolyse des chlores et de l’oxydation du soufre. Le thiodiglycol (2,2'-thiodiéthanol, TDG), 

le thiodiglycol sulfoxyde (TDGO), et le bis-β-chloroéthyle sulfoxyde (SMO) sont ainsi 

essentiellement formés (Figure 18) [103].  

Après 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 première semaine 

suivant l’exposition [104]. Des quantités élevées de TDG ont été également détectées dans des 

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

du souffre. 

 

Deux personnes ont été contaminées par de l’ypérite en détruisant un ancien obus de la 

première guerre mondiale. L’analyse de leur urine a permis de valider la nature de l’agent 

chimique. Des doses élevées de TDG et TDGO ont été retrouvées dans les urines collectées 

rapidement après l’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 à la fin que la fraction de TDG [106]. Cependant, leur quantité 

diminue rapidement jusqu’à ne plus être spécifique i.e. 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 être 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 endogènes présents in vivo à la concentration de 0–1 ng/mL and 2–8 ng/mL, 

respectivement [107]. Seules les concentrations de TDG et TDGO statistiquement différentes 

des concentrations endogènes peuvent être la preuve d’une intoxication à 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 à l’ypérite pour une autre raison. D’autres molécules similaire à l’ypérite telles que 

l’agent T et l’agent Q (voir Tableau 2) aussi appélées « gaz moutarde à 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 rôle de TDG comme marqueur d’exposition spécifique à l’ypérite 

[108]. Ces métabolites ne sont donc pas une preuve sans équivoque d’une exposition à 

l’ypérite.  
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Figure 19 : Le produit de dégradation TDG peut venir soit de l'ypérite soit de gaz moutarde à 

longues chaines d’après [108]. 

 

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

être 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 β-lyase. Le mercaptan est ensuite méthylé ou subit une glucurono-

conjugaison avant d’être excrété [109]. 

Les métabolites de l’ypérite générés par les β-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. Ils sont exogènes i.e. ils ne sont produits dans 

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

 

Figure 20 : Formules topologiques des métabolites de l’ypérite induits par les β-lyases. 
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Après une exposition de rats à l’ypérite à une dose de 5 mg/kg, il a été possible de détecter 

le marqueur SBSNAE jusqu’à 14 jours après l’exposition [110]. Dans les urines de deux 

personnes accidentellement contaminées à l’ypérite, SBSNAE a été détecté à de très faibles 

concentrations, proches de la limite de détection [111]. Après une exposition à l’ypérite avec 

un ancien obus de la première guerre mondiale, l’urine des peux personnes a été analysée. Des 

taux élevés de métabolites β-lyases ont été retrouvés. Il a été possible de les détecter jusqu’à 

11 jours après exposition chez le patient 1 et 7 jours pour l’un des patients malgré de faibles 

expositions [32]. A la suite d’une attaque à l’ypérite au Moyen-Orient, des analyses d’urines 

ont été faites. Elles ont été collectées chez des patients entre 30 h et 48h après l’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 à l’ADN 

Les agents alkylants comme l’ypérite peuvent réagir avec l’ADN pour donner des 

produits d’alkylation nommés adduits (Figure 21). Cette réaction peut avoir lieu au niveau des 

atomes nucléophiles de l’ADN comme l’azote, l’oxygène. Au vue, de la structure de l’ADN, 

de nombreux sites sont sensibles aux alkylations (Figure 10). Cependant, certains le sont 

beaucoup plus, donnant des adduits majoritaires. 

 

Figure 21 : Schéma réactionnel de l'ypérite sous forme de l'ion épisulfonium avec la position N7 

de la guanine. 

 

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

guanine et à la position N3 de l’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 l’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 à à la position N3 de l’adénine, N3-[2-[(2-

hydroxyéthyl)thio]éthyl]-adénine (HETE-N3Ade ou noté N3Ade-Yp), il est faiblement formé 

(16%) [113, 116], les adduits à 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]. 

 

Figure 22 : Formules topologiques des principaux adduits de l’ADN formés par l'ypérite. 
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Figure 23 : Représentations de la dépurination de la N7dGuo-Yp dans l’ADN, avec libération de 

N7Gua-Yp et formation d’un site abasique. 

Comparativement à d’autres adduits de l’ADN, les adduits à la position N7 de la guanine 

ne sont chimiquement pas stables, ils se dépurinent (Figure 23), c’est-à-dire que la liaison 

sucre-base se rompt. Ils ont un temps de demi-vie dans l’ADN double hélice de 2h à 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 à 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 à la position N7 et le glutathion pour donner l’adduit :  S-[2-(N7-guanyl)-

éthylthioéthyl]-glutathion (N7Gua-Yp-GSH). Après traitement de souris SKH-1 par de 

l’ypérite, cet adduit a été détecté dans la peau, le cerveau, les poumons, les reins et la rate. Il a 

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

Après 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 à l’ADN, spécifiques à l’ypérite, ont déjà été utilisés comme 

marqueurs d’exposition lors de la guerre entre l’Iraq et l’Iran [122]. Ils sont persistants, et dans 

un cas ont été détectés jusqu’à 21 jours après l’exposition [30]. Dans un autre cas, les adduits 

ont été détectés jusqu’à 29 jours après intoxication à l’ypérite, dont le plus abondants étant 

HETE-N7Gua [123]. 

 

3.4.5. Les adduits aux protéines 

Les produits de l’alkylation des protéines sont stables in vivo. L’ypérite réagit notamment 

sur les résidus cystéines des protéines. Les protéines habituellement suivies sont l’albumine et 

l’hémoglobine puisqu’elles se situe dans le sang qui est une matrice facilement accessible. Ces 

adduits peuvent être de bons marqueurs d’exposition grâce à leur persistance qui est 

équivalente à celle de la protéine alkylée. Ainsi, le temps de vie d’un adduit à l’hémoglobine 

est de 2 ou 3 mois, temps de vie de l’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 à 

l’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 

l’activité thiol plasmatique [124]. Ce site est ainsi identifié comme une cible plasmatique 

favorisée pour de nombreux électrophiles [125, 126]. Dès 1999, Noort et al. ont développé une 

méthode pour évaluer les adduits de l’ypérite issus de l’alkylation de la cystéine 34 de 

l’albumine [127]. 

Actuellement, la CIAC accepte deux biomarqueurs issus de la conjugaison de l’ypérite à 

l’albumine sur la cystéine 34 (Alb-Yp) pour confirmer une exposition à 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) où 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 être 

facilement isolée. Après traitement de cette protéine avec de l’ypérite marquée par un 35S, 

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 à la position N-terminale de la 

valine ne représentent que 1 à 2% des sites alkylés par l’ypérite, ce sont de bons biomarqueurs 

(noté Val-Yp) puisqu’ils peuvent être facilement extraits de l’hémoglobine par la digestion 

d’Edman.  

La persistance des conjugués à l’albumine et à l’hémoglobine a été étudiée in vivo. Des rats 

ont été exposés par intraveineuse avec une dose de 0,3 mg/kg. Le conjugué à l’albumine a été 

détecté jusqu’à 7 jours après l’exposition alors que le conjugué à l’hémoglobine (position N-

terminale de la valine) a été présent jusqu’à 28 jours. La décroissance de la concentration de 

ces conjugués correspond bien avec les temps de demi-vie respectifs de l’albumine et des 

globules rouges chez le rat [130]. Les adduits protéiques peuvent être détectés jusqu’à 90 jours 

dans différentes matrices biologiques humaines [131, 132].  

Les conjugués à l’albumine et à l’hémoglobine, spécifiques à l’ypérite, ont déjà été utilisés 

comme marqueurs d’exposition lors de la guerre entre l’Iraq et l’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 à l’albumine a été détecté jusqu’à 29 jours après la contamination [75]. 

Afin de réaliser une analyse de conjugués aux protéines, il est souvent nécessaire de passer 

par une étape de digestion enzymatique pour fractionner les longues chaînes protéiques en 

chaînes peptidiques plus courtes. Elle se fait généralement à l’aide de protéinase. La limite est 

le temps nécessaire pour préparer un échantillon. Dans une méthode développée récemment 

pour analyser le conjugué albumine-ypérite, l’étape de digestion dure 2h, il s’en suit une étape 

de dérivation [133]. Dans d’autres méthode, l’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 l’ypérite libre 

venant des conjugués aux protéines du plasma. Pour cela, ils font réagir l’acide chlorhydrique 

avec les conjugués aux protéines ce qui permet de rompre la liaison entre l’ypérite et la 

protéine. Cette conversion libère l’ypérite analysée par la suite [135]. 

 

3.5. Glutathion et détoxification des xénobiotiques 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide qui existe dans l’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]. 

Il joue un rôle important dans les systèmes d’oxydo-réductions, de protection contre le stress 

oxydant et détoxification d’agents électrophiles exogènes ou endogènes. 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 l’ypérite avec le glutathion est plus importante que l’hydrolyse 

de celui-ci [26, 27]. Cependant, malgré la formation du conjugué GSH-ypérite, la quantité de 

GSH ne réduit pas de de façon 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 exogène se fait généralement en deux étapes principales. 

La première, la phase I, consiste à activer le composé par des réactions d’oxydo-réductions, 

d’hydrolyse, d’ajout de groupes nucléophiles. La seconde, la phase II, sert à rendre le composé 

plus hydrophile afin de pouvoir être éliminé par les urines. Cela est possible grâce à la 

conjugaison des métabolites avec des molécules endogènes telles que l’acide glucuronique et 

le glutathion. De plus, cette conjugaison diminue l’activité toxique du composé exogène. 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 particulièrement le cas de la 

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

La voie de métabolisation de l’acide mercapturique, « mercapturate pathway » en anglais, 

permet de détoxifier de nombreux électrophiles endogènes et exogènes (comme les 

médicaments) (Figure 24). Elle commence par la conjugaison de l’électrophile sur le glutathion. 

Cette première 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 même être formés dans 

tout l’organisme. Les conjugués sont issus de la formation d’une liaison thioéther entre le GSH 

et le xénobiotique. Cette étape a pour rôle 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 

excès par rapport à l’électrophile. Le résultat, i.e. le conjugué GSH-X, est sécrété en dehors de 

la cellule grâce à 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 (γ-glutamyltransférase), surtout une 

enzyme hépatique transmembranaire présente sur les surfaces extracellulaires des membranes 

des canaux et des glandes [143] d’où sa présence dans le plasma [144]. Elle est surtout exprimée 

à la surface des tubes proximals rénaux. Toute l’activité enzymatique se situe dans la portion 

extracellulaire de l’enzyme [145]. Cette enzyme catalyse la rupture de la liaison γ-glutamyl. Le 

résultat est donc le conjugué CysGly-X. Ce conjugué est lui-même converti en un conjugué à 

la cystéine, Cys-X par différentes peptidases.  
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In fine, ce conjugué est N-acétylé pour donner le conjugué à la N-acétyl-cystéine, NAC-X. 

On parle aussi de conjugué à l’acide mercapturique. Par souci de simplification, le conjugué à 

la NAC sera appelé l’acide mercapturique et non le conjugué à l’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 NAT8. 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, l’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 β-

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

β-lyases. La voie de métabolisation regroupe les réactions de 1 à 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 particulière : 1 

glutathion S-transférases, 2 oxydases, 3 γ-glutamyltransférase, 4 dipeptidases, 5 N-acétyltransférases, 

6 aminoacylases, 7 cystéine S-conjugué β-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 à la cystéine ; NAC-X : X 

conjugué à la N-acétylcystéine ; −S-X : thiol réactif de X ; GST : glutathion-S-transférase ; γGT : γ-

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

 

3.5.2. L’utilisation des métabolites comme biomarqueurs 

Le conjugé à l’acide mercapturique (ou conjugué à la NAC) peut être utilisé comme 

biomarqueur [31]. Des revues listent des méthodes LC-MS pour l’analyse d’acide 

mercapturique servant comme biomarqueur à une exposition à des agents exogènes. [1, 151].  

L’isoprène, classé par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) dans le 

groupe 2B (cancérogènes possible pour l'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 système 

UHPLC-MS/MS [152]. La crotonaldéhyde est une puissant irritant qui affecte les yeux, la peau 

et les voies respiratoires. Trois isomères de l’acide mercapturique de ce composé ont été 

analysés par HPLC dans des urines humaines [153]. Par LC-MS/MS, l’acide mercapturique et 

d’autres dérivés de l’acrylonitrile ont été aussi quantifiés dans les urines humaines [154]. De 

même pour le styrène, un des composés les plus importante dans l’industrie chimique, une 

Contaminated cell Liver / kidney cell
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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 l’ypérite est bien métabolisé via sa 

conjugaison au glutathion. Cette conjugaison peut aussi se faire chimiquement par réaction 

directe de l’ypérite avec le glutathion dans les conditions physiologiques. Les auteurs, parmi 

les premiers à avoir détecté et identifié ce conjugué à l’ypérite, suggèrent son étude comme 

potentiel biomarqueur [156]. Cependant, à ma connaissance, le conjugué au GSH, le conjugué 

à la cystéine et à la NAC de cette voie de métabolisation n’ont pas été utilisés comme 

biomarqueurs d’exposition à l’ypérite.  

 

3.6. Tableaux de synthèse des méthodes de détection des biomarqueurs 

De nombreuses méthodes analytiques ont déjà été développées pour parvenir à identifier 

l’ypérite, ses produits de dégradation ou ses métabolites comme preuve de contamination. Les 

laboratoires accrédités par l’Organisation d’Interdiction des Armes Chimiques vérifient 

rétrospectivement une intoxication à l’ypérite en recherchant soit dans le sang soit dans les 

urines : l’ypérite, des métabolites β- lyase, des adduits à l’ADN, des adduits à l’hémoglobine 

[4]. 
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Ypérite libre 

Métabolites Matrice Modèle Préparation Analyse 
Intervalle 
de temps 

Gamme Référence 

Ypérite libre Sang 
In vivo 
(rat) 

Précipitation 
Dérivation 

HPLC-MS/MS 6h 1 µg/L 
Qi 2016 

[157] 

Ypérite libre Plasma In vitro 
Centrifugation 

Incubation 
GC-MS/MS / 0,120−100 ng/mL 

Young 2020 
[135] 

 
 

Conjugués aux protéines 

Métabolites Matrice Modèle Préparation Analyse 
Intervalle 
de temps 

Gamme Référence 

Alb-Yp Plasma In vitro Digestion UHPLC-MS/MS / 0,500 ng/mL (LOD) 
Chen 2019 

[133] 

Val-Yp Plasma In vitro 
Dégradation 

SPE 
 Dérivation 

GC-MS / 3 nmol/L 
Nie 2011 

[134] 

Alb-Yp 
Val-Yp 

Plasma 
In vivo 
(rat) 

Digestion 
Dégradation 

HPLC-MS/MS 
7 jours 
28 jours 

 
Noort 2008 

[130] 

Alb-Yp Plasma 
In vitro 

(humain) 
Digestion 

SPE 
UHPLC-MS/MS / 1,06 ng/mL 

Pantazides 
[128] 

Alb-Yp Plasma 
In vitro 

(humain) 
Digestion UHPLC-MS/MS / 1 ng/mL 

Liu 2015 
[158] 

Alb-Yp Plasma 
In vivo 

(humain) 
Ultrafiltration 

Digestion 
µLC-MS/MS 29 jours  

Steinritz 2016 
[75] 
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Produits de dégradation & d’oxydation 

Métabolites Matrice Modèle Préparation Analyse 
Intervalle 
de temps 

Gamme Référence 

TDG 
TDGO 

Urine Humain Précipitation GC-MS 
3 à 7 
jours 

30–3000 ng/mL  
Xu 2014 

[131] 

SMO Sang Humain Précipitation UHPLC-MS/MS 0 jours 30–3000 ng/mL Xu 2014 [131] 

TDG Urine 
In vitro 

(humain) 
SPE UHPLC-MS/MS / 0,50 ng/mL 

Liu 2017 
[159] 

SMO 
TDG 

TDGO 
Plasma 

In vivo 
(rat) 

Précipitation UHPLC-MS/MS 12h 
0,05 µg/L 

5 µg/L 
0,5 µg/L 

Li 2013 
[160] 

TDG 
TDGO 

Urine 
In vivo 
(rat) 

SPE GC-MS 7 jours 1 ng/mL 
Koryagina 

2018 
[161] 

SMO 
SMO2 

Sang 
In vivo 
(rat) 

Précipitation 
Dérivation 

HPLC-MS/MS 12h 
1 µg/L 

0,2 µg/L 
Qi 2016 

[157] 

TDG Urine 
In vivo 

(Humain) 
SPE 

Dérivation 
GC-MS / 0,2 ng/mL 

Riches 2007 
[162] 
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Adduits à l’ADN 

Métabolites Matrice Modèle Préparation Analyse 
Intervalle 
de temps 

Gamme 
( LOQ) 

Référence 

N7Gua-Yp 
N3Ade-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 

ADN 
(isolé 
sang) 

In vitro 
Extraction 
Digestion 

HPLC-MS/MS / 0,1-4 pmol 
Batal 2013 

[116] 

N7Gua-Yp 
N3Ade-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 

ADN 
(divers) 

In vitro 
In vivo 

Extraction 
Lyse acide 

UHPLC-MS/MS 
48h 
12h 

0,02−20 µg/L 
0,10−20 µg/L 
0,05−20 µg/L 

Wang 2015 
[113] 

N7Gua-Yp 
O6Gua-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 
N3Ade-Yp 

Urine 
In vivo 

(humain) 
SPE UHPLC-MS/MS 32 jours 0,005 – 0,01 ng/mL 

Xu 2014 
[131] 

N7Gua-Yp 
O6Gua-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 
N3Ade-Yp 

ADN 
(Sang) 

In vivo 
(humain) 

Extraction 
Digestion 

UHPLC-MS/MS 14 jours 0,005 – 0,01 ng/mL 
Xu 2014 

[131] 

N7Gua-Yp 
O6Gua-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 
N3Ade-Yp 

ADN 
(divers) 

In vivo 
(rat) 

Extraction 
Digestion 

UHPLC-MS/MS 14 jours 

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

Yue 2015 
[121] 

N7Gua-Yp 
O6Gua-Yp 

N7Gua-Yp-N7Gua 
N3Ade-Yp 

Urine 
In vivo 
(lapin) 

SPE UHPLC-MS/MS 29 jours 

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

Zhang 2014 
[123] 
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N7Gua-Yp 
N7Gua-Yp-N7Gua 

N3Ade-Yp 

ADN 
(cellules 

sang) 
In vitro 

Extraction 
Digestion 

UHPLC-MS/MS 6 jours 
1 fmol 

 
0,5 fmol 

Zubel 2019 
[163] 

N7Gua-CEES 
N3Ade-CEES 

ADN 
(cellules 

sang) 
In vitro 

Extraction 
Digestion 

UHPLC-MS/MS 6 jours 
0,25 fmol 
0,25 fmol 

Zubel 2019 
[163] 

N7Gua-Yp 
N7Gua-Yp-N7Gua 

N3Ade-Yp 

ADN 
(peau) 

In vivo 
(souris) 

Extraction 
Digestion 

HPLC-MS/MS 21 jours 0,1 pmol 
Batal 2013 

[30] 

N7Gua-Yp Urine 
In vivo 
(rats) 

SPE UHPLC-MS/MS / 10 ng/mL 
Orlova 2020 

[164] 

 

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

Métabolites Matrice Modèle Préparation Analyse 
Intervalle 
de temps 

Gamme Référence 

SBSNAE 
SBMTE 

MSMTESE 
SBMSE 

Urine Humain 
Dérivation 

SPE 
GC-MS/MS 

UHPLC-MS/MS 
/  Xu 2014 

[131] 

SBSNAE 
SBMTE 

MSMTESE 
SBMSE 

Sang Humain Précipitation UHPLC-MS/MS / 
30–3000 ng/mL 

6,8 nmol 
Xu 2014 

[131] 

SBSNAE 
MSMTESE 

SBMSE 
Urine 

In vitro 
(humain) 

SPE UHPLC-MS/MS / 
0,50 ng/mL 
0,05 ng/mL 
0,05 ng/mL 

Liu 2017 
[159] 
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SBMTE 
MSMTESE 

SBMSE 
SBSNAE 

Plasma 
In vivo 

Rat 
Précipitation UHPLC-MS/MS 

8h 
48h 
48h 
8h 

0,05 µg/L 
0,01 µg/L 
0,01 µg/L 

1 µg/L 

Li 2013 
[160] 

SBSNAE Plasma 
In vitro 

(humain) 
Précipitation HPLC-MS/MS / 30 ng/mL (LOD) 

Rodin 2011 
[110] 

SBSNAE Urine 
In vivo 
(rat) 

SPE HPLC-MS/MS 22 jours 0,05 ng/mL (LOD) 
Rodin 2011 

[110] 

MSMTESE 
SBMSE 

Urine 
In vivo 

(humain) 
SPE HPLC-MS/MS 5 jours  

Steinritz 2016 
[75] 

SBSNAE Urine 
In vitro 

(humain) 
SPE HPLC-MS/MS / 1 ng/mL 

Read 2004 
[111] 

SBSNAE Urine 
In vivo 
(rats) 

SPE HPLC-MS/MS / 10 ng/mL 
Orlova 2020 

[164] 

MSMTESE 
SBMSE 

Urine 
In vitro 

(humain) 
Dilution UHPLC-MS/MS / 1 ng/mL 

Rodin 2015 
[165] 

 

Tableau 7 :  Liste non exhaustive  de méthodes analytiques déjà développées pour quantifier des marqueurs de l’ypérite présentant leurs principales 
caractéristiques.
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4. Le processus analytique pour les adduits et conjugués à 
l’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 reçoit un nombre croissant 

d’applications. Comme pour toutes les méthodes, son application à des matrices biologiques 

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

Partie intégrante d’une analyse, la préparation des échantillons est sans aucun doute 

l’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 l’étape qui engendre le plus d’erreurs entachant le résultat de l’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 très faibles quantités dans des matrices complexes telles que les matrices biologiques. Le 

traitement d’échantillon fait appel à de nombreuses techniques dont les plus courantes en 

bioanalyse sont : la précipitation, la filtration, l’extraction liquide-liquide et l’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 à la fin des années 1970 avec la 

commercialisation de cartouches pré-remplies et non remplies par les utilisateurs eux-mêmes. 

Les méthodes développées pour l’analyses de biomarqueurs spécifiques à l’ypérite 

comportent très 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 à l’ADN de l’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 β-lyases et de 

conjugués au glutathion [75, 110, 111, 166]. Une autre méthode SPE a été mise au point pour 

détecter des métabolites de l’ypérite dans l’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 l'analyse, de diminuer la limite de quantification en diminuant le bruit 

de fond, d'améliorer l'exactitude de l'analyse et d'augmenter la sélectivité et diminuer les effets 

matrices [169].  

Cette dernière peut se faire de façon classique manuellement sur des colonnes de 

purification. Une approche plus moderne, basée sur un jeu de commutation de vannes au sein 

du système HPLC permet de réaliser la SPE en ligne. Cette technique en ligne est déjà utilisée 

pour des analyses environnementales [170]. 

 

4.1.1. Effets matrices 

Toute technique d’analyse peut être sujette à des effets de matrice. Lors de l’utilisation 

d’un couplage LC-MS, l’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’intérêt. 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-à-dire l’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 », l’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 être retenu, tandis que les 

contaminants y sont liés.  

 

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’intérêts 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 dernières resteront dans la cartouche 

SPE même après l’élution. Ensuite il y a l’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 

l´échantillon non retenus encore présents après l'étape de dépôt. 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 

l’échantillon sans entrainer les analytes. De plus, le solvant de lavage doit être miscible avec 

l'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 l’étape d’élution est de récupérer 

100 % des analytes d’intérêt 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. 

 

4.1.2. 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 l'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 à l’ADN, les dérivés des β-lyases, les 

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

 

4.1.2.1. La phase inverse 

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 chaînes 

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 

chaînes hydrocarbonées saturées, tels que C18 et C8, ou des cycles aromatiques tels que 

phényle (Ph) ou styrène-divinylbenzène (SDB). Les analytes retenus sur une phase inverse 

sont élués avec des solvants organiques comme le méthanol ou l'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 façon irréversible des analytes. Les phases polymériques éliminent ce problème. 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 même 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 l’ypérite, les phases inverses utilisées sont variées : C18, 

C8 et polymérique notamment. 

 

4.1.2.2. La phase 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 hydrogène, dipôle-dipôle entre les analytes et les 

phases normales telles que la silice, l'alumine et Florisil®. Les analytes sont élués à l’aide de 

concentrations relativement faibles de solvants organiques polaires comme le méthanol ou 

l'isopropanol dans des solvants organiques non polaires. 

 

4.1.2.3. L’échange d’ions 

 La séparation avec une phase à échange d’ions permet d’extraire des analytes chargés 

d'échantillons à 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 l’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 à haute énergie entre 

la surface de la phase et l’analyte. Pour être retenu, les composés doivent avoir la charge 

appropriée, ainsi la plupart des contaminants de la matrice sont simplement éliminées lors des 

étapes de dépôt 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.  

 

 

 



 93 

4.1.3. SPE en ligne 

La SPE en ligne semble judicieuse pour réduire les temps de préparation d’échantillon et 

augmenter la cadence analytique. La tendance est à l’utilisation de méthodes automatisables 

à des fins stratégiques, économiques et pratiques. De telles méthodes ont commencé à être 

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 systèmes de chromatographie 

en parallèle. 

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 l’élution des composés de la colonne SPE 

vers la colonne analytique, qui sont ensuite dirigés vers la source du spectromètre de masse 

(Figure 27). Cette préparation se fait au niveau du four de la colonne de la chaîne HPLC. Après 

une préparation au préalable de l’échantillon (ex : filtration, centrifugation), l’échantillon est 

injecté dans le système UHPLC-MS/MS. Il est tout d’abord poussé dans la colonne SPE par 

une première pompe (position LOAD). Après lavage de l’échantillon, les analytes sont 

concentrés en tête de colonne SPE. Le mode élution (position INJECT) est enclenché par 

permutation de la vanne. Dans cette configuration la colonne SPE est connectée à 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. 

Après quelques minutes d’analyses, la vanne d'injection commute à 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 système, de très nombreux paramètres sont à 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 à l’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 à 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 première étape est le chargement de l'échantillon 

dans la colonne SPE grâce à la position « LOAD », la seconde étape, après lavage de la colonne SPE, est 

le transfert des analytes vers la colonne analytique grâce à la position « INJECT ». 

 

Cette préparation d’échantillons intégrée au système d’analyse a déjà 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 l’ADN de l’ypérite. Cette technique est très spécifique et sensible. 

L’une d’entre elles permet de détecter le mono-adduit à la guanine de l’ADN issue soit du 

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

[124]. 

Maintenant, les deux techniques majoritairement utilisées sont, pour l’analyse des 

biomarqueurs de l’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 très grande majorité des méthodes utilisent la LC que se soit pour les adduits à l’ADN 

[30] ; les dérivés des β-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. 

 

4.2.1.1. Quelques principes théoriques 

Les principes de la séparation des composés sur une colonne sont :  

• les analytes se répartissent entre les deux phases jusqu’à l’établissement d’un équilibre. 

Cette partition dépend des propriétés de chaque analyte vis‐à‐vis des phases considérées.  

• le renouvellement continu de la phase mobile, remet en cause l’équilibre et entraîne, 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 l’on appelle chromatogramme où l’élution des composés du 

mélange correspond à une série de pics qui est utilisé en analyse qualitative (temps de 

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

Lorsque l’on assimile une colonne de longueur L à une succession de N plateaux 

théoriques identiques, il est possible d’attribuer à tout plateau une dimension qui est une 

fraction de cette longueur. Cette longueur H est appelée Hauteur Equivalente à un Plateau 

Théorique ou HEPT (Équation 4). Il est également classique de rendre compte de l’efficacité 

d’une colonne en indiquant le nombre de plateaux N. Plus HEPT est petite, meilleure est 

l’efficacité de la séparation. 

𝐻𝐸𝑃𝑇 =
𝐿

𝑁
 

Équation 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 à un Plateau Théorique) à la vitesse d’écoulement 

de la phase mobile et à différents facteurs dépendant [175]. Cette théorie cinétique est 

représentée par l’équation de Van Deemter :   

𝐻𝐸𝑃𝑇 = 𝐴 +
𝐵

𝑢
+ 𝐶𝑢 

Équation 5 : Equation de Van Deemter. A exprime la diffusion turbulente due à l’écoulement 

irrégulier de la phase mobile à 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 à l’autre, il est encore appelé facteur de résistance aux transferts de 

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

 

4.2.1.2. L’UHPLC 

La tendance actuelle se dirige vers des systèmes UHPLC. Dans le contexte des 

biomarqueurs à l’ypérite, les dernières méthodes développées avec l’HPLC remontent à 2016. 

Depuis, dans l’ensemble des méthodes, l’UHPLC est utilisée pour les biomarqueurs à l’ypérite. 

L’utilisation de l’UHPLC permet notamment de réduire fortement la largeur des pics 

chromatographiques, et de diminuer les temps nécessaires à 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 l’augmentation du débit sur l’efficacité de 

séparation est moindre (Figure 28). L’utilisation de hauts débits avec l’UHPLC permet de 

limiter l’effet de dispersion qui peut être observé avec un système HPLC (terme B/u de 

Équation 5) et de réduire le temps d’analyse. Cependant, les colonnes UHPLC reposent sur 

des diamètres de particules relativement faibles (inférieur ou égale à 2 μm) qui génèrent une 

pression relativement élevée qui demande des instruments adaptés. Il sera alors important de 

maintenir la colonne à haute température (entre 30 et 50°C par exemple) pour limiter la 

pression et assurer des temps de rétention reproductibles d’une analyse à l’autre. Il est 

également important de s’assurer que l’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. 

 

4.2.2. Couplage LC-MS 

Le couplage de la LC avec la spectrométrie de masse (MS) est un outil intéressant car les 

composés peuvent être directement identifiés et quantifiés de façon sélective et spécifique, 

même dans le cas d’une préparation de l’échantillon simplifiée. Même 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 l’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 l’identification et la 

quantification de composés. Elle est basée sur la transformation des molécules en ions, à l’état 

gazeux, pour connaître leur masse moléculaire en mesurant leur rapport masse sur nombre de 

charges, noté m/z (m : masse du composé ; z : charge associée à son ion moléculaire). La 

spectrométrie de masse repose sur 3 étapes essentielles : l’ionisation, l’analyse (séparation des 

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

• La source d’ion où les ions sont produits en phase gazeuse à partir des états 

solides, liquides ou gazeux. 

• L’analyseur où sont séparés les composés chargés, générés lors de l’ionisation, en 

fonction de leur rapport m/z. 

• Le détecteur où le faisceau d’ions ayant traversé l’analyseur de masse doit être 

détecté et transformé en un signal utilisable. C’est pourquoi le signal de chacun 

des composés y est intégré et amplifié, l’intensité mesurée, afin d’obtenir un 

spectre de masse après traitement du signal.  

 

 

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

 

Source Analyseur Détecteur

Electrospray
MALDI

Impact électronique
APPI

FAB-MS
Ionisation chimique

FT-ICR
Orbitrap

Piège ionique
Triple quadripôle

ToF
Secteur magnétique

Détecteur destructif
Détecteur FT



 99 

4.3.2. Les sources électrospray (ESI) 

La source d’ionisation, premier élément constitutif d’un spectromètre de masse, permet 

d’ioniser les substances à analyser. Il en existe aujourd’hui une grande variété. Une des 

caractéristiques les plus importantes de ces différents types de sources est l’énergie interne 

transférée lors du processus d’ionisation. Elle peut être très élevée et occasionner une forte 

fragmentation de la molécule ionisée, ou être plus faible et produire majoritairement des ions 

moléculaires. Une autre caractéristique importante des sources d’ionisation est la nature 

physico-chimique de l’analyte qu’elles peuvent ioniser. Pour les composés non volatils et 

thermolabiles, les ions doivent être directement extraits de la phase condensée à 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 l’analyte est introduite dans 

le spectromètre de masse grâce à sa nébulisation, sous forme de gouttelettes. Plusieurs 

systèmes de pompage permettent de maintenir un vide adéquat dans le spectromètre. 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 l’ypérite : les adduits à l’ADN [113, 116], les dérivés des β-lyases et conjugués 

du glutathion [75, 110, 166], les produits de dégradations [166]. 

 

Figure 30 : Fonctionnement d'une source électrospray. 
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L’échantillon liquide est introduit dans la source ESI par un capillaire très fin (aiguille 

d’introduction) soumis à 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 N2 forme un 

nébulisat caractérisé par la présence de gouttelettes chargées (positivement ou négativement). 

Leur accumulation à l’extrémité de l’aiguille forme un cône allongé nommé cône 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 l’analyseur. 

 

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 phénomènes d’effets de 

matrice, c’est-à-dire une modulation du rendement d’ionisation d’une molécule par les autres 

composants du mélange [176]. L’effet de matrice peut conduire à une quantification erronée 

en sous estimant ou en surestimant les concentrations réellement présentes dans l’échantillon. 

Il peut également mener à l’identification de faux positifs.  
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4.3.3. Analyseur : Triple quadripôle 

Après avoir introduit les ions dans le spectromètre, 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 quadripôle (Q1, Q2, Q3) du spectromètre de masse 6500+ QTrap de Sciex. 

 

Le triple quadripôle est l’analyseur le plus couramment utilisé pour l’analyse ciblée de 

molécules de faible masse moléculaire (< 1000 Da). Pour atteindre une forte sensibilité et une 

grande spécificité, l’approche favorisée est une utilisation en mode tandem, c'est-à-dire un 

analyseur contenant trois quadripôles. Un triple quadripôle résulte de l’association en série de 

deux analyseurs quadripolaires (Q1 et Q3), séparés par une cellule de collision qui est en fait 

un quadripôle incurvé (Q2). Un quadripôle est constitué de quatre électrodes hyperboliques 

métalliques et parallèles. Elles sont raccordées électriquement deux à deux et soumises à un 

potentiel composé d’une tension continue U et d’une tension alternative V. Les deux tensions 

sont à l’origine de la formation du champ quadripolaire entre les deux électrodes de même 

potentiel. Ainsi, les ions formés dans la source sont accélérés et focalisés avant leur entrée dans 

l’analyseur, puis subissent l’effet du champ quadripolaire. Dans ce quadripôle, 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 système 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 spectromètre de masse en tandem de type triple quadripôle 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) où tous les ions formés 

sont observés et le mode d’acquisition d’un rapport m/z donné (SIM, Simple Ion Monitoring) 

où certains ions formés sont sélectionnés. 

A l’opposé, dans la configuration en tandem, les quadripôles (Q1 et Q3) sont « actifs » et 

la cellule de collision est remplie de gaz inerte afin de fragmenter les ions sélectionnés par le 

premier quadripôle. Le premier et le troisième quadripôle 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 sélectionné́ dans le cadre de ces travaux est le mode MRM car il 

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

• La sélectivité : ce mode assure une double sélectivité puisque nous sélectionnons à la 

fois l’ion parent (premier quadripôle) et les ions fils (fragments), voir Figure 33. Le 

passage de l’ion parent à l’ion fils est appelé transition MRM. Ce mode permet de 

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

• La seconde raison qui rend l’utilisation du mode MRM intéressante est la meilleure 

sensibilité par rapport aux autres modes de fonctionnement. 

 

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

4.4.1. Etalonnage interne 

Sur une gamme de concentration choisie, il est possible que la réponse du détecteur ne 

soit pas proportionnelle à la quantité d’analyte. Cela peut être le cas lorsque le détecteur est 

un spectromètre de masse. 

La perte d’analytes et les effets de matrice lors de l’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, l’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 être initialement présent 

dans l’échantillon, être analytiquement différentiable des analytes, avoir des propriétés 

physico-chimiques proches de l’analyte.  

L’étalonnage interne repose sur l’ajout dans l’échantillon d’une molécule unique en 

quantité parfaitement connue qui joue le rôle de référence. Cette molécule est communément 

appelé étalon interne ou standard interne. Il est ajouté à l’échantillon avant le début de l’étape 

de préparation de l’échantillon afin de s’affranchir des pertes liées à cette étape. Pour réaliser 

un étalonnage en utilisant des étalons internes, il est nécessaire de les ajouter à tous les 

échantillons ainsi qu’aux points de gamme. Ainsi, la quantification se fait de façon relative par 

rapport à l’étalon interne et non de façon absolue à partir d’une droite d’étalonnage de 

l’analyte (Équation 6). 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑙′𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒 = 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝐸𝐼 ×  
𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒

𝐴𝑖𝑟𝑒 𝑑𝑢 𝐸𝐼
 

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

 

4.4.2. 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 à l’aide d’isotopes lourds comme le carbone 13 et l’azote 

15, ont le même comportement et les mêmes affinités au niveau du système 
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chromatographique et du spectromètre de masse (à l’exclusion de leur rapport m/z) que leurs 

équivalents naturels. Ils permettront alors de corriger l’effet matrice ainsi que les variations 

du spectromètre de masse, engendrées essentiellement par son encrassement. Lorsqu’un ion 

précurseur est fragmenté, il donne en proportion le même ratio entre les différents ions 

fragments. C’est-à-dire que si une transition MRM est 2 fois plus intense qu’une autre 

transition MRM issue du même ion précurseur, alors ce ratio sera conservé quel que soit la 

concentration initiale du biomarqueur dans l’échantillon. Ainsi, en calculant les ratios entre 

différentes transitions issues du biomarqueur lourd, il est possible de les comparer à ceux 

obtenus pour l’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 l’échantillon de départ.  

 

4.5. Validation de méthode 

4.5.1. Critères d’identification des composés 

L’identification des composés lors d’une analyse par LC-MS/MS en mode MRM doit être 

assurée selon différents critères. Les normes européennes recommandent l’utilisation d’un 

minimum de trois points d’identification [177]. Nous avons donc fait le choix dans le cadre de 

ces travaux de thèse d’identifier chaque composé par : 

• Leur temps de rétention (Tr) 

• Deux transitions MRM (T1 et T2) : La transition MRM T1 est associée à la transition ion 

parent et ion fils la plus intense, elle est alors utilisée pour la quantification du composé 

dans l’échantillon. La transition MRM T2 est associée à la transition ion parent et ion 

fils la deuxième plus intense, elle est employée pour confirmer l’identification du 

composé dans l’échantillon. Le nombre d’ions d’identification peut même être 

supérieur à 2. 

• Le rapport des aires des deux transitions (T1/T2) : la tolérance sur ce rapport est 

fonction de l’intensité relative du pic chromatographique détecté́ dans l’échantillon. 

Ainsi, la gamme de tolérance entre le rapport mesuré dans l’échantillon et celui mesuré 

dans le standard analytique du composé peut être comprise entre 20 et 50 %. 



 105 

Ces trois critères permettent de s’assurer de la sélectivité́ de la méthode, définie comme la 

capacité à identifier sans ambiguïté́ et à quantifier un composé d’intérêt 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 être qualifiée de 

spécifique. 

 

4.5.2. Critères de validation analytique 

Après avoir correctement identifié les analytes, il faut s’assurer que la méthode permet de 

les quantifier de façon fiable i.e. concentration la plus proche de la concentration réelle, 

concentration identique lors d’analyses répétées d’un même échantillon. Pour cela, des critères 

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’intérêt, 

celle des échantillons réels. La modélisation mathématique de la droite doit être la plus simple 

possible en privilégient la régression linéaire. La droite doit comporter entre 6 à 8 points en 

prenant en compte la LOQ. 

Ensuite, il est important de vérifier l’exactitude des analyses. La concentration en analyte 

trouvée doit être la plus proche de la concentration réelle dans l’échantillon. Ce paramètre est 

évalué en utilisant un échantillon dont la concentration réelle en analyte est connue. La 

concentration déterminée est comparée à la concentration réelle. Cette comparaison doit être 

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 l’ensemble des points de la 

gamme et de 20% pour la LOQ.  

 

L’ensemble de cet état de l’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 déjà 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 grâce à des expériences biologiques et aux outils analytiques expliqués 

précédemment. Les résultats sont présentés dans la partie suivante : 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 l’organisme se dégrade ou se lie à de nombreuses biomolécules 

endogènes. 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 l’ADN pour donner différents adduits. Le plus abondant est 

l’adduit à la position N7 de la guanine pour donner le N7-hydroxyéthylthioéthyl-guanine. Cet 

adduit est nommé dans ces travaux de thèse N7Gua-Yp, dans la littéraure il est souvent 

nommé ETE-N7Gua. Par analogie, dans le cadre de la recherche de biomarqueurs au CEES, 

l’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 à l’ADN ont déjà été 

très souvent étudiés mais généralement après extraction de l’ADN nucléaire. La quantification 

de ces adduits de tissus ou d’organes est intéressante pour l’étude de la formation des 

dommages à l’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 où il faut privilégier les matrices facilement accessibles. Son analyse dans les 

biofluides a été finalement peu réalisée. Cet adduit est connu pour être détectable pendant au 

moins deux semaines, ce qui en fait potentiellement un bon biomarqueur. De plus, son analyse 

dans l’ADN dans le cas d’étude en toxicité, montre sa capacité à être facilement analysé par 

LC-MS/MS [46].  

Trois autres métabolites ont été choisis, issus de la voie de métabolisation dite de l’acide 

mercapturique autres que ceux de la voie des β-lyases qui ont été déjà explorés. Elle s’inscrit 

dans le devenir physiologique du produit d’addition de l’ypérite sur le glutathion. L’efficacité 

de ce processus est démontrée par des études montrant l’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 être rapide dans l’organisme, aucune méthode 

analytique n’a été développée pour le quantifier dans les fluides biologiques après exposition. 
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Après la conjugaison de l’ypérite sur le glutathion s’en suit une cascade de réactions de 

métabolisation afin d’éliminer l’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 à l’acide mercapturique spécifiques à d’autres 

composés exogènes ont déjà été étudiés comme potentiel marqueur d’exposition. Ils ont 

l’avantage de se trouver dans les urines et d’être 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 être formés car une seule liaison 

covalente est créée entre l’ypérite et la biomolécule. Le CEES a une réactivité très proche de 

celle de l’ypérite. La différence majeure est son incapacité à former des bi-adduits ou des bi-

conjugués. Comme le CEES est chimiquement très proche de l’ypérite, il est lui aussi fortement 

toxique. En effet d’après sa fiche de sécurité, le CEES est toxique en cas d’ingestion, par contact 

cutané et par inhalation. Il provoque des brûlures 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 dépôt dans les poubelles de déchets 

chimiques. 

 
 

N7Guanine-CEES (N7Gua-CEES) Glutathion-CEES (GSH-CEES) 

 

 

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 synthèses ont été faites en une seule étape par réaction directe du CEES sur 

les biomolécules d’intérêts. 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 µL, 2,9 mM) a été ajouté dans chaque tube. La réaction a duré 

toute la nuit à 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 système 

HPLC-UV (détails du système et du gradient dans la partie Conditions Expérimentales p.236). 

Ce système de purification est adéquat pour les faibles quantités de produits obtenues. De 

plus, ce sont des molécules qui absorbent en UV (λ= 220 nm pour GSH-CEES, Cys-CEES et 

NAC-CEES ; λ= 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 à essai. Pour savoir si le produit était présent 

dans la collection, 20 µL de chaque tube ont été analysés par UHPLC-MS/MS. La détection 

par masse en mode MS2 est plus spécifique que l’UV et a permis d’identifier clairement les 

fractions où le produit attendu était présent. Les fractions d’intérêt, 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 l’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 à 96%, le standard de NAC-CEES est pur à 83% et le GSH-CEES est pur à 

32%. Pour vérifier que les impuretés de la solution de GSH-CEES n’influencent pas la détection 

et la quantification du standard, un analyse MS1 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 à 

261, 371, 245 et 415 m/z. D’après 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 à 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 synthèses, nous ont donc permis d’avoir les standards 

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

connaître 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 à un détecteur UV à 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 mères 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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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 à 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 où la matrice à analyser sont des milieux de 

culture. Ils 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 

l’urine est riche en sel, avec des variations de pH inter-individus. Tous ces paramètres 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 façon systématique lors de ces travaux de 

thèse. 

Les mêmes 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 à 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 synthèses sont similaires à 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 à 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. 

Le CEES (20 µL) a été ajouté aux solutions de Cys*, de GSH*, de dGuo* et de NAC* à 10 mM. 

La réaction a duré toute la nuit à 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 très faible dans les 

échantillons et leurs solutions peuvent être calibrées très 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 µL de chaque fraction ont été 

analysées par UHPLC-MS/MS. Les fractions d’intérêt ont été regroupées. Les solutions finales 

ont été lyophilisées puis remises en solution dans de l’eau MilliQ. Les étalons internes purifiés 

ont été calibrés par UHPLC-MS/MS à partir des standards du CEES calibrés. Les 

concentrations des solutions mères 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 être utiles au développement de la préparation d’échantillon pour évaluer les 

rendements des différentes étapes avant injection en UHPLC-MS/MS. 

 
 

N7Guanine*-CEES (N7Gua*-CEES) Glutathion*-CEES (GSH*-CEES) 

 
 

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

Figure 35 : Formule topologique des étalons internes des biomarqueurs du CEES, l'astérisque désigne 

les isotopes stables 13C et 15N. 
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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 l’éluât, d’une étape de 

reconstitution avant le transfert de l’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 à la fois de purifier et de concentrer les analytes. Cette technique est 

couramment utilisée pour les matrices biologiques et des protocoles ont déjà 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 à l’ADN de l’ypérite présents dans les urines. Pour les premiers 

essais, des cartouches SPE C18 de 500mg ont été utilisées. La première étape a consisté à suivre 

un profil d’élution. Après dépôt des standards dans de l’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 à 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, après le point A, des 

produits commencent à 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, l’ensemble 

du produit a été élué. 

 

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 l'élution. 
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Plusieurs types de cartouches ayant le même 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 copolymère sphérique hydrophobe de polystyrène-

divinylbenzène de 100 et de 200 mg (phase Chromabond® HR-X) ont été comparées. C’est 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 l’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.  

 

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 à cause d’un effet matrice important qui fausse le rendement car les SI n’avaient pas encore été 

synthétisés. 

 

L’étape d’évaporation de l’échantillon pour le concentrer est faite au concentrateur sous 

vide (Speed-Vac), ce qui est chronophage d’autant plus si l’échantillon contient de l’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, l’idée est de n’utiliser que du solvant organique lors 

de l’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 l'échantillon de sa collecte à sa mise dans les vials pour l'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 µm de 100 mg à l’aide d’un système manifold à 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 µL), ou un fluide 

biologique, à purifier, est d’abord dopé par ajout de étalons internes (10 µL, 0,2 µM) 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 dernière étape, l’élution, est faite par écoulement de 1 mL de méthanol 

tamponné par du formiate d’ammonium. Cette solution a été préparée en ajoutant 200 µL de 

formiate d’ammonium en solution aqueuse à 10 M dans 200 mL de méthanol. L’éluât est 

collecté dans des tube à hémolyse puis séché au Speed Vac à 35°C. Les échantillons sont 

reconstitués dans 200 µL d’eau et conservés à -20°C jusqu’à 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 à 10 et 100 pmol à 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 être 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. Après dépôts de 

différentes quantités de standards sur les cartouches, de 0,2 à 100 pmol, les rendements sont 

satisfaisants car toujours supérieurs à 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 l’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, l’évaporation, la reconstitution de l’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 l'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 

Grâce aux standards synthétisés, nous avons pu optimiser les paramètres de la 

chromatographie liquide et du spectromètre 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 à l’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 à colonnes a été augmentée jusqu’à 50°C. Ainsi, la viscosité 

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

obtenue à température ambiante. 
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Figure 42 : Chromatogramme obtenu après 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=7,4min). 

 

Le spectromètre de masse est un triple quadrupôle utilisé en ionisation positive avec le 

mode de scan MRM, Multiple Reaction Monitoring. Les paramètres du spectromètre de masse 

ont été optimisés par injection en continue à la seringue. Les paramètres de sources quant à 

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 la fin de ce programme, les données sont éditées dans un fichier. 

Il suffit de choisir les paramètres 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 à la place de l’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 

l’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 l'analyse en mode MRM des standards des 

biomarqueurs CEES. 
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Figure 43 : Spectres de fragmentations des molécules GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et 

N7Gua-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 être utilisée, il est nécessaire de 

s’assurer que celle-ci fournit toujours les mêmes résultats lorsqu’elle est appliquée plusieurs 

fois sur un même échantillon. Il est également nécessaire que les résultats obtenus soient 

proches de la concentration réelle au sein de l’échantillon. Ainsi, un certain nombre de critères 

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 l’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 être 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, à la linéarité, à 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 à 0,5 pmol injectés. Cette dernière 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 à ± 15% de la quantité d’étalon attendue. 

 

1.6.2. La spécificité 

L’étude de la spécificité permet de s’assurer que le signal de l’analyte détecté correspond 

bien à celui recherché. La spécificité peut être 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, même après 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 critères de sélection d’un analyte, au moment de l’intégration des pics, sont : 

l’adéquation du temps de rétention de l’analyte avec le temps de rétention du SI, les trois ions 

fils de chaque analyte qui doivent être détectables et dans les ratios attendus (ratio des ions 

fils dans les standards).  
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1.6.3. La fidélité 

L’étude de la fidélité permet de s’assurer que les résultats de plusieurs analyses d’un 

même échantillon sont équivalents. Elle est estimée par l’intermédiaire du calcul des 

coefficients de variation (CV), c'est-à-dire le ratio entre l’écart-type et la moyenne. Sur un 

minimum de 3 séries de 5 répliquâts , la valeur de CV observée doit être inférieure à 15%. Pour 

la valeur de concentration correspondant à la LOQ, cette valeur est tolérée jusqu’à 20% d’après 

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 répliquâts d’échantillons de même concentration, préparés indépendamment 

un jour donné par le même manipulateur, avec le même équipement, analyses sur le même 

appareil de mesure, dans les mêmes conditions analytiques. La reproductibilité intra-

laboratoire, encore appelée précision inter-jour, est obtenue en injectant des répliquâts 

d’échantillons de même 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 même série. Trois séries 

similaires ont été analysés à 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 grâce au calcul du CV de répétabilité noté CVr. Pour finir, la 

précision inter-jour, de la même façon a été déterminé par le CV de fidélité intermédiaire noté 

CVR. En accord avec les critères 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. La justesse 

La justesse est nécessaire pour retrouver une concentration de l’analyte proche de celle 

réellement présente dans l’échantillon. L’estimation de ce paramètre est faite en utilisant un 

échantillon dont la valeur réelle de concentration de l’analyte est connue (ajout de l’étalon 

dans une matrice blanche par exemple), et en la comparant à la valeur de concentration 

déterminée à l’aide de la méthode développée. Cette stratégie doit être 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 

l’exactitude si l’écart entre la valeur réelle et la valeur déterminée est en moyenne inférieure à 
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15%, et est tolérée jusqu’à 20% pour le point de concentration correspondant à la LOQ. D’après 

le Tableau 10, la justesse des différents standards respecte les critères de validation. Comme 

attendu, la justesse est la meilleure avec l’étalon 6 qui correspond à la concentration la plus 

élevée. La justesse se détériore avec des concentrations proches de la LOD comme avec l’étalon 

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 fenêtre autour du temps de rétention de l’analyte ciblé. Ce dernier peut être déduit de 

celui du SI. Ainsi, la LOD est définie comme la valeur de bruit plus trois fois l’écart-type de ce 

bruit de fond. La LOQ est définie comme la valeur moyenne du bruit plus dix fois l’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 où ils se dégradent. Dans les 

milieux de culture gardés à -20°C, après 6 mois, les standards sont stables à l’exception de 

N7Gua-CEES qui s’est dégradé à hauteur de 50%. Par contre, après 1 mois de congélation, 

aucune gradation n’est observée. 

 

 

Figure 45 : Recouvrement des standards dans du milieu de culture après conservation 1 mois ou 6 mois 

à -20°C. N7Gua-CEES n’a pas été mis dans l’échantillon à 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 être capable d’analyser dans 

des milieux de culture les biomarqueurs choisis : GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et 

N7Gua-CEES. En effet, nous disposons, après synthèse, de solutions calibrées de leur 

standard. La préparation d’échantillon permet d’avoir un rendement supérieur à 60%. Les 

paramètres 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 l’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 l’ypérite. C’est pourquoi, les premières 

expériences in vitro ont été réalisées avec une lignée cellulaire immortalisée de kératinocytes, 

les HaCaT. Les kératinocytes sont les principales cellules de l’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 l’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). Il faut 

remarquer que lors d’intoxication réelle, la peau est exposée à des gouttelettes d’ypérite pure 

et donc à des concentrations locales très 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 : l’adduit N7Gua-CEES et les métabolites de la voie de l’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 l'activité métabolique. Une augmentation ou 

une diminution du nombre de cellules viables est linéairement liée à l'activité métabolique Elle 

est corrélée avec la conversion du sel de tétrazolium MTT en cristaux de formazan qui peuvent 

être solubilisés pour une mesure homogène. Ainsi, toute augmentation ou diminution du 

nombre de cellules viables peut être détectée en mesurant la concentration de formazan par 
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spectrophotométrie en utilisant un lecteur de plaques à 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 contrôle 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 à 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 

à 37°C avant d’ajouter le MTT. Après 24h, les taux de survie mesurés étaient supérieurs à 80% 

jusqu’à 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. 

 

Figure 46 : Taux de survie des cellules HaCaT après un test de cytotoxicité au MTT après 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 à 37°C avant ajout du MTT. Les données au-delà de 20 

mM ne sont pas montrées car le taux de survie est similaire à 10 et 20 mM. Les données représentées 

sont la moyenne ± EC (n=6). 
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Après 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 boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre pour les 

expositions. Les HaCaT se multiplient en monocouche pour former un tapis cellulaire. 

Lorsque les cellules sont confluentes à 80% les traitements peuvent être réalisés. Le choix a été 

de réaliser des traitements avec des doses importantes en CEES sur des temps courts dans du 

PBS. Ils ont été faits avec trois ou quatre répliquâts pour chaque concentration de CEES (0 ; 1 ; 

2 ; 5 et 10 mM). Trois traitements ont été faits dans les mêmes 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, après 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 à 37°C afin de les laisser agir et 

métaboliser le CEES. Pour finir, le milieu a été collecté et conservé à -20°C, avant d’être purifié 

par SPE. De leur côté, les cellules ont été récoltées par action de la trypsine, rinçage et 

centrifugation. Les culots de cellules ont été ainsi congelés à -20°C avant extraction de leur 

ADN. 

 

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

par du CEES. 

 

1.2. Etude de la formation des dommages à l’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 l’ADN. De nombreux 

adduits à l’ADN sont ainsi formés. Par rapport à l’ypérite, le CEES ne peut pas produire des 
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bi-adduits, donc pas de pontages. Par contre, peuvent être formés l’adduit à la position N7 de 

la guanine (N7Gua-CEES), l’adduit à la position N3 de l’adénine. Seul l’adduit N7Gua-CEES 

a été quantifié car il est le plus abondant. C’est également le cas avec des traitements à l’ypérite 

[59, 179]. 

L’extraction de l’ADN des cellules HaCaT, selon des protocoles couramment utilisés au 

laboratoire, et l’analyse par UHPLC-MS/MS, permettent de détecter l’adduit N7Gua-CEES. 

Les nucléosides normaux ont été quantifiés de la même façon grâce à un détecteur UV situé 

en amont de spectromètre 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 à un autre. Le 

biomarqueur N7Gua-CEES a été détecté à toutes les conditions des traitements, même 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 l’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 l’ADN. 

 

Figure 48 : Variation du niveau du biomarqueur N7Gua-CEES dans l’ADN des cellules HaCaT traitées 

par du CEES. Les cellules ont été en présence de CEES concentré à 1 / 2 / 5 et 10 mM pendant 30 

minutes avant d’être 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 l’adduit N7Gua-CEES dans le milieu de culture 

Les milieux de culture collectés ont été analysés par la méthode UHPLC-MS/MS après 

purification par la méthode de SPE validée précedemment. Le biomarqueur N7Gua-CEES y a 

été détecté (Figure 49). La présence de cet adduit peut être expliquée par différents 

mécanismes. Tout d’abord, les adduits à la position N7 de la guanine sont connus pour être 

peu stables, ils se dépurinent spontanément [12]. Cette réaction libère la base alkylée N7Gua-

CEES et forme un site abasique au niveau de l’ADN [12, 13]. Il peut y avoir les mêmes réactions 

au niveau de l’ARN endommagé par du CEES [2] et au niveau de la désoxyguanosine 

triphosphate (dGTP). C’est un désoxyribonucléotide précurseur de l'ADN constitué de résidus 

de guanine et de 2-désoxyribose lié à un groupe triphosphate qui se trouve dans le pool de 

nucléotides. D’autre part, les adduits à la position N7 de l’ADN peuvent être éliminés par les 

mécanismes de réparation de l’ADN tel que le BER et le NER [14]. Sa concentration dans les 

milieux de culture est dose-dépendante, comme l’était le niveau d’adduits dans l’ADN. La 

quantité d’adduits augmente avec la dose de CEES. Il est spécifique puisqu’il n’a pas été 

détecté dans les milieux de culture de cellules non traitées. De plus, l’adduit libre N7Gua-

CEES ne se dégrade pas pendant 24h à 37°C dans le milieu de culture des HaCaT (Figure 50). 

 

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 à 1 / 2 / 5 et 10 mM 
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pendant 30 minutes avant d’être incubées pendant 6h. Les données représentées sont la moyenne ± SEM 

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

 

Figure 50 : Etude de la stabilité de l’adduit libre N7Gua-CEES dans le milieu de culture des cellules 

HaCaT pendant 24h à 37°C en présence des autres biomarqueurs. Les données sont les moyennes ± CV 

(n=3). 

 

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

Les milieux collectés ont été analysés par la méthode validée UHPLC-MS/MS après 

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 dernière 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 reflète 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 être 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. 

 

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 concentré à 1 / 2 / 5 

et 10 mM pendant 30 minutes avant d’être 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 à 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 légèrement. Le conjugué NAC-CEES est stable dans ce milieu de culture. Cela 

confirme l’hypothèse, qu’il n’a pas été détecté lors des traitements parce qu’il n’est pas formé 

et non parce qu’il se dégrade très rapidement dans le milieu de culture. 
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Figure 52 : Etude de la stabilité des conjugués GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES dans le milieu 

de culture des cellules HaCaT pendant 24h à 37°C en présence des autres biomarquers. Les données 

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 l’adduit 

N7Gua-CEES est formé dans l’ADN nucléaire, ce qui avait déjà 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 l’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 

reflètent la dose de CEES appliquée aux cellules. Le biomarqueur NAC-CEES n’a pas été 

détecté dans les milieux de culture même avec la dose de CEES la plus élevée. Dans ce modèle 

biologique, a priori l’enzyme N-acétyl-transférase n’est pas exprimée donc le métabolite Cys-

CEES n’est pas converti en l’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 après un traitement d'explant de peau humaine. Ce modèle 

biologique est plus proche de la réalité qu'une seule lignée de cellules. Ces expériences 

permettent de vérifier que les biomarqueurs formés diffusent bien à 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 

modèle adapté en toxicologie cutanée. En particulier, ils nous intéressent pour l’étude de 

réaction de métabolisation de phase II de toxiques exogènes. 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 à court terme 

après diffusion du CEES à travers de la peau humaine in vitro. Les explants ont été traités, de 

façon topique, avec différentes doses de CEES. Les explants, en présence de milieu de culture, 

ont été incubés jusqu’à 24h. Les milieux de culture ont été analysés afin d’y quantifier GSH-

CEES, Cys-CEES, NAC-CEES et N7Gua-CEES. L’hypothèse sous-tendant ce travail est que les 

biomarqueurs présents dans les milieux seraient susceptibles d’être aussi présents dans les 

fluides biologiques in vivo, spécialement le plasma. Les explants ont été broyés et digérés pour 

quantifier l’adduit N7Gua-CEES dans l’ADN nucléaire. La mesure de cet adduit au sein de 

l’ADN sert de référence et d’élément de comparaison car la formation de cet adduit après 

exposition à 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 après 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. Après l’intervention chirurgicale, la 

peau a été transportée jusqu’au laboratoire à température ambiante dans des tubes de 50 mL. 

Afin de préserver au maximum la capacité métabolique de la peau, nous avons eu une 

attention particulière à utiliser la peau la plus « fraîche » possible. Les traitements ont été 

réalisés le jour même de l’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 l’épiderme (détails dans la Partie Conditions Expérimentales p.232). 

Les explants de peau ont été faits à l’aide d’un trépan appelé communément « punch », stérile 

à usage unique, qui correspond à un bistouri circulaire qui permet de récupérer une carotte de 

peau de 12 mm de diamètre. Les explants de peau ont été placés, côté 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 µL) a été ajouté dans les puits sous 

les inserts. Le volume a été fixé de façon à ce que le milieu de culture soit juste en contact avec 

la membrane inférieure de l’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 façon 

significative à la viabilité des cellules. Nous avons décidé d’appliquer des doses similaires à 

celles des traitements cutanés de souris réalisés avec l’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 µmol pour des animaux de 20 g. 

La gamme finale de travail choisie a été 0 ; 0,08 ; 0,16 ; 0,40 µmol 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 µL de dichlorométhane a été déposé sur la peau (face 

épiderme). Un volume de dépôt de 10 µL est déjà trop important car une partie de CEES 

déborde dans le milieu de culture. Un volume inférieur à 5 µL risque d’être moins 

reproductible. 

Ensuite, les biopsies ont été incubées à 37°C. Trois temps d’incubation ont été choisis : 1 

h, 6 h et 24 h. Après ces temps, le milieu des échantillons a été récupéré et directement congelé 

à -20°C avant la purification par SPE. Les biopsies de peau ont été aussi congelées à -20°C 

jusqu’à extraction de leur ADN. Ces expériences ont été faites avec deux donneurs, en 

effectuant des tripliquâts 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). 

 

 

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

humaine par du CEES. 

 

3.2. Formation de dommages à l’ADN dans la peau après exposition au CEES 

Comme lors du traitement des cellules HaCaT, le nombre d’adduits N7Gua-CEES dans 

l’ADN a été quantifié. Même avec la dose la plus faible de CEES (0,08 µmol), des adduits 

N7Gua-CEES sont présents dans l’ADN après 1h d’incubation (Figure 55). La présence de 

l’adduit N7Gua-CEES dans l’ADN nucléaire au bout d’1h confirme que le CEES, comme 

l’ypérite, pénètre rapidement dans les cellules de la peau de par son caractère lipophile [20]. 

L’ADN est endommagé très peu de temps après l’exposition. Comme ces expériences sont 

réalisées avec de la peau isolée i.e. sans système sanguin, le CEES se diffuse peu et atteint sans 

doute une concentration relativement stable dans l’explant au cours du temps. C’est peut-être 
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la raison pour laquelle la quantité de N7Gua-CEES dans l’ADN n’augmente pas pendant les 

24h suivant le traitement. Plus précisément, les quantités mesurées lors des premières 24h, 

quelque soit la quantité de CEES déposée sur la peau (0,08 ou 0,16 ou 0,4 µmol), 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 à 0,08 ou 0,4 µmol 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. 

 

Figure 55 : Evolution du nombre d'adduits N7Gua-CEES en fonction du temps d'incubation et de la 

dose de CEES après 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 µmol; § pour la comparaison avec la dose 0,16 µmol ; # pour la 

comparaison avec la dose 0,4 µmol. 

 

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

Après analyse de l’ADN pour quantifier ses adduits, les milieux de culture ont été 

analysés afin d’y quantifier N7Gua-CEES. Ils ont été collectés après 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 à 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 µmol). Sa quantité 
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augmente fortement avec le temps jusqu’à 24h après l’exposition. Comme lors des traitements 

de cellules, la quantité de N7Gua-CEES dans le milieu de culture est dose-dépendante. Elle 

augmente avec l’augmentation de la dose de CEES. L’observation d’un temps de latence avant 

la présence d’adduits dans le milieu valide l’idée que l’adduit N7Gua-CEES présent dans les 

milieux provient des adduits formés dans l’ADN, ainsi que dans l’ARN et le pool de 

nucléotides. Ce passage des adduits de l’ADN à des adduits libres dans le milieu est aussi 

visible par l’arrêt de l’augmentation des adduits de l’ADN après 1h pour former un plateau. 

L’adduit N7Gua-CEES est donc excrété par les cellules de la peau humaine. De plus, ils se 

diffusent à travers l’épaisseur de la peau pour se retrouver dans les milieux. L’ensemble de 

ces résultats montre l’intérêt de quantifier ce biomarqueur dans les fluides biologiques.  

 

Figure 56 : Evolution du nombre d’adduit N7Gua-CEES dans les milieux de culture (courbe orange) 

et dans l’ADN (courbe bleue) des explants de peau humaine traités par 0,08 µmol 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 l’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 à diffuser à 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 après 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 l’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 µmol). 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 µmol; 

† pour la comparaison avec 0,16 µmol; § pour la comparaison avec 0,4µmol.
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3.5. Etude de la cinétique des biomarqueurs 

La mesure des quantités de biomarqueurs au cours du temps montre que l’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 après l’exposition puis 

diminue. Cette décroissance a été observée pour toutes les doses de CEES (0,08 ; 0,16 et 0,4 

µmol). Au contraire, la concentration de Cys-CEES augmente jusqu’à 6h pour atteindre un 

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

Suite à une exposition, le CEES pénètre dans les cellules de la peau et engendre des 

dommages comme des adduits à l’ADN dès la première heure après l’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 déjà après 1h. C’est à ce 

temps-là, que nous avons observé la concentration maximale de GSH-CEES. Après 1h, cette 

concentration dans les milieux de culture diminue. GSH-CEES n’est donc pas un biomarqueur 

très persistant. En effet, après 24h, il n’a été détecté dans les milieux que pour les doses les plus 

importantes de CEES (0,16 et 0,4 µmol) et en faible concentration. La concentration en Cys-

CEES dans les milieux augmente jusqu’à 6h avant d’atteindre un plateau jusqu’à 24h. Sa 

concentration est plus élevée que celle de GSH-CEES d’un facteur 4 à 10 au temps d’incubation 

de 1h. Cette différence est observée dès la première heure après l’exposition. 

Ces observations sont en accord avec les propriétés connues de la voie de métabolisation 

de l’acide mercapturique activée pour la détoxification de composés électrophiles tels que le 

CEES et l’ypérite. Après alkylation du GSH par le CEES, le conjugué GSH-CEES est converti 

en CysGly-CEES puis en Cys-CEES. Ces deux dernières 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  µmol 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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Temps (h)  1 6 24 

GSH-CEES 

0,08 µmol 21,5 ± 10,3 
§
 10,6 ± 5,7 

§
 0 ± 0 

*,†
 

0,16 µmol 16,3 ± 7,9 12,7 ± 6,3 1,9 ± 1,7 

0,4 µmol 27,6 ± 8,1 
§
 12,4 ± 4,3 2,6 ± 1,4 

*
 

Cys-CEES 

0,08 µmol 126 ± 31 
†,§

 449 ± 87 
*
 457 ± 57 

*
 

0,16 µmol 155 ± 20 
†,§

 465 ± 54 
*
 607 ± 73 

*
 

0,4 µmol 221 ± 23 
†,§

 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; † pour la comparaison avec 6h; § pour la comparaison avec 24h. 

 

3.6. Une application de la méthode : le projet NALDERC 

Le projet NALDERC, piloté par un autre laboratoire du CEA-Grenoble, consiste à réaliser 

un gel de décontamination à 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 à cause de son pH basique. Il est donc intéressant de développer un 

remplaçant 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 à 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 1µL (8,6 µmol) 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. Après, 

100µL 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 contrôle correspond à un explant de peau non décontaminé 

après le dépôt de CEES en attendant 12 min avant sa congélation. Les peaux sont rincées et 

congelées à -20°C jusqu’à l’extraction de l’ADN. Ce traitement a été fait pour un donneur avec 

6 explants pour chaque solution de lavage (n=6). 

 

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). 

 

Figure 60 : Evolution du nombre d'adduits N7Gua-CEES en fonction des solutions de lavage après 

exposition d’explants de peau humaine par du CEES (8,6 µmol). Les données représentées sont la 

moyenne ± SEM (n=6). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes : * pour la 

comparaison avec le contrôle. 
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Après extraction de l’ADN des explants, l’adduit N7Gua-CEES a été quantifié (Figure 60). 

Nous remarquons que la quantité d’adduit par million de nucléosides diminue de façon 

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’entraînent 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 1µL (8,6 µmol) de CEES 

pur est déposé sur la peau (Figure 61). Après l’attente de 5 min, 100µL 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 à température ambiante pendant 6h avec du milieu de culture 

ajouté après les étapes de décontamination (600µL, DMEM-F12 avec 1% Pen/Strep). Les 

milieux sont collectés et congelés à -20°C jusqu’à la SPE. Ce traitement a été fait pour un 

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

Après 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 

contrôle 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-être une augmentation du glutathion intracellulaire. Au contraire, la 

quantité de Cys-CEES est significativement inférieure au contrôle pour la solution de lavage 

composée de la NAC. Nous avons détecté le conjugué NAC-CEES seulement dans les cas où 

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 après 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). 

 
 

 
 

Figure 62 : Evolution du nombre biomarqueurs en fonction des solutions de lavage après exposition 

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

(n=4). Les symboles pour les valeurs statistiquement différentes : * pour la comparaison avec le contrôle. 
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3.7. Bilan 

Cette étude confirme les observations faites dans les cellules HaCat. L’adduit N7Gua-

CEES est formé dans l'ADN des cellules d'explants de peau humaine. Le biomarqueur NAC-

CEES n’a pas été détecté dans les milieux de culture après traitement de la peau. L’observation 

de la formation des biomarqueurs GSH-CEES et Cys-CEES montre l’activation de la voie de 

métabolisation de l’acide mercapturique. Cela met en lumière un des rôles physiologiques 

principaux de la peau : être une barrière 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 après exposition 

au CEES corrèle bien avec les mécanismes biologiques connues, d’un côté la dépurination des 

adduits à l’ADN et d’un autre côté la voie de métabolisation de l’acide mercapturique. D’après 

ce modèle 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 l’exposition. 

Ces résultats sont présents dans une publication [97]. En revanche, ce modèle 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 l’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. Etude 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 l’IRBA sur leur 

site à Brétigny-sur-Orge. Sous une sorbonne, environ 80 souris ont été exposées sur une petite 

zone de la peau du dos à des vapeurs saturantes de CEES par un système occlusif réalisé à 

l’IRBA (Figures dans Conditions expérimentales p.233). Avec ce système, les souris sont 

exposées aux vapeurs générées par le CEES liquide. Les souris ont été exposées pendant 30 

min. Après 4 h, les souris ont été décontaminées par du savon et de l’eau. Les souris ont été 

sacrifiées après 1 jour, 3 jours, 7 jours ou 14 jours (Figure 63). Du sang et les cerveaux des souris 

sacrifiées ont été collectés à 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 complète des études 

sur la diffusion et sur l’impact neurologiques du CEES, donc par analogie, de l’ypérite. Cette 

étude a également été l’occasion de mettre en place l’utilisation de la SPE en ligne qui permet 

notamment de diminuer le temps de préparation des échantillons de plasma. 

 

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

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

jours ou 14 jours après l’exposition. 

 

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

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

des cellules (hématies, plaquettes et leucocytes) après 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 à 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 après avoir analysé quelques échantillons de plasma que les 

colonnes se bouchaient rapidement malgré la filtration avec des filtres de 0,22 µm et la 

purification par SPE en ligne. Il a été donc nécessaire d’améliorer les étapes de préparation de 

l’échantillon avec l’injection. En effet, le plasma contient de protéines qui peuvent précipiter 

dans les colonnes au moment des analyses à causes des changements de pH induit par les 

phases mobiles et de la présence d’acétonitrile dans le gradient. Nous avons donc cherché à 

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 l’échantillon, 

alors que c’est précisément une étape que nous souhaitions éliminer de la préparation 

d’échantillon grâce à la SPE en ligne. Il a été décidé de réaliser plutôt une ultrafiltration. Le 

plasma est centrifugé dans des filtres Nanosep® (Pall Laboratory) de 30 kDA pendant 30 min 

à 8 000 x g (Figure 65). D’après le fabricant, ces filtres contenant une membrane semi-

perméable permettent d'éliminer 99 % des protéines. Seules les petites molécules passent, les 

protéines sont retenues à 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 l’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 à la formation d'un dépôt de protéines à la surface de la membrane qui est un facteur 

limitant de la vitesse et au rendement du processus. Au-delà de 200 µL de plasma, le filtre a 

tendance à se boucher. La solution incolore obtenue est transvasée dans les vials pour 

l’analyse. La mise en place de l’utilisation systématique de cette ultrafiltration a éliminé les 

problèmes de robustesse de la technique même lors de séries supérieures à 80 échantillons. 
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Figure 64 : Composition du sang humain typique en détaillant la composition du plasma. 

 

 

Figure 65 : Processus de préparation de l'échantillon de sa collecte à sa mise dans les vials avant la SPE 

en ligne au sein de la chaine HPLC. Il y a une étape d’ultrafiltration grâce à des filtres de 30kDa. 

 

4.2. Réduction du temps de préparation d’analyse grâce à le SPE en ligne 

Après avoir développé un protocole de SPE spécialement pour les milieux de culture, il a 

fallu l’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 chaîne HPLC. En effet, l’étape la plus 

chronophage de la préparation d’échantillon avec la SPE « manuelle » est le temps 

d’évaporation après l’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 mêmes que 

ceux de la SPE « manuelle ». 

La réalisation de la SPE en ligne au sein de la chaine HPLC implique la présence d’une 

deuxième colonne dite « SPE » en amont de la colonne dite « analytique ». L’échantillon de 

plasma (50 µL) est injecté dans une colonne Nucleodur® PFP de petite taille et de 

granulométrie classique (50 mm x 2.0 mm ID, 5 µm) de Macherey-Nagel utilisée comme 

colonne SPE. Sur une colonne Pentafluorophényle (PFP), les analytes peuvent être retenus par 

différents mécanismes : les liaisons hydrogènes, interactions dipôle-dipôle, aromatiques (π- 

π), hydrophobes (phase inverse) (Figure 66). La phase mobile A est de l’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 à l’ACN pour sa capacité moins éluante. Les 

analytes retenus sur la colonne SPE sont purifiés par un gradient de 0 à 50% de la phase mobile 

B pendant 1 minute avec un débit de 500 µL/min et une température de four fixée à 50°C. La 

détermination du temps de purification et le débit s’est faite après de très nombreux essais en 

faisant varier ces paramètres. Nous avons recherché un temps de purification et un débit 

permettant de laver au maximum l’échantillon sans pertes en analytes. Après cette étape, les 

analytes sont transférés par permutation d’une vanne six voies dans la colonne dite 

« analytique ». La même colonne que la méthode validée pour les milieux de culture, à savoir 

une colonne UHPLC C18, a été utilisée pour le plasma. 

 

Figure 66 : Représentation de la chimie de surface d'une colonne PFP. 

 

Avec une surface PFP, des interactions π- π sont possibles grâce au noyau aromatique. Les 

atomes de fluor très 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 extrêmement polarisées. C’est 

pourquoi les phases PFP permettent des interactions dipôle-dipôle et des liaisons hydrogènes 
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entre l’analyte et l’atome de fluor électronégatif. Le cycle aromatique rigide du PFP, combiné 

aux différents mécanismes de rétentions, confère des phénomènes 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, 

reçus 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 même protocole de SPE. Ils ont été ensuite analysés en utilisant la méthode 

SPE en ligne présentés ci-dessus et les paramètres UHPLC-MS/MS de méthode validée au 

chapitre 1. Seule la préparation d’échantillon diffère. Les deux méthodes permettent de 

détecter les mêmes 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 même la détection de GSH-CEES grâce à 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 à 10 entre les quantités détectées par les deux méthodes. Le calcul de la LOD confirme 

ce problème.  
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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 après 

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. 

  GSH-CEES Cys-CEES NAC-CEES N7Gua-CEES 

SPE en ligne 
LOD (fmol) 11 249 5,1 3,4 

LOQ (fmol) 33 576 8,5 8,8 

SPE manuelle 
LOD (fmol) 22 50 3,3 4,7 

LOQ (fmol) 61 82 7,2 10,5 

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

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

Le sang a été prélevé au niveau du cœur. Le plasma a été récupéré par centrifugation (2000 

x g, 10 min, 4°C) puis congelé. Après envoi jusqu’à notre laboratoire, il a été gardé quelques 

semaines à -20°C avant analyse. Les plasmas des souris ont alors été décongelés. Ils ont été 

dopés par ajout de 10 µL (0,5 µM) de EI du CEES à 90 µL de plasma. Les échantillons ont été 

filtrés puis injectés dans le système UHPLC pour une analyse par la méthode combinant SPE 

en ligne et analyse par UHPLC-MS/MS. Les paramètres de la chromatographie liquide et du 

spectromètre de masse sont inchangés par rapport à 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 interfère 

avec Cys-CEES. Dans les plasmas d’animaux traités tous les biomarqueurs (Figure 69, B) ont 

été détectés c’est-à-dire l’adduit N7Gua-CEES, les conjugués GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-

CEES. Un jour après l’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 après le traitement 

(Tableau 13). Après, son niveau diminue rapidement mais il reste détectable à 14 jours avec 

une quantité très 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 déjà été remarqué que le biomarqueur GSH-CEES est présent en très 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 façon continue. Cependant 

après 14 jours, la quantité de NAC-CEES était encore 12 fois supérieure à la LOD (Figure 69, 

C).  
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A 

 
B 

 
C 

 

Figure 69 : Chromatogrammes obtenus après injection en SPE-UHPLC-MS/MS de plasma de souris. 

A : souris non traitée ; B : prélèvement au jour 1 ; C : prélèvement 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 première fois, dans nos études biologiques, que l’acide 

mercapturique NAC-CEES a été détecté. Il est même 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 façon moindre dans le foie [187]. Les dérivés de 

l’acide mercapturique peuvent être aussi formés dans des quantités largement inférieures à 

celles du rein, dans d’autres tissus du corps avant de rejoindre le système sanguin [188, 189]. 

Cela explique probablement la concentration importante de NAC-CEES mesurée dans le 

plasma et son absence dans les expériences in vitro. 

 

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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Jour 1 3 7 14 

GSH-CEES 0,8 ± 0,1 
§ 1,1 ± 0,4 1,3 ± 0,5 0,5 ± 0,3 

* 

Cys-CEES 42,9 ± 3,3 
‡‡,§§ 37,6 ± 3,2 

‡,§§ 14,8 ± 4,3 
**,† 3,9 ± 2,0 

**,†† 

NAC-CEES 41,0 ± 2,9 
†,‡‡,§§ 17,3 ± 1,1 

**,‡‡,§§ 3,8 ± 0,5 
**,†† 5,7 ± 2,0 

**,†† 

N7Gua-CEES 34,7 ± 2,9 
††,‡‡,§§ 4,2 ± 0,4 

*,‡,§§ 0,8 ± 0,1 
**,† 0,3 ± 0,1 

**,†† 

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; † et †† pour la comparaison avec le jour 3; ‡ et ‡‡ 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 l’étude sur le cerveau. Les biomarqueurs ont ainsi été quantifiés 

dans les cerveaux de souris sacrifiées soit juste avant l’exposition soit 1, 3, 7 ou 14 jours après 

le traitement topique avec du CEES. Le cerveau des animaux sacrifiés a été retiré et congelé à 

-80°C. La moitié de chaque cerveau a été broyée afin d’en extraire l’ADN pour quantifier 

l’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 

l’extraction la couche contenant les métabolites polaires a été collectée et séchée. L’échantillon 

a été reconstitué avec l’eau MilliQ et filtré sur des filtres VWR de 0,2 µm. 

Le premier biomarqueur d’intérêt est l’adduit N7Gua-CEES qui a été mesuré dans l’ADN 

nucléaire ainsi que dans le cerveau comme adduit libre. Au niveau de l’ADN, aucune trace de 

l’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 l’adduit 

jusqu’au jour 3 (Figure 71). Le nombre d’adduit entre le jour 1 et le jour 3 ne sont pas 

statistiquement différentes. Après le jour 3, la quantité d’adduit baisse continument jusqu’au 

jour 14 où l’adduit reste détectable avec une quantité de 18,0 ± 6,7 adduits par million de 

nucléosides. La quantité de N7Gua-CEES mesurée à 14 jours a été en moyenne 28 fois 

supérieure à 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. Après 2 semaines, il ne reste en moyenne que 10% de leur valeur maximale et N7Gua-CEES 

n’est présent dans les extraits au-delà de la LOD que dans seulement 1 souris sur 2.  

 

Figure 71 : Evolution du nombre d’adduit N7Gua-CEES dans l’ADN de cerveau 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=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; † et †† pour la comparaison avec le jour 3; ‡ et 

‡‡ 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 l’acide 

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 à 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 après 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 déjà inférieure à 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 après l’exposition. Au jour 14, la 

concentration moyenne de NAC-CEES est encore 9 fois supérieure à la LOD. La quantification 

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

 

4.5. Bilan 

L’application de notre méthode à une étude animale nous a amenés à 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 après 14 jours, seul NAC-CEES est quantifiable chez l’ensemble des 

souris. Les résultats de Cys-CEES, aux faibles concentrations, sont entachés par la présence 

d’interférents. Environ chez une souris sur deux, après 14 jours, il est possible de quantifier 

l’adduit libre N7Gua-CEES. La concentration du biomarqueur GSH-CEES oscille autour de la 

LOD dès le 3ème jour après l’exposition. De plus l’adduit N7Gua-CEES libre et les métabolites 

de la voie de l’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 l’organisme via la circulation sanguine pour atteindre des organes 

internes. C’est d’ailleurs ce que suggère la présence des biomarqueurs dans le plasma. Une 

autre explication non exclusive pourrait être 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 l’ADN nucléaire montre quand même que le CEES non métabolisé 

a atteind le cerveau et/ou que le cerveau sert de réservoir de métabolites de la voie de l’acide 

mercapturique après 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 l’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; † et †† pour la comparaison avec le jour 3; ‡ et 

‡‡ 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 

thèse. Les résultats obtenus lors de ces différents traitements corrèlent et sont cohérents avec 

les mécanismes biologiques connus. Après exposition, l’adduit à la position N7 de la guanine 

est formé puis excrété par les cellules pour se retrouver dans le système sanguin jusqu’à 7 jours 

chez toutes les souris et 14 jours dans la moitié des cas. Le premier conjugué de la voie de 

l’acide mercapturique GSH-CEES est rapidement formé mais est peu persistant. Son dérivé, le 

conjugué Cys-CEES, est formé efficacement mais difficilement quantifiable au-delà du 7ème 

jour à cause de la présence d’interférents. L’acide mercapturique ne semble pas pouvoir être 

produit par la peau. Cependant, dans un organisme entier, il est bien présent dans le sang au 

moins deux semaines après l’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 l’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 thèse, il a été décidé d’évaluer la pertinence de quatre 

composés comme biomarqueurs de l’ypérite. La possibilité de realiser des expériences avec 

l’ypérite étant très 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 à l’ypérite. Nous avons ainsi décidé de ne plus 

quantifier lors des prochaines expériences biologiques le conjugué au glutathion, GSH-Yp lors 

d’une exposition à l’ypérite, puisqu’il est un métabolite intermédiaire éphémère. Nous avons 

à l’inverse décidé de conserver le conjugué à 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 à la matrice 

et à la fragmentation de la molécule d’intérêt. Comme la masse de la molécule est différente 

entre les dérivés de l’ypérite et ceux du CEES, les interférents pourraient disparaître. Par 

ailleurs, nous envisageons dans cette suite du travail d’utiliser des matrices humaines, plutôt 

que de souris, qui pourraient ne pas contenir ces interférents. L’acide mercapturique de 

l’ypérite, NAC-Yp, est potentiellement le biomarqueur le plus persistant parmi ceux de la voie 

de l’acide mercapturique. Il est donc gardé dans cette nouvelle méthode analytique adaptée à 

une exposition à l’ypérite. Nous garderons également l’adduit de la guanine N7Gua-Yp. 
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Cystéine-Ypérite (Cys-Yp) N-Acétylcystéine-Ypérite (NAC-Yp) 

 
N7Guanine-Ypérite (N7Gua-Yp) 

Figure 73 : Formule topologique des biomarqueurs de l’ypérite sélectionnés, Cystéine-Ypérite, N-

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

 

5.2. Synthèse et calibration des standards. 

Les standards des conjugués de l’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 synthèse 

pour les biomarqueurs du CEES a été de faire réagir le toxique avec la biomolécule d’intérêt 

(Cystéine, Glutathion, N-Acétylcystéine, dGuo). Une approche équivalente pour l’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 l’acide mercapturique et leurs synthèses comportent de nombreuses 

étapes. Nous avons donc choisi une autre voie de synthèse, réalisable en une seule étape de la 

même façon qu’avec le CEES, en utilisant le sulfure de 2-chloroéthyl 2-hydroxyéthyl (CESE). 

C’est un composé qui a la même formule topologique que l’ypérite à l’exception d’un atome 

de chlore remplacé par un groupement hydroxyle (Figure 74). Ce composé a été obtenu auprès 

de la société ChemSpace (Riga, Lettonie) qui possède à son catalogue de nombreux composés 

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

 

L’intérêt du CESE est qu’il permet d’obtenir certains des dérivés produits par réaction de 

l’ypérite. Lorsque l’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 l’ypérite dans 

l’organisme des monoadduits à des biomolécules portant un chaîne hydroxyéthylthioéthyle. 

La réaction du CESE avec une biomolécule permet d’obtenir directement ce type de 

métabolites de l’ypérite (Figure 75). Par contre, il ne permet pas d’obtenir les bi-adduits et bi-

conjugués produits par l’ypérite qui ne sont pas majoritaires mais qui ont des conséquences 

biologiques importantes.  

Les synthèses avec le CESE ont été faites en suivant le même schéma que les synthèses 

avec le CEES présentées au Chapitre 1. Les détails se trouvent dans la partie Conditions 

Expérimentales à la p.237. Brièvement, nous avons fait réagir des solutions de cystéine et de 

NAC et de dGuo avec du CESE pur. Après réaction pendant une nuit, il ya eu des étapes de 

lavages et de purifications par un système HPLC-UV. Les biomarqueurs de l’ypérite sont aussi 

des molécules qui absorbent en UV (λ= 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’intérêt ont été regroupées et purifiées une seconde fois. Les 

solutions finales ont été lyophilisées puis mise en solution dans de l’eau MilliQ. 
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Figure 75 : Mécanismes réactionnels simplifiés entre soit l'ypérite soit le CESE soit le CEES et des 

nucléophiles en milieu aqueux. Le nucléophile, Nu, peut être 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 1H 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 déjà 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 à 45%, le standard de NAC-Yp est pur à 57% et le N7Gua-

Yp est pur à 62%. La présence d’impuretés dans les solutions des standards de l’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 synthèses avec le CESE nous ont donc permis d’obtenir les 

standards recherchés : Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Il est ensuite nécessaire de connaître 

leur concentration pour réaliser des analyses quantitatives. Les solutions ont été calibrées par 

UHPLC couplée au spectromètre de masse en utilisant le mode de scan SIM. Comme référence 

pour calibrer les solutions nécessaires à 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 mères 

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. Synthèse 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 synthèses sont similaires à celles utilisées pour les EI du 

CEES. Le détails se trouvent à la p.238 dans les Conditions Expérimentales. Nous avons fait 

réagir des solutions de chaque biomolécule marquée par des isotopes stables (13C et/ou 15N) 

(Cys *, NAC*, et dGuo*) avec du CESE. Après la réaction pendant une nuit, les lavages, la 

purification par SPE(voir p. 237), les EI  ont été calibrés par UHPLC-MS/MS à partir des 

standards du CEES calibrés. Les concentrations des solutions mères des étalons internes, Cys*-

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

Désormais, nous avons des solutions de standards calibrées ainsi que des EI spécifiques à 

l’ypérite. Elles ont été utiles pour adapter la méthode analytique des biomarqueurs du CEES 

à ceux de l’ypérite. 
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Tableau 14 : Analyse des spectres RMN du proton de Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp.  

Cys-Yp 

 
Déplacement 

(ppm) 

Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement 

2,71 2H t 6,2 2 

2,79 4H s / 3 & 4 

3,05 2H m 4,4 / 17 5 

3,69 2H t 6,4 1 

? 1H dd ? 6 

NAC-Yp 

 
Déplacement 

(ppm) 
Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement 

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 4,6 / 8 6 

N7Gua-Yp 

 
Déplacement 

(ppm) 
Intégration Multiplicité J (Hz) Groupement 

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 
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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 l’ypérite, l'astérisque 

désigne les isotopes stables 13C et 15N. 

 

5.4. Préparation des échantillons adaptée aux biomarqueurs de l’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 l’ensemble des étapes de la préparation du plasma, de la 

décongélation de l’échantillon à son injection pour la SPE en ligne. Brièvement, l’échantillon 

dopé par des EI est filtré deux fois, d’abord avec un filtre de 0,2 µm 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 paramètres de la SPE en ligne décrits au chapitre 

précédent ont été adaptés aux standards de l’ypérite (détails p.240). Le dépôt et le lavage de 

l’échantillon ne se fait qu’avec la phase mobile A aqueuse à 100% pendant 1 min. Après les 

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

Comme les 2 colonnes chromatographiques (SPE et analytique) possèdent 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 l’orthogonalité est importante, plus 

on peut espérer obtenir une purification de l’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 à 6h avec la SPE 

manuelle précédemment développée. 

 

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

 

5.5. Adaptation de la méthode UHPLC-MS/MS aux biomarqueurs de l’ypérite 

Grâce aux standards synthétisés, nous avons pu adapter les paramètres de la 

chromatographie liquide et du spectromètre de masse de la méthode validée au chapitre 1 

pour le CEES. Les dérivés du CEES et les standards de l’ypérite étant chimiquement peu 

différents, l’adaptation a été assez rapide. La différence principale est que les monoadduits de 

l’ypérite possèdent un groupe hydroxyle où ceux du CEES ont un atome d’hydrogène. Les 

biomarqueurs de l’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 l’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 l’acide formique (0,2%). 

Les conditions initiales sont 1% de la phase mobile B pendant 2 min. La proportion de B 

Décongélation du plasma

90µL of plasma  + 10µL SI

Filtration 0,2µm 5min à 8000g

Filtration avec Nanosep 30kDa 
30min à 8000g

Transfert du filtrat dans les vials

Volume d’injection: 50µL

SPE en ligne
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augmente linéairement jusqu’à 10% entre 2 et 4 min puis jusqu’à 60% entre 4 min et 8min. Il y 

a un plateau de 1 min à 60% de B avant un retour aux conditions initiales à partir de 9,1 min. 

L’augmentation de la part de solvant organique est plus progressive que lors de l’analyse des 

standards du CEES. Le temps d’analyse total est de 11 min en incluant la SPE en ligne c’est-à-

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

Le spectromètre de masse est toujours utilisé avec le mode de scan MRM « Multiple 

Reaction Monitoring ». L’ensemble des paramètres du spectromètre de masse de la première 

méthode validée ont été gardés. Lors de la purification des standards, des spectres en mode 

MS2 (product ion scan) ont été enregistrés pour chaque composé d’intérêt. Ils permettent 

d’identifier les ions fils les plus intenses pour définir les fragments gardés en MRM (Tableau 

15). Certains fragments sélectionnés sont, de façon cohérentes, similaires à 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.  

 

Figure 78 : Chromatogramme obtenu après injection en SPE-UHPLC-MS/MS de 0,5 pmol des 

biomarqueurs de l’ypérite dans du plasma humain. L’ordre de sortie est : Cys-Yp (tr=3,5min), N7Gua-

Yp (tr=5,8min), NAC-Yp (tr=7,1min). 
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Nom Ion parent (m/z) Ions fils (m/z) 

Cys-Yp 226 61 / 74 / 105 

NAC-Yp 268 84 /116 / 162 

N7Gua-Yp 256 61 / 87 / 105 

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

de l’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 l’ypérite. L’objectif à 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 l’IRBA. Comme pour la première validation, 

nous avons suivi les critères 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 premières applications envisagées étaient 

dans des études animales, nous avons utilisé comme matrice blanche (matrice de contrôle) du 

plasma humain d’origine commerciale (CliniSciences). Nous n’avions pas assez de plasma de 

souris témoins de l’étude, présentée au chapitre précédent, pour réaliser toutes les analyses de 

la validation. De plus, l’objectif final est d’avoir une méthode adaptée aux matrices humaines 

et l’utilisation de plasma humains était donc très 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 à 10 pmol injectés car le point d’étalonnage 

à 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 à 20%. 

 

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 à ± 15% de la quantité d’étalon attendue. 

 

5.6.2. La spécificité 

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 même après injections des concentrations les plus élevées des 

standards de la gamme d’étalonnage. Les critères de sélection d’un analyte, au moment de 

l’intégration des pics, sont les mêmes que ceux utilisés pour les biomarqueurs du CEES. 
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5.6.3. La fidélité 

L’étude de la fidélité permet de s’assurer que les résultats de plusieurs analyses d’un 

même 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 même série. Plusieurs séries similaires ont été analysés à des jours 

différents. La répétabilité a été évaluée grâce au calcul du CV de répétabilité noté CVr. Pour 

finir, la précision inter-jour, de la même façon a été déterminé par le CV de fidélité 

intermédiaire noté CVR. En accord avec les critères 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.  

 

5.6.4. La justesse 

Les points de la gamme sont validés du point de vue de la justesse si l’écart entre la valeur 

réelle et la valeur déterminée est en moyenne inférieure à 15%, et est tolérée jusqu’à 20% pour 

le point de concentration correspondant à la LOQ. La justesse est validée pour tous les points 

de la gamme de tous les standards. La justesse n’est ni inférieure à 95,6% ni supérieure à 

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

 

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. 

 

 

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%
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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 à la valeur de 

référence (valeur réelle) est effectuée. On reporte sur l’axe horizontal les valeurs de référence 

moyennes, et sur l’axe vertical :  

- la justesse : 

𝐽𝑢𝑠𝑡𝑒𝑠𝑠𝑒 (%) =  
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑒𝑡𝑟𝑜𝑢𝑣é𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑙𝑎 𝑚é𝑡ℎ𝑜𝑑𝑒

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟é𝑒𝑙𝑙𝑒
× 100 

Équation 7 : Formule permettant de calculer la justesse. 

 

- les bornes de tolérance relatives haute et basse  

Ces bornes forment un intervalle qui sert à prédire dans quel intervalle se situerait un 

grand nombre de mesures. Dans la mesure où on fait une prédiction, il y a bien sûr un risque 

d’erreur et il existe différents intervalles de dispersion selon la façon 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 × 𝐶𝑉𝑅) 

Équation 8 : Formule permettant de calculer les bornes de tolérance relatives haute (en faisant 

l’addition) et basse (en faisant la soustraction). CVR est la fidélité intermédiaire, t est obtenue par la loi 

de Student inverse (risque, DDL). 

 



 184 

- les limites d’acceptabilité relatives haute et basse. 

𝐽𝑢𝑠𝑡𝑒𝑠𝑠𝑒 𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 (100%) ± 𝐸𝑟𝑟𝑒𝑢𝑟 𝑎𝑐𝑐𝑒𝑝𝑡é𝑒 (15% 𝑒𝑡 20% 𝑝𝑜𝑢𝑟 𝑙𝑒 𝑝𝑙𝑢𝑠 𝑝𝑒𝑡𝑖𝑡 𝑛𝑖𝑣𝑒𝑎𝑢) 

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

 

L’interprétation des profils d’exactitudes présentés à 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 à 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 à un profil d’exactitude élargi aux faibles quantités, et qui se rétrécit quand celle-

ci augmente. 
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Cys-Yp 

 

NAC-Yp 

 

N7Gua-Yp 

 

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 stabilité des biomarqueurs dans les matrices permet d’identifier les 

conditions de stockage dans lesquelles les analytes sont stables et celles où ils se dégradent. 

Dans les plasmas gardés à -20°C pendant 2 mois, les standards N7Gua-Yp et NAC-Yp sont 

stables. L’impact des décongélations successives a aussi été évalué. Après la répétition de 7 

cycles de congélation / décongélation, la quantité de NAC-Yp détectée est égale à la quantité 

initiale. La quantité de N7Gua-Yp est légèrement surévaluée avec ces cycles. Nous ne pouvons 

conclure sur la stabilité de Cys-Yp car les quantités de ce standard dans ces séries-là de 

validation étaient aberrantes avant étude de la stabilité, certainement à cause d’une erreur de 

manipulation. 

 

 

Figure 83 : Recouvrement des standards dans du plasma après conservation 2 mois à -20°C ou après 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 l’analyse dans le plasma des 

biomarqueurs d’ypérite choisis : Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Nous disposons, après 

synthèse, de solutions calibrées de leur standard ainsi que leur EI. Le protocole mis au point 

est rapide. La première partie de la préparation d’échantillon consiste en deux filtrations 

successives permettant d’éliminer la majorité des protéines. La seconde partie est réalisée de 

façon automatisée au sien de la chaine HPLC grâce à la SPE en ligne. Les paramètres de la SPE 

en ligne, de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse ont été adaptés aux 

biomarqueurs de l’ypérite à partir de ceux utilisés pour les dérivés du CEES. Cette méthode 

peut donc être utilisée pour l’analyse de plasma dans le cadre d’une exposition à l’ypérite 

animale et humaine. Afin de pouvoir synthétiser les standards de l’ypérite, le CESE a été 

utilisé. Tout comme le CEES, il peut être considéré comme un analogue de l’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. 

  



 188 

6. Vers un nouvel analogue de l'ypérite : le CESE. 

Le sulfure de 2-chloroéthyl 2-hydroxyéthyl (CESE) a servi à synthétiser les standards des 

biomarqueurs de l’ypérite choisis. Le CESE peut être aussi considéré comme un analogue de 

l’ypérite, c’est-à-dire un composé induisant des effets biologiques similaires. Il est très 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 très proche de celle de l’ypérite. La 

différence majeure est qu’il est monofonctionnel à l’instar du CEES. Cependant, à 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 

l’ypérite et pour évaluer sa toxicité par rapport à 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 à celui pour les traitements des cellules HaCaT. 

 

6.1. Propriétés physico-chimiques du CESE 

Le CESE est un produit de la dégradation de l’ypérite. Il est le résultat d’une première 

hydrolyse de l’ypérite en milieu aqueux. La seconde hydrolyse forme le thiodiglycol (TDG) 

(Figure 84). Le Tableau 16 présente quelques propriétés physico-chimiques de l’ypérite, du 

CESE et du CEES. En faisant une comparaison, nous constatons que le CESE a des propriétés 

plus proches de celles de l’ypérite que le CEES. C’est le cas pour la masse moléculaire, le point 

d’ébullition et la densité. Au laboratoire, lors de l’utilisation du CESE et du CEES, nous avons 

aussi observé une différence d’aspect. Le CESE est jaune et huileux, ce qui correspond à la 

description classique de l’ypérite en présence d’impuretés. Au contraire, le CEES utilisé est 

incolore et se prélève 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 

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

 

 

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

 

6.2. Toxicité 

D’après 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 sévère 

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 à la fertilité ou au fœtus, 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 l’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 à celles 

de l’ypérite d’un facteur variant de 5 à 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 l’ypérite avec une DL50 de 

5,7-9 ,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. 

 

Tableau 17 : Toxicité chez les animaux de l’Ypérite, du CESE et du CEES en utilisant comme 

indicateur la dose létale médiane (DL 50). Les références sont : v pour Vijayaraghavan et al. [193] g pour 

Gautam [194] et al. et a 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 à leur environnement 

que les cellules immortalisées. En effet, leur culture est plus délicate et leur réponse à un 

toxique est en général plus importante. La première 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 mêmes concentrations des deux analogues. Les résultats 

nous permettent aussi de déterminer la gamme des doses de toxiques pour réaliser des 

traitements à l’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 contrôle 

non traitées. Pour le test, les cellules ont été traitées pendant 30 min avec différentes 

concentrations en CEES ou en CESE (de 0 à 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 à 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, après 24h, les taux de survie mesurés sont supérieurs à 80% jusqu’à 1 

mM de CEES alors qu’il est déjà inférieur à 80% avec 0,1 mM de CESE (Figure 85). A toutes les 

concentrations, le taux de survie avec le CESE est inférieur à 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 à 80% jusqu’à 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 à celui avec le CEES. Pour la suite des 

expériences, nous nous sommes fixés comme limite une survie supérieure à 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. 



 192 

 

 

Figure 85 : Taux de survie des kératinocytes primaires issus du donneur 1 et 2 après un test de 

cytotoxicité au MTT après 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 à 

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 l’ypérite par traitement in vitro au CESE 

Après 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-delà ces cellules commencent à se différencier. Les cellules ont été 

ensemencées dans des boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre pour les expositions. Les 

traitements ont été faits en tripliquât pour chaque concentration de CEES et de CESE (0 ; 0,05 ; 

0,1 ; 0,2 ; 0,5 mM).  

Deux traitements ont été faits avec les mêmes doses de toxiques. Avant chaque traitement, 

le milieu de culture a été enlevé afin que les cellules soient dans du PBS pendant l’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 boîtes de Pétri. 

Lors du traitement 2, l’ajout du toxique a été différent car il a été directement mis dans les 

boîtes de Pétri contenant déjà 3 ml de PBS, donc sans dilution en amont.  

Ensuite, après 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 à 37°C afin de les laisser métaboliser les analogues comme lors des traitements 

des HaCaT. Pour finir, le milieu a été collecté et conservé à -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. Après analyse des milieux de culture des cellules traitées par le 

CESE, nous avons pu détecter le conjugué Cys-Yp et l’adduit N7Gua-Yp. Ainsi, nous avons la 

confirmation que cet analogue est capable d’induire les mêmes 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 reflète 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 l’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 à 

celles en N7Gua-CEES. Cependant, lors du traitement 2, les concentrations en biomarqueurs 

du CEES sont largement supérieures à celles des biomarqueurs du CESE. Au vue de ces 

résultats contradictoires, il n’est pas possible de conclure sur l’analogue induisant le plus de 

biomarqueurs donc sur l’analogue pouvant être 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 être expliquées soit par une 

erreur de manipulation soit par la différence dans la façon dont l’analogue est ajouté aux 

cellules. Une façon d’éliminer des variations entre les traitements est de faire des co-

traitements i.e. avec les deux analogues à la fois. Le CESE et le CEES seraient ajoutés en 

quantité égale dans les mêmes boîtes 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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Traitement 1 CESE CEES 

Conjugué 

Cystéine 

  

Adduit 

Guanine 

  

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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Traitement 2 CESE CEES 

Conjugué 

Cystéine 

 
 

Adduit 

Guanine 

  

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 à former des 

mono-adduits et des mono-conjugués identiques à ceux de l’ypérite, est un analogue pertinent 

de cette dernière. Par rapport à nos études et aux biomarqueurs étudiés, il est plus adéquat 



 197 

que le CEES. Sa principale limite, à l’instar du CEES, est son incapacité à former des bi-

conjugué ou des bi-adduit ce qui est sans doute la raison de sa toxicité plus faible que celle de 

l’ypérite. Le CESE étant très peu utilisé, les informations sur ses effets biologiques sont 

limitées. Les études de comparaison de la toxicité du CEES et du CESE tendent à 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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 Discussion générale
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1. Développement analytique pour les biomarqueurs de 
l’ypérite 

 

1.1. La préparation des échantillons 

Dans le domaine de l’analyse de biomarqueurs d’une intoxication à l’ypérite, la méthode 

de préparation des échantillons la plus courante est la SPE surtout lorsque la matrice est 

l’urine. Cette méthode est bien adaptée à la purification et à la concentration de métabolites 

dans les fluides biologiques, elle est largement utilisée dans les laboratoires. Des méthodes de 

SPE ont été déjà développées pour la purification d’adduits à l’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 β-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 l’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 

de l’échantillon. Après reconstitution de l’échantillon, il est directement injecté dans le système 

UHPLC-MS/MS. Mon travail présente donc pour la première fois, dans le cas d’une 

intoxication à l’ypérite, une élimination des protéines du plasma par ultrafiltration ce qui évite 

une étape d’évaporation, souvent chronophage, soit après la SPE soit après 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 l’ADN, de l’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-là.  

Dans le cas de quantification de métabolites de la voie de l’acide mercapturique spécifique 

à d’autres toxiques, diverses méthodes analytiques ont été mises au point. A nouveau, la 

matrice utilisée est généralement l’urine. Cependant, une méthode a été faite pour le sérum de 

rat [197]. La préparation des échantillons consiste, à nouveau, à 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 l’échantillon dans le système LC-MS/MS. En revanche, pour 

l’analyse de conjugués à la NAC dans les urines, des méthodes utilisant la SPE en ligne ont 

déjà été développées [198, 199]. La SPE en ligne permet de gagner du temps par rapport à la 

SPE « classique » puisqu’après la purification de l’échantillon, ce dernier est directement 

transféré dans la colonne analytique de l’HPLC i.e. les étapes d’évaporation et de 

reconstitution de l’échantillon sont supprimées. Panuwet et al. [198] diluent l’urine avant d’en 

injecter 500 µL, un tel volume d’injection étant intéressant pour l’analyse de traces. Il n’y a pas 

de problème 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 dépôt et de lavage de 

l’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 dépôt est de l’eau avec 0,2% d’acide formique à 1 ml/min 

et pour mieux purifier l’échantillon ils utilisent une phase avec 10% de méthanol et 90% d’eau 

(0,2% d’acide formique). Chiang et al. utilisent seulement de l’eau pour le dépôt 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 l’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 hydrogènes. 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 paramètres de la SPE en ligne comme la nature 

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

Zubel et al. ont observé que l’ion fils majoritaire après  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 à cause la présence d’atomes électronégatifs (l’azote et l’oxygène). Après 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 thèse. 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 à l’ypérite puisque c’est la première 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 l’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 à la cystéine et son conjugué à l’acide mercapturique. En utilisant une 

colonne C18, l’ordre d’élution est : le conjugué à la cystéine puis le conjugué au glutathion et 

enfin le conjugué à la NAC [200]. Lors de nos expériences, nous avons observé le même ordre 

d’élution en utilisant le même type de colonne.  

Li et al. ont obtenu une LOQ de 2 nM (volume d’injection de 2 µL) pour SBSNAE, un 

dérivé du glutathion, dans le plasma c’est-à-dire dans le même ordre de grandeur que les 

nôtres 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 

l’acide mercapturique entre 0,02 nM et 0,5 nM. Ces valeurs sont plus basses que les LOD des 

biomarqueurs de l’ypérite dans le plasma qui sont de l’ordre de quelques nM. La méthode de 

détermination des LOD n’est pas la même puisque Zhang et al. ont calculé la LOD avec le 

signal sur bruit égal à 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 l’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 l’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 µM avec un volume d’injection de 10 µL 

[201]. Lors de nos travaux les gammes sont de 0,01µM à 5µM pour les biomarqueurs du CEES 
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et de 0,01 µM à 1 µM pour les biomarqueurs de l’ypérite avec un volume d’injection de 10 µL. 

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, l’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 même 

biomarqueur. Rodin et al. ont développé en parallèle 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 à celle dans les urines [110]. Lors du développement d’une 

méthode pour les urines et une pour le plasma pour les mêmes 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 nôtres en terme de LOD/LOQ, séparation, gamme de travail, 

fragmentation de l’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 très importante dans le cas de 

l’ypérite, nos premières études biologiques ont été réalisées sur des modèles cutanés. La peau 

correspond à 2 à 4 kg du poids total d’un corps humain avec une surface comprise en moyenne 

entre 1 et 2 m2 [202]. Un des principaux rôles de la peau est d’être une barrière robuste contre 

les xénobiotiques. Les explants de peau, ont une activité enzymatique dans les couches de 

l’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 l’ypérite dans la peau 
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de la poitrine. Pour des explants de peau avec toute leur épaisseur, le taux est environ de 71 

µg/cm2/h à 30°C [204]. Ainsi, la combinaison de la rapide pénétration de l’ypérite dans la 

peau et l’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. Après 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 l’action enzymatique de la GST. L’activité de 

l’enzyme GST a été caractérisée chez les kératinocytes humains [205] mais aussi des explants 

de peau humaine [206, 207]. Cette dernière étude a évalué l’activité de GST dans le cytoplasme 

des explants non traités à environ 20 ± 6,8 nmol/min/mg de protéine, en utilisant un substrat 

universel. Cette réaction est la première étape de la voie de l’acide mercapturique [208]. 

La grande majorité des études de cette conjugaison et de la voie de métabolisation de 

l’acide mercapturique sont réalisés avec des cellules du foie et très 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 thèse, dans les milieux de culture des cellules HaCaT, le conjugué du 

GSH a été détecté de façon 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 

à 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 phénomène 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. Après 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 i.e. 1h, avant de voir sa 

concentration diminuer rapidement. Sa concentration est très faible par rapport à 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 après 2h, ensuite sa concentration diminue fortement, le conjugué n’étant plus détecté 

après 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 fœtal 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 à la quercétine et 

une autre molécule contenant une fonction thiol comme le 2-mercaptoéthanol, ajoutée en 

excès, conduisent à la formation du conjugué au mercaptoéthanol [212]. La même observation 

a été faite avec d’autres composés contenant une fonction thiol [213]. Ces échanges sont 

réversibles en fonction de la biomolécule en excès. 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 l’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 µmol et 0,4 

µmol, nous avons détecté GSH-CEES jusqu’à 24h pour 0,16 µmol et 0,4 µmol mais avec des 

valeurs proches de la LOD. Manevski et al. ont remarqué que le taux de conjugaison au 

glutathion augmente pendant la première heure d’incubation puis diminue. En effet, le CEES 

pénètre 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’à 1h d’incubation. En revanche, au-delà 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 première étape de la voie de l’acide 

mercapturique [184]. La peau est donc capable d’initier la voie de métabolisation de l’acide 

mercapturique.  

 

2.2. Le conjugué à la cystéine 

Dans les milieux de culture des cellules HaCaT, le conjugué de la cystéine a été détecté de 

façon 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’à 24h. Cette évolution est en adéquation avec le processus connu 

de métabolisation de la voie de l’acide mercapturique [188, 215]. En effet, après formation du 

conjugué au glutathion, GSH-CEES, des réactions enzymatiques convertissent successivement 

ce conjugué en CysGly-CEES puis en conjugué à la cystéine Cys-CEES. Ces étapes sont 

catalysées par des enzymes membranaires, la γ-glutamyltranspeptidase (GGT) et la 

dipeptidase ou l’aminopeptidase M. La peau est donc capable de métaboliser les 

xénobiotiques électrophiles jusqu’au conjugué à 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. Après 24h, cette 

différence est environ d’un ordre de grandeur. A priori, le conjugué Cys-CEES pourrait donc 

être 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. Il 

est aussi envisageable qu’une partie des conjugués au glutathion, une fois présents dans les 

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

 

2.3. L’acide mercapturique 

Des cellules HaCaT ont déjà servi pour étudier la métabolisation de composés exogènes, 

par la voie de l’acide mercapturique, tel que le méthazolamide, un médicament. Les cellules 

ont été exposées à 1mM de ce composé. Le conjugué au glutathion et le conjugué à la cystéine 

ont été trouvés dans le milieu de culture alors que l’acide mercapturique correspondant n’a 

pas été détecté [200]. L’absence de l’acide mercapturique dans les milieux de culture lors de la 
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métabolisation du médicament confirme l’hypothèse que les cellules de la peau n’ont pas la 

capacité de transformer le conjugué à la cystéine en conjugué à 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, l’acide mercapturique n’a pas été détecté. Donc l’absence de l’acide 

mercapturique du CEES n’est pas lié à un problème de manipulation ou analytique. 

En conclusion, l’ensemble des cellules présentes dans la peau sont capables d’initier la 

voie de métabolisation de l’acide mercapturique en conjuguant l’ypérite au glutathion. Les 

membranes de ces cellules expriment également la GGT afin de convertir le conjugué au 

glutathion en conjugué à la cystéine.  

 

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

Comparée au foie, la peau contribue marginalement à 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 déjà connu que l’ypérite et ses analogues se diffusent dans le système sanguin. Des 

rats ont été exposés à de l’ypérite par voie cutanée afin de suivre l’accumulation d’ypérite libre 

dans le système sanguin [102]. Deux minutes après l’exposition, de l’ypérite libre a été 

détectée. L’ypérite traverse donc très rapidement la barrière qu’est la peau. La concentration 

maximale d’ypérite dans le sang se situe entre 30 min et 60 min après l’exposition. Elle reste 

détectable jusqu’à 8h pour la plus forte dose d’ypérite (10 mg/kg). Une autre preuve de la 

rapide diffusion de l’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 l’ypérite ne peuvent donc pas provenir de la peau 

exposée, ni même d’autres localisations de l’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 prélèvement, jour 1, tous ont été détectés. Ce temps correspond 

pour l’ensemble à la concentration maximale observée dans le plasma. Les cellules de la peau 

comme celles d’autres organes excrètent le conjugué au glutathion, ce dernier est converti en 

conjugué à la cystéine au niveau des membranes. Ces conjugués peuvent ainsi être générés 

partout dans l’organisme et être ensuite retrouvés dans le système sanguin. Une autre source 

de ces conjugués peut impliquer une réaction de l’ypérite ou du CEES directement dans le 

plasma avec de petites biomolécules telles que le glutathion et la cystéine. Cette dernière a une 

concentration comprise entre 8 et 10 µM dans le sang [218] alors que le glutathion y a une 

concentration de 2,8 µM. Nous avons par ailleurs observé que non seulement le conjugué au 

glutathion et à la cystéine étaient présents dans le plasma mais aussi le conjugué à 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 dès 6h 

après 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 après ingestion chez l’homme [201]. Les concentrations 

maximales des conjugués se situent environ 4h suivant l’exposition. Ces résultats sont à mettre 

en parallèle avec les observations que l’ypérite ou le CEES diffusent efficacement après 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], l’ordre décroissant des concentrations des 

conjugués dans le plasma au point maximal pour un des composés est : la conjugué à la 

cystéine > le conjugué à la cystéine-glycine > le conjugué au glutathion > le conjugué à la NAC. 

Pour l’autre composé étudié, toujours dans le plasma, l’ordre est légèrement différent : la 

conjugué à la cystéine ≥ le conjugué à la cystéine-glycine > le conjugué à la NAC (le conjugué 

au glutathion n’a pas été détecté). Dans les urines l’ordre est : conjugué à la NAC >> conjugué 

à 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’à 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 l’intoxication. 

- Le conjugué au GSH est présent en faible quantité voire non détecté dans le plasma. 

- Le conjugué à la cystéine est le conjugué le plus présent dans le plasma. 

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

équivalentes au conjugué à la cystéine et il est persistant. 

Très récemment, des analyses non ciblées de biomarqueurs dans le sang du paracétamol 

ont été réalisées [220]. David et al. ont détecté le conjugué à la cystéine et à 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 l’ensemble des métabolites détectés. Dans les 

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

Avec des composés autres que le CEES et l’ypérite, les différents conjugués (au glutathion, 

à la cystéine et à la NAC) ont été montrés comme instables dans le plasma à 37°C [201]. C’est 

un paramètre essentiel que nous avons étudié pour les milieux de culture et qui est à 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 à la suite d’une exposition à l’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 

à la suite d’une exposition cutanée au CEES pur a été faite par Gros-Désormeaux et al. Cinq 

jours après l’exposition des troubles cognitifs et émotionnels ont été observés comme 

l’augmentation de l’anxiété, altération de la mémoire de travail [190]. Il y a deux hypothèses 

non exhaustives pour expliquer ces effets. La première 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 deuxième hypothèse est 

que le cerveau est un des organes avec les plus grandes concentrations d’ypérite, comme cela 

a pu être montré dans une étude post mortem chez des soldats iraniens [100]. L’ypérite libre 
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s’accumule de façon significative dans les tissus adipeux tels que le gras périrénal, le gras de 

l’épididyme, le gras sous-cutané et la graisse brune. La concentration de l’ypérite dans ces 

tissus est au moins 15 fois supérieures à celles dans les tissus non adipeux [102]. Ces données 

pourraient expliquer l’accumulation d’ypérite dans le cerveau qui possède un contenu 

lipidique important.  

Nous avons pu montrer, suite à des extractions de métabolites, la présence des conjugués 

GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES dans le cerveau. Cette observation rejoint celle faite après 

une exposition à 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 l’exposition) 

[221]. Nous observons cependant que le premier conjugué de la voie de métabolisation, GSH-

CEES, est le moins présent au jour 1 après l’exposition. Au contraire, le conjugué à la cystéine 

est le conjugué le plus concentré et le plus persistant. Ceci peut s’expliquer par le fait que 

l’enzyme GGT (γ-glutamyltransférase), qui permet la conversion au conjugué à la cystéine, est 

exprimée dans les capillaires de l’endothélium de la barrière 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 l’enzyme responsable de la conversion de Cys-

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

Miller et al. avait toutefois déjà observé la formation d’un conjugué à l’acide 

mercapturique pour l’α-méthyl-dopamine dans toutes les régions du cerveau de rats [222]. Les 

concentrations des dérivés mercapturiques ont été trouvées dans l’ordre suivant : 

l’hypothalamus > mésencéphale / diencéphale / télencéphale > pont / moelle allongée > 

hippocampe > cortex > striatum. La présence et l’activité de l’enzyme N-acétyl transférase ont 

été découvertes dans le foie au début des années 1960 [223]. Le cerveau est aussi capable 

d’exprimer l’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 l’acide mercapturique, le cerveau 

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

Une autre explication à ces quantités importantes de NAC-CEES déterminées dans notre 

étude in vivo est que le cerveau est un organe très irrigué par le sang. Il reçoit 15 à 20% du sang 

envoyé par le cœur. C’est un organe extrêmement vascularisé. Ainsi, une part de la 
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concentration de NAC-CEES détectée pourrait provenir directement du sang où ce conjugué 

est présent. 

Nous avons aussi remarqué que l’élimination des conjugués présents dans le cerveau est 

plus lente que celle dans le plasma. Ce comportement peut être expliqué par une plus longue 

persistance du CEES dans cet organe qui contient une part non négligeable de lipides [113]. Le 

cerveau est composé à 12% de lipides.  

 

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

 

4.1. Formation de l’adduit  

Après une exposition cutanée, le CEES ou l’ypérite, pénètrent rapidement dans la peau et 

dans les cellules. Le toxique alkyle de nombreuses biomolécules dont l’ADN. Différents 

adduits peuvent être formés mais nous nous sommes concentrés sur l’adduit à la position N7 

de la guanine qui est le plus fréquent après traitement de cellules au CEES [116]. Cette 

prédominance du monoadduits à la guanine est aussi vérifiée lors d’une exposition à l’ypérite 

[59]. Des cellules HaCaT ont été déjà traitées par de l’ypérite par Wang et al. [113]. L’ADN a 

été extrait afin de quantifier ses adduits. Parmi les adduits à l’ADN observés, celui présent en 

plus grande proportion est bien N7Gua-Yp comme l’avait aussi observé Batal et al dans la peau 

de souris [30].  

La formation des adduits à la position N7 de la guanine de l’ADN est dose-dépendante. 

C’est le cas lors de traitements de cellules HaCaT par du CEES où la quantité d’adduit 

augmente avec l’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 µm 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 à 37°C contre 30 min à 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 dès 5 min 

dans le cas de cellules HaCaT traitées par le CEES d’après les travaux de Zubel et al. Dans le 

cas de traitement de HaCaT avec de l’ypérite, la concentration maximale de N7Gua-Yp a été 
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aussi observée après 5 min d’incubation donc très rapidement après l’exposition. Ce temps 

correspond aussi à la valeur maximale détectée de 225 ± 6 adduits par million de nucléosides. 

Après exposition des explants de peau, les adduits ont été détectés au premier temps de 

collecte c’est-à-dire 1h après l’exposition. Le maximum se situe entre 1h et 6h donc aussi très 

rapidement après l’exposition. Ils ont été détectés jusqu’à 24h. Dans les cellules HaCaT, les 

adduits ont été montrés persistant au moins jusqu’à 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-delà de 

24h. Plus récemment, Batal et al. [30] a déterminé la cinétique de formation des adduits à 

l’ypérite dans la peau de souris exposées de façon topique à l’ypérite. Le maximum des adduits 

était 6h après le début du traitement. Le monoadduit N7Gua-Yp a été détecté jusqu’à 21 jours 

après l’exposition dans l’ADN. La peau située à la périphérie de la zone d’exposition (à 2 cm), 

a été aussi analysée. Des adduits y ont aussi été détectés ce qui montre la diffusion de l’ypérite 

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

L’ypérite ou le CEES forment bien de nombreux adduits à l’ADN des cellules de la peau, 

souvent le premier tissu en contact avec le toxique. Cependant, des adduits de l’ADN sont 

aussi formés dans l’ensemble de l’organisme. En effet, nous avons détectés dans le cerveau des 

souris des quantités importantes de N7Gua-CEES dans l’ADN, ce qui est en parfait accord 

avec des études précédentes [121, 226]. Le cerveau est une des principales cibles de l’ypérite, 

d’importantes quantités d’adduit à l’ADN ayant été détectées [226]. La formation d’adduit de 

l’ADN dans le cerveau est une observation qui peut expliquer en partie les effets 

neurologiques de l’ypérite. En effet, des quantités importantes de dommages à l’ADN est une 

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

 

Que ce soit une exposition au CEES ou à l’ypérite, des adduits sont très rapidement 

formés, de l’ordre de quelques minutes. L’ypérite, et le CEES par analogie, à cause de leurs 

caractères lipophiles pénètrent rapidement dans la peau et s’accumulent dans les tissus 

adipeux [20]. L’adduit à la guanine atteint son maximum rapidement après l’exposition. Il y a 

peu de différences entre les concentrations de l’adduit parmi les différences lignées cellulaires 

de différents organes, ce qui s’explique par l’absence de diffusion et de barrière dans ce type 

de modèle. Au contraire, in vivo, des différences bien plus importantes de concentrations ont 

été observées entre les différents organes. Le niveau de dommages à l’ADN dans différents 

tissus résulte fortement de la distribution de l’ypérite par le système sanguin au sein de 
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l’organisme. Ainsi, les tissus les plus vascularisés sont exposés à de plus grandes proportions 

d’ypérite transporté par le système sanguin [113]. Dans cette même étude, différents organes 

ont été analysés pour quantifier des adduits à l’ADN au cours de temps. Le poumon est 

l’organe avec la plus longue persistance en adduit, ce qui corrèle bien avec les résultats de 

Batal et al. [226].  

 

4.2. Excrétion de l’adduit 

La quantification des adduits à l’ADN par extraction de l’ADN est une méthode invasive. 

Il n’est donc pas possible d’imaginer une méthode de routine basée sur cette approche. A 

l’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 l’adduit N7Gua-CEES. Sa présence dans les milieux peut être expliquée par son instabilité 

chimique. Il se dépurine spontanément ce qui libère l’adduit N7Gua-CEES [44]. Il peut se 

passer la même chose avec l’ARN alkylé par le CEES [116] et avec la dGTP du pool de 

nucléotide. De même, les mécanismes de réparation de l’ADN tels que NER et BER peuvent 

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

Il est possible de retrouver cet adduit libre dans les organes. En effet après extraction de 

métabolites du cerveau, l’adduit N7Gua-CEES a été détecté. Dans le plasma de souris traitées 

au CEES, l’adduit est spécifique et détectable 24h après l’exposition. La concentration de 

N7Gua-CEES diminue fortement après son maximum au jour 1. Après 14 jours, l’adduit est 

toujours détectable avec une concentration supérieure à la LOD correspondant à 1% de la 

concentration du jour 1. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Zhang et al. [131] 

où 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 après l’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. Après la quantité de N7Gua-Yp diminue rapidement 

dans les urines. Des concentrations de N7Gua-Yp très proches de la LOD ont été détectée après 

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

L’adduit N7Gua-Yp a déjà été détecté dans les urines de personnes exposées à l’ypérite 

par accident [32]. Il a été détecté du jour 3 (premier jour de prélèvement) jusqu’à 32 jours après 

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

l’adduit majoritaire. 

L’ensemble de ces études montrent que l’adduit à la position N7 de la guanine est un 

biomarqueur persistant (au-delà de 30 jours) détectable dans le plasma et les urines. 
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Le travail effectué a permis de mettre en place une méthode analytique spécifique à 

l’ypérite, sensible, capable de quantifier des biomarqueurs d’exposition persistants, présents 

dans les fluides biologiques et adaptés à 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 à 60%. La séparation et la détection sont réalisées par un 

système UHPLC-MS/MS en utilisant le mode de scan MRM. Ce couplage permet de quantifier 

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

 

Nous avons ensuite, dans un deuxième 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 l’excrétion des biomarqueurs. Nous avons tout 

d’abord pu montrer que l’adduit N7Gua-CEES est formé dans l’ADN nucléaire, ce qui avait 

déjà 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 grâce à leur présence dans le milieu de culture. Le 

biomarqueur NAC-CEES n’a pas été détecté dans les milieux de culture même avec la dose de 

CEES la plus élevée.  

Une application de ces biomarqueurs chez l’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 l’IRBA. Dans le plasma, tous les biomarqueurs ont été 

détectés. Cependant après 14 jours, seul NAC-CEES est quantifiable chez l’ensemble des 

souris. Toutes ces expériences biologiques in vitro et in vivo réalisées avec du CEES permettent 

de conclure à la pertinence biologique des biomarqueurs choisis au début des travaux de cette 

thèse. Après exposition, l’adduit à la position N7 de la guanine est formé puis excrété par les 

cellules pour se retrouver dans le système sanguin jusqu’à 7 jours chez toutes les souris et 14 

jours dans la moitié des cas. Le premier conjugué de la voie de l’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-delà du 7ème jour à 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 après l’exposition. 

 

De plus, l’adduit N7Gua-CEES libre et les métabolites de la voie de l’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 

l’organisme via la circulation sanguine pour atteindre des organes internes. C’est d’ailleurs ce 

que suggère la présence des biomarqueurs dans le plasma. Une autre explication non exclusive 

pourrait être 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 l’effet systémique de l’ypérite, leurs résultats sont présentés dans la 

publication (Annexe 2). 

 

Grâce à ces premiers travaux préliminaires utilisant le CEES, le développement d’une 

méthode de quantification de biomarqueurs spécifiques à l’ypérite a été facilité. L’ensemble 

des outils d’analyse ont été mis en place pour l’analyse dans du plasma des biomarqueurs de 

l’ypérite choisis : Cys-Yp, NAC-Yp et N7Gua-Yp. Afin de pouvoir synthétiser les standards de 

l’ypérite, le CESE a été utilisé. Tout comme le CEES, il peut être considéré comme un analogue 

de l’ypérite. Le CESE, de par ses propriétés physico-chimiques, sa toxicité, et sa capacité à 

former des mono-adduits et des mono-conjugués exactement identiques à ceux de l’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 être utilisée pour l’analyse de plasma dans le cadre d’une exposition à l’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 être possible de 

réduire le temps d’analyse et d’améliorer le lavage de l’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 être aussi intéressant d’adapter la préparation 

d’échantillon à un prélèvement 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) à des fins de 

diagnostics. Les avantages de ce type de prélèvement, facilement utilisable dans un contexte 

NRBC(E), sont : moins de volume sanguin nécessaire ; la collecte de sang est simple, peu 

invasif et peu coûteux ; le risque de contamination bactérienne ou une hémolyse est minime ; 

et les échantillons peuvent être conservées pendant de longues périodes avec presque aucune 

détérioration des analytes. Cette technique a déjà fait l’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 à l’ADN de l’ypérite [163]. 

Il serait également important de compléter les études in vivo. Pour cela, des traitements 

de souris pourraient être fait avec de l’ypérite ou du CESE, pour confirmer les résultats 

obtenus avec le CEES et avoir des prélèvements de fluides biologiques au-delà 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. 



 222 

  



 223 

 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 fœtal (SVF), la trypsine (0,5 

g/L) /EDTA (0,2 g/L ; acide éthylènediaminetétraacétique), la pénicilline-streptomycine 

(pénicilline à 5 000 U/ml et streptomycine à 5 000 µg/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 cm2) et des boîtes de Pétri fournies par 

Falcon® de Corning, de même que les tubes utilisés pour la récolte des cellules et les cryotubes 

pour leur congélation. 

Le comptage a été effectué à l’aide du compteur automatique Countess™ de chez 

Invitrogen. Un volume de 10 μL de cellules en suspension est mélangé à 10 μL d’une solution 

de bleu de trypan. Le principe du comptage des cellules repose sur la capacité des cellules 

vivantes à 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 fœtal, 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 cm2 (volume final 10 ml) placées 

dans un incubateur à 37°C dont l’atmosphère est enrichie à 5% de dioxyde de carbone (CO2). 

Les HaCaT sont des cellules adhérentes qui poussent donc fixées à un support (formation d’un 

tapis cellulaire sur la paroi de la flasque). Les cellules ont été divisées une fois par semaine à 

raison d’une dilution au 1/12ème pour chaque passage. Pour cela, les cellules ont été rincées 

avec du PBS puis trypsinées avec 3 mL de trypsine/EDTA pendant 10 min à 37°C pour obtenir 

des cellules en suspension. L’action de la trypsine a été interrompue par l’ajout de milieu de 

culture. Les cellules ont été ensuite centrifugées (5 min, 1200 x g) avec l’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 boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre au nombre 

de 14 300/cm2. Les traitements ont été faits en tripliquât pour chaque concentration de CEES 

(0 ; 1 ; 2 ; 5 et 10 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 à température ambiante. Après le traitement, les cellules sont lavées deux fois avec du 

PBS pour enlever toutes traces de CEES. Les cellules sont incubées pendant 6h à 37°C avec du 

milieu de culture « frais ». Pour finir, après ce temps d’incubation, le milieu est collecté et 

conservé à -20°C, avant d’être purifié par SPE. De leur côté, les cellules sont trypsinées. Après 

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 à nouveau centrifugés (400 x g, 5min) 

avec élimination du surnageant. Les culots sont ainsi congelés à -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 à raison de 150 000 

cellules/mL. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 24h à l’issue desquelles elles ont été 

exposées à une gamme de 8 concentrations de CEES (de 0 à 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 l’issue de l’exposition, 

le PBS a été enlevé et remplacé par 3 mL de milieu de culture. Les cellules ont alors été incubées 

pendant 24 h à 37°C. Ensuite, 200 μL d’une solution de MTT à 10% (5 mg/mL) ont été ajoutés 

à chacune des boîtes de Pétri et les cellules ont été à nouveau incubées à 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 µL de chaque Pétri 

ont été transférés dans une plaque 96 puits et l’absorption à 570 nm mesurée dans un lecteur 

de plaque SpectraMax M2 (Molecular Devices). Le pourcentage de survie cellulaire a été 

déterminé par rapport aux cellules contrôle 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’après l’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 fœtal (SVF), trypsine-EDTA (0,5 g/L trypsine, 0,2 g/L EDTA), la pénicilline-

streptomycine (pénicilline à 5 000 U/ml et streptomycine à 5 000 µg/mL), le PBS sans calcium 

et sans magnésium, le BPE et l’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 cm2) fournies par Falcon® de Corning, 

de même que les boîtes de Pétri. Les tubes utilisés pour la récolte des cellules viennent de 

Falcon. 
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Le comptage a été effectué à l’aide du compteur automatique Countess™ de chez 

Invitrogen. Un volume de 10 μL de cellules en suspension est mélangé à 10 μL 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 

être conservées 48h au maximum à 4°C dans du milieu DMEM-F12 supplémenté par 5% (v/v) 

de pénicillines-streptomycine. Les explants de peau ont été placés dans du PBS contenant 0,4% 

(v/v) de bétadine pendant 15 min à température ambiante. Ils ont ensuite été transvasés dans 

des boîtes 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 plaçant dans le couvercle de la boîte de 

Pétri où ils ont été étalés du côté épiderme. Le tissu adipeux a alors été retiré à l’aide d’un 

scalpel et les échantillons de peau ont été incubés à 4°C sur la nuit dans une solution de 

trypsine (0,5% v/v) à laquelle a été ajoutée 10% (v/v) de pénicilline-streptomycine. 

Les échantillons de peau ont été incubés le lendemain à 37°C pendant 1 h et ont été ensuite 

transvasés dans des boîtes de Pétri contenant 10 mL de PBS supplémenté par 10% (v/v) de 

pénicilline-streptomycine et 10% (v/v) de SVF. Ils ont de nouveau été traités isolément en les 

plaçant dans le couvercle de la boîte de Pétri où ils ont été étalés du côté épiderme. Les cellules 

mortes ont été éliminées par un grattage délicat effectué à l’aide d’un scalpel. Puis, les 

échantillons ont été placés dans une autre boîte de Pétri contenant 10 mL de PBS auquel a été 

ajouté 10% (v/v) de pénicilline-streptomycine et 10% (v/v) de SVF. Là, les kératinocytes ont 

été isolés par un grattage énergique au scalpel jusqu’à 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 première filtration des cellules a été réalisée avec une compresse stérile suivie d’une 

seconde filtration effectuée avec un tamis cellulaire. Les kératinocytes ont alors été centrifugés 

(10 min, 8000 x g) après comptage (Countess™). Les cellules ont été resuspendues dans du 

milieu KSFM supplémenté par 25 μg/mL de BPE et 0,9 ng/mL de EGF. Vingt mille à 40000 

cellules/cm2 ont été réparties dans des flasques de 175 cm2 avec un volume final de milieu 

KSFM de 30 mL. De la primocine a été ajoutée (50 μg/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 à 37°C dans une atmosphère 

enrichie à 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 à 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) après 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 à -80°C 

avant d’être conservés dans de l’azote liquide. 

 

1.2.3. Culture des kératinocytes primaires 

Les kératinocytes primaires sont cultivés dans un milieu KSFM supplémenté par 25 

μg/mL de BPE et 0,9 ng/mL de EGF. 

L’amplification des cellules se fait dans des flasques de 75 cm2 (volume final 15 ml) placées 

dans un incubateur à 37°C dont l’atmosphère est enrichie à 5% de dioxyde de carbone (CO2). 

Les kératinocytes sont des cellules adhérentes qui poussent donc fixées à un support 

(formation d’un tapis cellulaire sur la paroi de la flasque). Après décongélation, un autre 

passage est effectué au bout de 8 jours où les cellules sont ensemencées dans les boîtes 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 à 37°C pour obtenir des cellules en suspension. 

L’action de la trypsine a été interrompue par l’ajout de PBS contenant 10% (v/v) de SVF. Les 

cellules ont été ensuite centrifugées (5 min, 1200 x g) avec l’appareil Megafuge 1.0R (Heraeus). 

Elles ont été suspendues dans du milieu de culture et réparties dans des boîtes de Pétri. 

 

1.2.4. Traitements des cellules primaires 

Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre au nombre 

de 18 800/cm2. Les traitements ont été faits en tripliquâts 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 à température ambiante. Après 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 à 37°C avec du milieu de culture « frais ». Après ce temps 

d’incubation, d’un côté, le milieu est collecté et conservé à -20°C, avant d’être analysé. De 
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l’autre côté, les cellules sont trypsinées. Après 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 à nouveau centrifugés (400 x g, 5min) avec 

élimination du surnageant. Les culots sont ainsi congelés à -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 à raison de 120 

000 cellules/mL. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 24h à l’issue desquelles elles ont 

été exposées à une gamme de 6 concentrations de CEES ou de CESE (de 0 à 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 l’exposition, le PBS a été enlevé et remplacé par 3 mL de milieu de culture. 

Les cellules ont alors été incubées pendant 24 h à 37°C. Ensuite, 200 μL d’une solution de MTT 

à 10% (5 mg/mL) ont été ajoutés à chacune des boîtes de Pétri et les cellules ont été à nouveau 

incubées à 37°C pendant 2h. Les cellules ont été révélées avec 2 mL de DMSO ajoutés aux 

boîtes de Pétri pour solubiliser les cristaux de formazan créés par la succinate déshydrogénase. 

Ensuite, 200µl de chaque pétri ont été transférés dans une plaque 96 puits et l’absorption à 570 

nm mesurée dans un lecteur de plaque SpectraMax iD3 (Molecular Devices). Le pourcentage 

de survie cellulaire a été déterminé par rapport aux cellules contrôle non traitées au CEES ou 

CESE. 

 

1.3. Extraction de l’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 (MgCl2) 5 mM, hydrochlorure de trishydroxyméthylaminoéthane (Tris-HCl) 

10 mM, déferoxamine 0,1 mM, pH 7,5) contenant 1 % (v/v) de triton X-100. Les noyaux ont été 

récupérés après centrifugation (5 min, 1500 x g) avec l’appareil Megafuge 40R (Heraeus). Puis 



 231 

les membranes nucléaires ont été lysées et l’ADN extrait en ajoutant un second tampon 

(tampon B : EDTA- Na2 5 mM, Tris-HCl 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) à 37°C pendant 15 min. Les échantillons ont été ensuite incubés pendant 1 h 

à 37°C après l’ajout de 15 μL (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-HCl 40 mM, déferoxamine 0,3 mM, pH 8) et 3,3 volumes 

de propan-2-ol absolu. Le culot d’ADN obtenu après centrifugation (5 min, 5000 x g) a ensuite 

lavé successivement par du propan-2-ol (40% dans l’eau, v/v) et de l’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 après l’opération de chirurgie plastique 

mammaire de patients sains ayant donné leur consentement (Centre Hospitalier Universitaire 

de Grenoble, France) d’après l’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 à 5 000 U/ml et 

streptomycine à 5 000 µg/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 diamètre interne, 

membrane avec une porosité de 1 µm et les plaques multi-puits de 12 puits (stérile avec 

couvercle) viennent de Greiner Bio-One. 
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2.2. Préparation 

Après l’intervention chirurgicale, la peau a été immédiatement transportée jusqu’au 

laboratoire à température ambiante dans des tubes de 50 mL. Après réception, la peau est 

directement désinfectée avec du PBS contenant de la Bétadine à 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 

l’épiderme. Finalement, les biopsies de peau ont été faite à l’aide d’un trépan appelé 

communément « punch », stérile à usage unique, qui correspond à un bistouri circulaire qui 

permet de récupérer une carotte de peau de 12 mm de diamètre. 

 

2.3. Traitement 

Les biopsies de peau ont été placées, côté 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 µL), 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 5µL 

de dichlorométhane ont été déposés sur la peau (face épiderme), correspondant à un dépôt de 

0 ; 0,08 ; 0,16 ; 0,40 µmol de CEES respectivement. Un temps d’attente de 30 s avant de placer 

le couvercle de la plaque multi-puits permet l’évaporation du dichlorométhane. Ensuite, les 

biopsies ont été incubées à 37°C dans un incubateur (5% de CO2). Trois temps d’incubation 

ont été choisis : 1 h, 6 h et 24 h. Après ces temps, le milieu des échantillons a été récupéré et 

directement congelé à -20°C avant la purification par SPE. Les biopsies de peau ont été aussi 

congelées à -20°C jusqu’à extraction de leur ADN. Ces expériences ont été faites avec deux 

donneurs, en effectuant des tripliquâts 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 première étape a été un broyage 

mécanique à l’aide d’un TissueLyzer II (15min, 25Hz) de Qiagen (Courtaboeuf, France) après 

avoir ajouté 350 μL de tampon ATL et une bille d’acier (retirée après broyage) à chaque biopsie. 

Une première lyse des tissus a été réalisée en ajoutant la protéinase K pendant 3 h à 55°C. 
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Après un traitement à la RNase A (100 μg/mL), une seconde étape de lyse a été effectuée en 

ajoutant 400 μL de tampon AL (70°C, 10 min). Les échantillons ont alors été introduits dans 

des colonnes après avoir ajouté 400 μL d’éthanol absolu. Les débris cellulaires ont été éliminés 

par l’ajout successif des tampons AW1 et AW2, précédé à chaque fois d’une centrifugation (5 

min, 6300 x g). Finalement, l’ADN a été élué des colonnes par deux ajouts successifs de 100 μL 

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 l’IRBA et ce en accord avec la législation française (décret 2013-118) 

et européenne (décret 2010/63). Les traitements ont été effectués par l’IRBA sur leur site à 

Brétigny-sur-Orge. N’ayant pas réalisé nous-mêmes ces expériences animales, nous détaillons 

seulement le type d’exposition et les analyses faites à partir des tissus reçus (cerveaux et 

plasmas). 

 

3.1. Exposition vapeur 

Sous une sorbonne, les souris ont été exposées à des vapeurs saturantes de CEES par un 

système occlusif réalisé à l’IRBA (Figure 88). Ce système est composé d’un bouchon à vis en 

propylène (8 mm de diamètre, 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 diamètre en papier filtre Whatman® 

(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 à exposer. Avec ce système, les souris sont exposées aux vapeurs générées 

par le CEES liquide. Les souris ont été exposées pendant 30 min. Après 4 h, les souris ont été 

décontaminées par du savon et de l’eau. Les souris ont été sacrifiées après 1 jour, 3 jours, 7 

jours, 14 jours. Le sang a été prélevé au niveau du cœur. Le plasma a été récupéré par 

centrifugation (2000 x g, 10 min, 4°C) puis congelé. 
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Figure 88 : Schéma de l'exposition cutanée des souris SKH-1 en utilisant un bouchon de vial HPLC. 

 

3.2. Broyage des tissus et extraction de l’ADN 

La moitié de chaque cerveau a été broyée. Le broyage a été effectué à l’aide d’un broyeur 

de tissus de type Potter, constitué d’un tube cylindrique en verre borosilicaté (2mL) et d’un 

piston en métal à embout rond en téflon (Dutscher, Brumath, France). Le piston a été fixé à 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 plaçant le tube en verre contenant l’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’après 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 décongèlent. A ce stade, les EI du 
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CEES sont ajoutés. La première étape a été un broyage mécanique à l’aide d’un TissueLyzer II 

(4min, 25Hz) de Qiagen (Courtaboeuf, France), dont les blocs ont été préalablement refroidis 

à -20°C, après avoir ajouté 300 μL d’un mélange méthanol : chloroforme (2 : 1) et une bille 

d’acier dans chaque tube. Après ce broyage, les tubes sont centrifugés en mode « pulse » 

jusqu’à 1000 x g, puis les billes en acier sont récupérées avant de replacer les échantillons dans 

la glace. Successivement, 100 µL d’eau froide (refroidie à 4°C) et 100 µL de méthanol (refroidi 

à -20°C) sont ajoutés. Les échantillons sont vortexés jusqu’à l’obtention d’un mélange 

homogène. Afin de séparer les métabolites polaires et apolaires, les tubes sont centrifugés à 

10 000 x g pendant 10 min à 4°C. Les échantillons sont à 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 µL d’eau MilliQ. Les 

échantillons sont vortexés jusqu’à l’obtention d’une solution homogène puis centrifugés à 

10 000 x g pendant 10 min à 20°C. Le surnageant est filtré à l’aide des filtres VWR de 0,22 µm 

en centrifugeant à 10 000 x g pendant 10 min à 20°C. Le filtrat est transféré dans des vials pour 

l’analyse. 

 

3.4. Les fluides biologiques 

Les plasmas des souris ont été décongelés. Ils ont été dopés par ajout de 10 µL (0,5 µM) de 

EI du CEES à 90 µL de plasma. Les échantillons sont ensuite filtrés à l’aide des filtres VWR de 

0,22 µm (filtration à 8 000 x g pendant 5 min à 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 à 8 000 x g. La solution incolore obtenue est transvasée dans les vials pour l’analyse. 

 

4. Digestion de l’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 

μL d’un premier tampon (acide succinique 50 mM, CaCl2 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 à 37°C. Puis, pour chaque échantillon, 10 μL 
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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 à 37°C pendant 

2h. 

Pour la mesure des adduits de l’ypérite et du CEES dans l’ADN, le protocole a été 

poursuivi en chauffant les échantillons à 90°C pendant 20 min. Cela permet de dépuriner 

complètement les adduits instables en position N7 de la guanine, formés par ces deux toxiques. 

 

5. Synthèse 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 à essai. Du CEES (5 µL, 2,9 mM) a été ajouté dans chaque 

tube. La réaction a duré toute la nuit à 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 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 système 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 µm dp, Uptisphere, Interchim, Montluçon, France), un 

détecteur UV-Vis de Merck (Munich, Germany) réglé à 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) à un débit de 1 mL/min a été utilisé. Des 

fractions de 2 mL ont été collectées dont 20 µL ont été analysés par UHPLC-MS/MS. Les 

fractions d’intérêt 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 l’eau MilliQ. 

Les standards purs ont été calibrés par UHPLC couplée à un détecteur UV à 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 à 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 µL) a été ajouté à l’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 à 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 µL de chaque fraction a été analysées par UHPLC-MS/MS. Les 

fractions d’intérêt ont été regroupées. Les solutions finales ont été lyophilisées puis 

suspendues avec de l’eau MilliQ. Les étalons internes purifiés ont été calibrés par UHPLC-

MS/MS à 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 à 18 mM), soit 12,2 mg de NAC (solution finale de NAC à 15 mM), 

soit 10,6 mg de dGuo (solution finale de dGuo à 7mM). Chaque solution a été préparée dans 

un tube à essai. Du CESE (7 µL, 10,0 mM) a été ajouté dans les tubes de cystéine et de NAC. 

Dans celui de dGuo y a été ajouté 5 µL (7,1 mM) de CESE. La réaction a duré toute la nuit à 

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 système 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 µm dp, 

Uptisphere, Interchim, Montluçon, France), un détecteur UV-Vis de Merck (Munich, 

Germany) réglé à 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) à un débit de 1 mL/min a été utilisé. Des fractions de 2 mL ont été collectées 
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dont 20 µL ont été analysés par UHPLC-MS/MS. Les fractions d’intérêt 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 l’eau MilliQ. Les standards purs ont été calibrés par 

UHPLC couplée à un détecteur UV à barrettes de diodes. 

 

5.4. Etalons internes de l’ypérite 

Des solutions de 10 mM de chaque biomolécule marquée ont été préparées (Cys *, NAC* 

et dGuo*) dans du PBS à 1/10. 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 déjà été 

préparées lors de la synthèse des étalons internes du CEES. Le CESE pur (10 µL) a été ajouté 

aux solutions de Cys* (10mM), de dGuo* (10mM) et de NAC* (10mM). La réaction a été 

maintenue toute la nuit à 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 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 µL de chaque fraction a été analysées par UHPLC-

MS/MS. Les fractions d’intérêt ont été regroupées. Les solutions finales ont été lyophilisées 

puis suspendues avec de l’eau MilliQ. Les étalons internes purifiés ont été calibrés par 

UHPLC-MS/MS à 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 µm de 100 

mg à l’aide d’un système manifold à 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 à purifier (500 µL) est d’abord dopé par ajout de EI (10 

µL, 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 dernière étape, l’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 µL de formiate d’ammonium en solution aqueuse à 10 M dans 200 mL de méthanol. L’éluat 

est collecté dans des tube à hémolyse puis séché au Speed Vac à 35°C. Les échantillons sont 

reconstitués dans 200 µL d’eau et conservés à -20°C jusqu’à leur analyse par UHPLC-MS/MS. 

 

Figure 89 Protocole optimisé de l'extraction sur phase solide pour la colonne polymérique de 100mg. 

C : Conditionnement, D : Dépôt, 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, diamètre interne : 2 mm, diamètre des particules : 5 

µm) 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 qualité HPLC-MS (avec 

du formiate d’ammonium à 5 mM). Le débit est fixé à 500 µL/min. Le four de la colonne est 

réglé à 50°C. Les conditions initiales sont 0% de la phase mobile B. La proportion de B 

augmente linéairement jusqu’à 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, diamètre interne : 2 mm, diamètre des particules : 5 µm). 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 qualité HPLC-MS (avec du formiate d’ammonium à 5 mM). Le débit est 

fixé à 180 µL/min. Le four de la colonne est réglé à 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 chaîne 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 système 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, diamètre interne : 2 mm, diamètre des particules : 1,8µm). La phase mobile A est de l’eau 

ultra-pure tamponnée avec du formiate d’ammonium (2 mM) et de l’acide formique (0,2%). 

La phase mobile B est d’acétonitrile de qualité HPLC-MS. 

 

7.1.1. Quantification du biomarqueur N7Gua-CEES dans l’ADN 

Les conditions initiales sont 2% de la phase mobile B pendant 5 min. La proportion de B 

augmente jusqu’à 8% entre 5 et 8 min suivi d’un gradient plus important pour atteindre 40% 

de B à 11,5 min. Ensuite, un plateau de 1 min à 95% de B est maintenu avant un retour aux 

conditions initiales à partir de 12,6 min. Le temps d’analyse total est de 15 min. Le débit est 

fixé à 350 µL/min. Le four de la colonne est réglé à 40°C alors que le passeur automatique 

d’échantillons conserve les vials à 15°C. La quantité de bases normales de l’ADN, détectées 

sous forme de nucléosides, est déterminée par le détecteur UV (λ 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’à 35% entre 1,2 et 7,2 min d’un plateau de 1 min à 70% de B avant 

un retour aux conditions initiales à partir de 8,4 min. Le temps d’analyse total est de 11 min. 

Le débit est fixé à 400 µL/min. Le four de la colonne est réglé à 50°C alors que le passeur 

automatique d’échantillons conserve les vials à 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’à 60% entre 2 et 11 min d’un plateau de 1 min à 60% de B avant 

un retour aux conditions initiales à partir de 12 min. Le temps d’analyse total est de 14 min. 

Le débit est fixé à 400 µL/min. Le four de la colonne est réglé à 50°C alors que le passeur 

automatique d’échantillons conserve les vials à 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 l’ypérite dans 

le plasma 

La phase mobile B est du méthanol de qualité HPLC-MS tamponnée avec du formiate 

d’ammonium (2 mM) et de l’acide formique (0,2%). La phase mobile A reste l’eau ultra-pure 

tamponnée avec du formiate d’ammonium (2 mM) et de l’acide formique (0,2%). 

Les conditions initiales sont 1% de la phase mobile B pendant 2 min. La proportion de B 

augmente linéairement jusqu’à 10% entre 2 et 4 min puis jusqu’à 60% entre 4 min et 8min. Il y 

a un plateau de 1 min à 60% de B avant un retour aux conditions initiales à partir de 9,1 min. 

Le temps d’analyse total est de 11 min. Le débit est fixé à 400 µL/min. Le four de la colonne 

est réglé à 50°C alors que le passeur automatique d’échantillons conserve les vials à 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 système 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 paramètres 

du SM ont été optimisés au tout début de ces travaux de thèse avec les biomarqueurs du CEES. 

Ces paramètres sont restés inchangés pour les différences méthodes développées, ils sont 

présentés dans le Tableau 18. D’autres paramètres sont dépendants des transitions utilisées en 

MRM. Le Tableau 19 résume l’ensemble des paramètres 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 l’ensemble des paramètres de chaque transition de la méthode 

validée pour les biomarqueurs de l’ypérite dans le plasma dont le Dwell Time est de 150 msec. 

 

Figure 90 : Représentation du spectromètre de masse utilisé pendant ces travaux, le QTRAP 6500+ de 

Sciex. 

 

Tableau 18 : Paramètres invariables dans ces travaux de thèse de la source du SM. 
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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 paramètres optimisés en 

spectrométrie de masse. 

 

Tableau 20 : Les transitions MRM utilisées pour la méthode validée au chapitre 5 pour les 

biomarqueurs de l’ypérite et leurs EI dans le plasma, et leurs paramètres optimisés en spectrométrie de 

masse. Le paramètre « dwell time » est identique pour toutes les transitions et ficé à 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.   

 



 245 

 Liste des communications



 246 

 
1. Publications 

Roser M., Béal D., Eldin C., Gudimard L., Caffin F., Gros-Désormeaux F., Léonço D., 

Fenaille F., Junot C., Piérard C., Douki T.(2021) Specific biomarkers from the mercapturate 

pathway for retrospective detection of sulfur mustard exposure: glutathione, cysteine, and N-

acetyl-cysteine conjugates. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 413, 1337-1351 

Gilardoni M., Léonço D., Caffin F., Gros-Désormeaux F., Eldin C., Béal D., Ouzia S., Junot 

C., Fenaille F., Piérard C.; Douki T., Evidence for the systemic diffusion of (2-chloroethyl)-

ethyl-sulfide, a sulfur mustard simulant, and its deleterious effects in brain. Toxicology 

2. Présentations orales 

Evaluation de l’exposition à un simulant de l’ypérite grâce aux conjugués du glutathion et 

à un adduit de l’ADN. - Congrès SFTA – septembre 2021 – Biarritz (à venir) 

 

3. Posters 

 

Des biomarqueurs d’exposition aux agents vésicants – Journées NRBC du CEA – janvier 

2019 – Paris Saclay 

 

De nouveaux biomarqueurs spécifiques pour l’évaluation de l’exposition à l’ypérite – 

Journées NRBC du CEA – janvier 2020 – Paris Saclay 

 

Glutathione, cysteine, and N-acetyl-cysteine conjugates as biomarkers of exposure to 

sulphur mustard for a specific and non-invasive analytical method – Congrès SOT – mars 

2020 – Anaheim (e-poster car congrès annulé) 

 

4. Autre 
 

Participation, après sélections des candidats, au Global Young Scientists Summits – janvier 

2021 – Singapour (congrès en-ligne)



 247 

 Glossaire de termes médicaux 
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Aérosol β2 

mimétique  

Traitement de la crise d’asthme. 

Anémie État morbide dû à un appauvrissement du sang dans lequel on 

constate une diminution du nombre des globules rouges, et qui 

se manifeste notamment par une pâleur extrême de la peau. 

Asthénie Affaiblissement pathologique de l'état général. 

Atélectasie Pathologie de l'appareil respiratoire. Elle correspond à 

l'affaissement des alvéoles de tout ou partie d'un des deux 

poumons 

Blépharospasme Spasme des muscles orbiculaires de l'œil provoquant un 

clignement involontaire et une fermeture de l'œil. 

Bronchopneumonie Inflammation plus ou moins étendue des bronches, des 

bronchioles, et des alvéoles pulmonaires, ainsi que du tissu 

interstitiel pulmonaire, c'est-à-dire du parenchyme (tissu situé 

entre ces organes). 

Dysphonie Trouble de la voix qui peut concerner son intensité, sa hauteur et 

son timbre. Elle peut notamment être d’origine inflammatoire, 

traumatique, tumorale ou nerveuse. 

Dyspnée Inconfort respiratoire qui peut avoir des causes pulmonaires, 

cardiaques ou générales. 

Effet systémique Systémique est le terme médical utilisé pour qualifier un trouble 

qui affecte la totalité de l'organisme et non pas seulement une 

partie du corps. 

Érythème Rougeur congestive de la peau, plus ou moins étendue, qui 

résulte d'une dilatation des vaisseaux sanguins cutanés 

expliquant le phénomène de vitropression (la rougeur disparait à 

l'appui). 

Expectoration Action de rejeter par la bouche les mucosités des voies 

respiratoires. 

Hyperleucocytose Élévation anormale du nombre des leucocytes. 

Irritation 

conjonctivale 

Inflammation de la muqueuse lisse et transparente qui tapisse la 

paroi intérieure de la paupière et la face externe du globe 

oculaire, et qui unit ces organes en leur permettant de glisser l'un 

sur l'autre. 

Laryngite Inflammation du larynx. 
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Leucopénie Diminution du nombre des globules blancs circulant dans le 

sang au-dessous d'un certain taux. 

Nécrose Processus d'altération aboutissant à la destruction d'une cellule, 

d'un tissu organique. 

Oedème 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 l'empreinte 

du doigt. 

Pharyngite Inflammation du pharynx qui peut avoir des origines diverses, 

notamment microbienne, toxique, allergique. 

Photophobie Crainte de la lumière vive due à certaines affections nerveuses ou 

à une extrême sensibilité de la rétine dans certaines affections 

oculaires. 

Prurit Sensation de démangeaison cutanée due à 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. 

Rhinite Inflammation de la muqueuse nasale. 

Thrombopénie Trouble de la coagulation provoqué par une diminution du 

nombre de plaquettes. 

Trachéo-bronchite Inflammation de la trachée et des voies respiratoires se ramifiant 

à partir de la trachée, causée par une infection. 

Vésication Formation d'ampoules sur la peau, causées par un vésicatoire. 

Vésication 

palpébrale 

Vésication de la conjonctive palpébrale, membrane qui forme la 

partie inférieure de la paupière. 

Vésicule Cloque remplie de liquide transparent. 
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Annexe 1 : Publication acceptée sur les résultats des traitements des HaCaT et 

des explants de peau humaine.  
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Annexe 2 : Publication acceptée sur les résultats des traitements des souris par du CEES.  
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Quantification de biomarqueurs d’exposition à des agents vésicants dans 
des matrices biologiques facilement accessibles. 

Dans le domaine de la menace chimique l’un des principaux enjeux consiste à avoir accès 
à des méthodes de suivi biologique pour l’identification des toxiques et l’évaluation de 
l’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 thèse. Cette étude vise à mettre en 
place une méthode analytique spécifique à l’ypérite, sensible, capable de quantifier des 
biomarqueurs d’exposition persistants, présents dans les fluides biologiques et adaptés à une 
analyse par couplage de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse (UHPLC-
MS/MS). A travers diverses expérimentations biologiques, à 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 l’ADN, N7Guanine-CEES, a été détecté pour tous les modèles 
utilisés. Dans le plasma de souris, il est persistant jusqu’à 14 jours. Le conjugué au glutathion, 
GSH-CEES, est éphémère et proche des limites de détection puisqu’il est rapidement 
transformé en conjugué à la cystéine, CYS-CEES. La quantité de Cys-CEES est élevée par 
rapport aux autres biomarqueurs quel que soit le modèle biologique mais son analyse est 
complexe de par son caractère polaire et la présence d’interférents. Ce conjugué est transformé 
en conjugué à l’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 
l’ypérite en intégrant la SPE en ligne. Cette méthode validée permet de détecter rapidement 
dans le plasma humain les biomarqueurs de l’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. 


