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Titre : Etudes des atteintes cutanées et cérébrales induites par l’ypérite, un agent chimique de guerre vésicant : Pertinence et intérêt de son analogue 

CEES 

Mots clés : ypérite, CEES, peau, connexine-43, cerveau, effets comportementaux  

Résumé : L’ypérite, ou gaz moutarde (HD), est un agent chimique de 

guerre vésicant utilisé pour la première fois en 1917. L’ypérite affecte de 

nombreux organes dont les yeux, les poumons et la peau sur laquelle elle 

induit des phlyctènes caractéristiques de son intoxication. De plus, 

plusieurs publications décrivent des effets psychiques chez des victimes 

ayant été exposées à l’ypérite. Son utilisation est prohibée par la 

Convention sur l’Interdiction des Armes Chimiques (CIAC). Elle est 

uniquement possible à des fins de recherche, dans des laboratoires 

habilités, dont l’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA). De 

ce fait, de nombreux laboratoires sont contraints de substituer l’ypérite par 

des analogues tels que le 2-chloroéthyl-éthylsulfide (CEES), très proche 

structurellement. Cette thèse comporte deux parties en lien avec l’ypérite 

: une partie cutanée et une partie cérébrale.  

Dans le cadre de la partie cutanée, nous avons tout d’abord mis au 

point un protocole d’exposition aux vapeurs de CEES sur des souris SKH-

1 afin d’induire des lésions semblables à celles provoquées par l’ypérite. 

Nous avons ensuite comparé plusieurs paramètres physiologiques et 

cutanés (taille des lésions, perte insensible en eau, hydratation, couleur) et 

effectué des analyses d’histologie et de biologie moléculaire à partir de 

biopsies de peau. Les résultats ont montré que le CEES et l’ypérite 

induisent tous deux des nécroses profondes. Cependant, le stade 

nécrotique a été atteint plus rapidement avec l’ypérite qu’avec le CEES (J1 

vs J3 post-exposition). De plus, l’intensité des lésions induites par l’ypérite 

était plus forte notamment en termes d’inflammation. Malgré cela, les 

lésions induites avec les deux agents ont abouti à un état lésionnel 

similaire en fin de procédure (J14 post-exposition). Par ailleurs, la Cx-43, 

protéine ubiquitaire impliquée dans la cicatrisation cutanée, était 

dérégulée avec les deux agents. Cette dérégulation de la Cx-43 pourrait 

ainsi participer à la chronicité des lésions. Le CEES semble donc être un 

analogue pertinent de l’ypérite pour évaluer de nouveaux traitements. Afin 

d’accélérer la cicatrisation des lésions induites par le CEES, nous avons 

choisi de réguler négativement la Cx-43 à l’aide d’un ARN antisens anti Cx-

43 et du peptide ACT1. Ces deux molécules candidates ont été appliquées 

quotidiennement par voie topique, jusqu’à J3. Cependant, les résultats ont 

montré que les molécules étudiées n’ont pas permis d’accélérer la 

cicatrisation cutanée. Un changement de mode d’administration pourrait 

permettre d’améliorer la biodisponibilité de ces molécules.  

Dans le cadre de la partie cérébrale, nous avons exposé par voie 

cutanée des souris C57/Bl6J au CEES pur ou dilué ainsi qu’à de l’acide 

chlorhydrique (témoin brûlure). Les performances cognitives et le statut 

émotionnel des souris ont ensuite été évalués grâce à des tests 

comportementaux standardisés réalisés jusqu’à J5. Les résultats ont 

montré que contrairement aux autres groupes, les souris exposées au CEES 

pur présentaient un état anxieux dans les tests du labyrinthe en croix 

surélevé et de l’open-field. De plus, un déficit en mémoire de travail a été 

observé dans le test du labyrinthe en T. Parallèlement, une étude 

analytique a mis en évidence la présence d’adduits du CEES dans les 

cerveaux de souris SKH-1 exposées par voie cutanée. La présence 

d’adduits cérébraux pourrait être liée aux effets comportementaux 

observés. Une étude de corrélation entre le taux d’adduits cérébraux et les 

performances des souris serait nécessaire pour explorer cette hypothèse. 

Nos travaux de thèse ont donc permis de mettre au point un modèle 

d’exposition aux vapeurs de CEES et d’évaluer la pertinence et l’intérêt du 

CEES en tant qu’analogue de l’ypérite. En conclusion, nos résultats ouvrent 

de nouvelles perspectives de recherches sur les effets physiopathalogiques 

de l’ypérite et de ses contremesures médicales. 

 

 

Title: Cutaneous and cerebral effects of Sulfur Mustard, a chemical vesicant warfare agent: relevance and interest of its analog CEES 

Keywords: sulfur mustard, CEES, skin, connexin-43, brain, behavioral effects 

Abstract: Sulfur mustard (SM), also called mustard gas, is a chemical 

warfare vesicant agent, used for the first time in 1917. SM affects many 

organs such as lungs, eyes and skin. Skin blisters are characteristic of 

vesicant intoxication. Moreover, many publications describe psychic 

disorders in exposed victims. SM use is prohibited by the Chemical 

Weapons Convention (CWC).  Its use is only allowed for research purposes, 

in authorized laboratories, such as Institut de Recherche Biomédicale des 

Armées (IRBA). Consequently, many laboratories need to substitute SM by 

analogs such as the 2-chloroethyl-ethylsulfide (CEES), structurally close to 

SM. This thesis is divided into two topics: cutaneous and cerebral effects 

of SM. 

Regarding the cutaneous topic, we firstly developed a skin exposure 

protocol with CEES vapors in SKH-1 mice in order to induce lesions similar 

to those of SM. Secondly, we compared several physiological and 

cutaneous parameters (size of lesions, transepidermal water loss, 

hydration, color) and performed histology and molecular biology analysis 

from skin biopsies. Results showed that CEES and SM both induce deep 

necrosis. However, necrosis is reached earlier with SM than CEES (D1 vs D3 

post-exposure). In addition, the intensity of the SM-induced skin lesions 

was higher, mainly in term of inflammation. However, the healing status 

was similar for both agents at the end of the experiment (D14 post-

exposure). Furthermore, Cx-43, a ubiquitous protein implied in skin 

healing, was dysregulated with both agents. This dysregulation could 

participate in the chronicity of the lesions. According to these results, CEES 

seems to be a relevant analog of SM to assess new therapeutics. In order 

to accelerate the healing of CEES-induced skin lesions, we chose to 

downregulate the Cx-43 with a Cx-43 asODN and the ACT1 peptide. These 

two molecules were daily topically applied, until D3 post-exposure. 

However, results showed that they did not accelerate healing. A 

modification of the administration mode could enhance the bioavailability 

of these molecules.  

 Regarding the cerebral topic, we exposed C57/Bl6J mice skin to neat 

or diluted CEES, and to hydrochloric acid (burn control). Cognitive 

performance and emotional status were then assessed thanks to 

standardized behavioral tests up to D5 post-exposure. Results showed that 

unlikely to other groups, neat CEES mice exhibited anxiety in the elevated 

plus-maze and in the open-field test. Moreover, a working memory 

impairment was observed in the T-maze test. Furthermore, analytical study 

evidenced the presence of CEES adducts in mice brain after skin exposure. 

Thus, the presence of brain adducts could be linked to the observed 

cognitive and emotional effects. A correlation study between adducts 

levels and mice performance evaluated in behavioral tests would be 

necessary to explore this hypothesis. 

 Our works allowed to develop a model of CEES vapors exposure and 

to evaluate the relevance and interest of CEES as an SM-analog. In 

conclusion, our results offer new perspectives in pathophysiological 

researches on SM and its medical countermeasures.
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RSDL : Reactive Skin Decontamination Lotion  

RT-qPCR : Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction (réaction en chaîne 

par polymérase quantitative à partir d’un échantillon d’ARN) 

s.c. : Sous-cutané 

S : Surface 

SBMSE : 1,1′-sulfonylbis[2-(méthylsulfinyl)éthane] 

SBMTE : 1,1'-sulfonylbis[2-(méthylthio)éthane] 

SEM : Erreur standard de la moyenne 

SPE : Extraction sur phase solide 

SPI : Modèle Sériel, Parallèle et Indépendant 

TDG : Thiodiglycol 

TE Buffer : Tris EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid) 

 TGF-β1 : Transforming Growth Factor-β1 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor alpha 

UHPLC-MS/MS : Chromatographie liquide à ultra haute performance couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem  

ZO- : Zonula Occludens
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I. INTRODUCTION 

 

I.1. Les armes chimiques 

 

Article n°1 : Diversité et propriétés des principales armes chimiques utilisées lors de la 

première guerre mondiale 

 

L’article intitulé « Diversité et propriétés des principales armes chimiques utilisées 

lors de la première guerre mondiale », de Gros-Désormeaux F., Médecine et armées, 2017, 

45, 1, 041-046, retrace l’utilisation des armes chimiques lors de la première guerre mondiale 

et décrit les principales catégories d’armes chimiques qui furent développées.  

La première guerre mondiale fut marquée par l’utilisation massive d’armes chimiques. 

La première arme chimique utilisée fut le dichlore en avril 1915, à Langemark en Belgique. 

Sous l’impulsion du chimiste allemand Fritz Jacob Haber, directeur du Kaiser Wilhelm Institute 

de physico-chimie à Berlin, les allemands ouvrirent des bonbonnes de dichlore afin que les 

nappes de gaz soient portées par le vent jusqu’aux lignes ennemies. Cette attaque mit 15 000 

soldats hors de combat et fit 5 000 morts qui succombèrent principalement d’œdème aigu du 

poumon (1). Cette première attaque fut le début de l’escalade au développement des armes 

chimiques ainsi que des masques et des tenues de protection. Il s’ensuivit une grande variété 

d’agents utilisés par les belligérants afin de contrer les équipements de protection qui se 

développaient en réaction.  

Les agents employés peuvent être classés selon leurs effets recherchés en deux catégories : 

- Les agents incapacitants 

- Les agents létaux 
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Parmi les agents incapacitants, on distingue les irritants lacrymogènes et les irritants 

sternutatoires. Parmi les agents létaux, les principales catégories sont les suffocants, les 

toxiques généraux et les vésicants, bien que ces derniers soient plus incapacitants que létaux 

(2).  

Une description de ces armes chimiques est présentée dans l’article ci-après. 
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I.1.1 Historique : les agents vésicants 

 

Dans ce contexte de guerre chimique, la première utilisation de l’ypérite eut lieu dans 

la nuit du 12 au 13 juillet 1917 à Ypres, lui conférant son nom d’ypérite (3). L’ypérite, ou sulfure 

d’éthyle dichloré (Figure 1), plus connu sous le nom de gaz moutarde, est le chef de file des 

agents vésicants. Elle possédait l’intérêt d’exercer une toxicité à la fois sur les systèmes 

respiratoire et oculaire, et également par voie cutanée. De plus, elle a la faculté de traverser 

de très nombreux matériaux comme le caoutchouc ou le cuir par exemple, utilisés à l’époque 

pour les équipements de protection individuels. 

L’ypérite fut synthétisée pour la première fois en 1822 par le chimiste français César 

Despretz en faisant barboter de l’éthylène dans du dichlorure de soufre (Figure 2). Cependant, 

Despretz n’avait pas noté les propriétés toxiques du composé obtenu, mais uniquement son 

odeur de raifort ou de moutarde, mettant en doute sa synthèse complète (4, 5).  

 

 

Figure 1 : Formule chimique de l'ypérite (sulfure d’éthyle dichloré ou sulfure de 

2,2'‑dichlorodiéthyle) 

 

 

Figure 2 : Synthèse de l'ypérite par Despretz en 1822 (5) 

 

Il a fallu attendre 1860, pour que l’anglais Frederick Guthrie et l’allemand Albert 

Niemann, ayant également synthétisé de l’ypérite, décrivent ses propriétés irritantes. Albert 

Niemann décrivit ainsi les premières propriétés toxiques du liquide huileux obtenu : « la 

moindre trace qui entre en contact avec une quelconque partie de la peau, bien qu’elle ne 

cause aucune douleur au début, produit en quelques heures une rougeur et le lendemain une 



 
27 

 

vésicule sévère, qui suppure pendant longtemps et est très difficile à cicatriser » (6). Niemann 

souffrira par la suite d’effets pulmonaires probablement induits par l’ypérite, provoquant une 

mort précoce à l’âge de 27 ans (5, 7). En 1886, Victor Meyer décrivit sa structure chimique 

complète et produisit de l’ypérite par réaction de 2-chloroéthanol avec du sulfure de 

potassium aqueux obtenant ainsi du thiodiglycol (TDG) qu’il a fait réagir avec du trichlorure 

de phosphore (Figure 3).  

 

 

Figure 3 : Synthèse de l'ypérite par Meyer en 1886 (5) 

 

L’ypérite obtenue par cette réaction dite de Meyer est pure et induit des effets plus 

délétères que l’ypérite obtenue précédemment. Meyer décrivit que même des solutions 

diluées d’ypérite induisaient une inflammation cutanée. Il testa ses vapeurs sur des lapins et 

décrivit des rougeurs au niveau des yeux ainsi que de leur nez au premier jour. Au second jour, 

il décrivit une inflammation de leur nez, oreilles et yeux, avec des paupières « collées » par les 

secrétions lacrymale. Les lapins moururent d’une pneumonie au bout de trois jours (5).  

En 1913, Hans Thacher Clarke remplaça le trichlorure de phosphore par de l’acide 

chlorhydrique concentré (Figure 4) (8).  

 

 

Figure 4 : Synthèse de l'ypérite par Clarke en 1913 (8) 
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La réaction de Meyer fut utilisée comme procédé de fabrication de l’ypérite par les 

Allemands lors de la première guerre mondiale. Les alliés, qui n’avaient pas tous les réactifs à 

disposition, ont utilisé un autre procédé : le procédé Levinstein consistant à faire réagir de 

l’éthylène avec du dichlorure de soufre comme Despretz l’avait fait auparavant. L’ypérite 

obtenue avec ce procédé est cependant moins pure puisqu’elle contient environ 30 % 

d’impuretées, lui conférant la couleur jaune et l’odeur alliacée de l’ypérite (Figure 5) (9, 10). 

Ces impuretés sont la signature chimique de la fabrication de l’ypérite par ce procédé et 

permettent ainsi d’identifier le pays l’ayant synthétisée. En 1916, deux chimistes allemands, 

Wilhelm Lommel et Wilhelm Steinkopf, ont développé une méthode de production d’ypérite 

à grande échelle sous la direction de Fritz Haber (11, 12). 

 

 

Figure 5 : Deux fioles contenant de l’ypérite à différent degrés de pureté 

 a) >99.9 %, b) 98.5 % (par analyse en spectroscopie RMN) (7) 

 

Bien que l’ypérite soit classée parmi les agents létaux et qu’elle fut responsable de 80 

% des victimes par arme chimique, son taux de mortalité n’est que d’environ 3 % (13). C’est 

donc un agent plus incapacitant que létal (2, 14). En effet, le nombre moyen de jours à l’écart 

des combats fut de 42. L’utilisation de l’ypérite avait ainsi pour but de désorganiser et 

d’affaiblir l’ennemi (15). De plus, l’ypérite est un agent persistant qui résiste à l’eau et reste 

actif de nombreuses années, laissant ainsi les sols contaminés (16). 
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Parmi les agents vésicants, d’autres molécules ont été synthétisées, telles que la lewisite 

ou 2-chlorovinyldichlorarsine, également appelée chlorovinylarsine. Cet agent possède un 

atome d’arsenic lui conférant une toxicité systémique liée à l’arsenic en plus de ses propriétés 

vésicantes. Les lésions apparaissent plus rapidement que l’ypérite et induisent une coloration 

grisâtre caractéristique autour de la zone de contact. La lewisite a été synthétisée en 1918 par 

un capitaine de l’armée américaine W. L. Lewis, à la fin de la première guerre mondiale, mais 

n’a pas été utilisée, l’armistice ayant été signée auparavant. Le processus de production de la 

lewisite génère, en plus de la lewisite (lewisite-1, code OTAN L-1),  la Bis(2-

chlorovinyl)chlorarsine (lewisite-2, code OTAN L-2) et la Tris(2-chlorovinyl)arsine (lewisite-3, 

code OTAN L-3) qui sont éliminées par distillation sous vide (17). D’un point de vue militaire, 

la lewisite possède l’inconvénient de s’hydrolyser rapidement, la rendant inactive lors de temps 

pluvieux, humide (13). L’usage de la lewisite par le Japon et l’URSS était principalement en tant 

qu’additif de l’ypérite pour augmenter sa volatilité (2) ou abaisser son point de fusion (4). Par 

ailleurs, la lewisite perdit son intérêt militaire suite à la découverte de son antidote, le BAL 

(British Anti-Lewisite) ou dimercaprol. Cet antidote, chélateur des métaux lourds (dont 

l’arsenic), développé en 1940 par des biochimistes anglais, agit en protégeant la pyruvate 

déshydrogénase et en inversant les effets de l’arsenic sur l’enzyme (18). Cependant, il n’existe 

plus de préparation de BAL à usage oculaire ou cutané (13), son seul mode d’administration 

est l’injection intramusculaire profonde (19). Les injections, qui sont par ailleurs très 

douloureuses, sont à réaliser avec des seringues en verre, le plus tôt possible. La 1ère injection 

devra être suivie de 5 autres injections espacées de 4 h, puis 6 injections au 2ème jour, 4 le 3ème 

jour, puis 2 injections par jour pendant 7 à 10 j (19).  D’autres chélateurs hydrosolubles utilisés 

en clinique pourraient être utilisés tels que l’acide meso-2,3-dimercaptosuccinique (DMSA) et 

l’acide 2,3-dimercapto-1-propanesulfonique (DMPS). Ceux-ci sont mieux tolérés, et auraient 

une efficacité de chélation similaire au BAL. Cependant, le DMSA est disponible uniquement 

sous forme de gélules en France, rendant son absorption trop variable. De plus, le manque de 

données de toxicocinétique de la lewisite et d’études d’efficacité de ces chélateurs dans le cas 

d’une intoxication à la lewisite ne permet pas de préjuger de leur efficacité dans ce contexte 

(19).  
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Trois autres moutardes, à l’azote cette fois, (bis(2-chloroéthyl)éthylamine, bis(2-

chloroéthyl)méthylamine et tris(2-chloroéthyl)amine) (4), ont été synthétisées durant la 

seconde guerre mondiale dans le but d’être utilisées comme armes chimiques, mais n’ont 

jamais été employées à cet effet. En revanche, elles ont été utilisées à des fins médicales pour 

le traitement de lymphomes. Ainsi la chlorméthine a été la première moutarde à l’azote qui fut 

utilisée en chimiothérapie en 1942. La première indication fut le traitement du lymphome du 

fait de la sensibilité du tissu lymphoïde qui a été observée après les expositions aux agents 

vésicants (20). Auparavant, à la fin des années 1920, une diminution de « divers types 

histologique de tumeurs superficielles » avait été observée après application par voie topique 

d’ypérite dissoute dans de l’alcool (21). Cependant, des difficultés d’administration par voie 

intraveineuse ont conduit à abandonner l’utilisation de l’ypérite en clinique au profit des 

moutardes azotées (21). De nombreuses molécules, dérivées des moutardes azotées sont 

encore aujourd’hui utilisées en chimiothérapie telle que le cyclophosphamide (Endoxan®) (22, 

23). 

 

I.1.2 Nomenclature des composés 

 

De très nombreux composés furent utilisés lors de la première guerre mondiale. Des 

codes et abréviations différents selon les pays furent utilisées afin d’identifier le contenu des 

obus. L’ypérite, qui est l’appellation française du sulfure d’éthyle dichloré est appelée « sulfur 

mustard » ou « mustard gas » par les anglais et américains et « LOST » par les allemands. LOST 

est l’abréviation des noms des deux chimistes allemands (Lommel et Steinkopf) ayant 

développé une technique de production de l’ypérite à grande échelle (11). L’abréviation 

utilisée par les alliés était HS pour « Hun Stoffe » (2, 24). Par la suite, seule la lettre « H » sera 

adoptée par les alliés. Pour distinguer l’ypérite pure, l’abréviation « HD » fût ensuite utilisée, le 

« D » signifiant « distilled ». A noter que, en toute rigueur, le terme HD fait référence au 

procédé de fabrication par le processus Levinstein uniquement (25). Néanmoins, les codes 

OTAN retenus pour l’ypérite sont « H », et « HD » pour sa forme distillée, quel que soit le 
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processus de fabrication. Les moutardes azotées possèdent quant à elles le code « HN », la 

lewisite le code « L » et le mélange ypérite-lewisite  le code « HL » (26).  

Dans cette thèse, l’abréviation HD sera utilisée pour désigner l’ypérite. 

 

I.1.3 L’Organisation pour l'Interdiction des Armes Chimiques (OIAC) 

 

Des armes chimiques ont été utilisées depuis des siècles (flèches empoisonnées, fumées 

d’arsenic,…) mais l’essor de la chimie industrielle du XIXème siècle a réellement enclenché une 

course à l’innovation dans ce domaine. Ainsi, la première guerre mondiale a vu de nombreuses 

armes chimiques être utilisées malgré des accords interdisant leur emploi (27). Le premier 

accord datait de 1675, et avait été signé à Strasbourg de manière bilatérale entre la France et 

l’Allemagne pour interdire l’utilisation de balles empoisonnées. En 1874, un nouvel accord 

international, entre 15 états, portant sur les lois et coutumes de guerre, a été conclu à Bruxelles. 

Ce texte interdisait l’utilisation de poisons, d’armes empoisonnées ou causant d’inutiles 

souffrances. Cependant, ce texte ne fut pas ratifié (28, 29)  mais servit de base au traité de La 

Haye de 1899, interdisant « l’emploi des projectiles ayant pour unique but de répandre des 

gaz asphyxiants ou délétères » (29). Malgré ce traité, de nombreuses armes chimiques furent 

utilisées lors de la première guerre mondiale. 90 000 soldats en seraient morts et près d’un 

million auraient perdu la vue, été défigurés ou atteints d’autres blessures graves (29). L’emploi 

d’armes chimiques créa un traumatisme des populations, amenant au Protocole de Genève de 

1925 interdisant l’emploi lors de guerre de gaz asphyxiants, toxiques ou similaires et de 

moyens bactériologiques. Cependant, ce protocole n’interdisait pas la mise au point, la 

fabrication et la détention d’armes chimiques. De plus, les pays se gardaient le droit de riposter 

avec de telles armes en cas d’agression chimique et également d’attaquer par ce moyen des 

pays qui n’auraient pas signé le protocole. Ainsi, après la première guerre mondiale et malgré 

la signature du Protocole de Genève, la recherche sur les armes chimiques se poursuivit avec 

notamment la découverte des agents neurotoxiques organophosphorés dans les années 30. 

En effet, en 1936, le Dr Schrader isola accidentellement le tabun lors de recherches portant sur 

les pesticides. Le tabun était initialement appelé par les allemands Le-100 puis Trilon-83 avant 
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de devenir tabun, puis les américains le nommèrent GA pour « German Agent A »(13). Schrader 

découvrit ensuite en 1938 le sarin, 10 fois plus toxique que le tabun, également nommé T-144 

et Trilon-46 et GB par les américains (13). Ces agents neurotoxiques n’ont cependant pas été 

utilisés lors de la seconde guerre mondiale. En revanche, l’ypérite fut utilisée lors de conflits 

ultérieurs à la première guerre mondiale, y compris sur des populations civiles (4, 6, 30-33) : 

- 1919 : conflit entre le Royaume-Uni et l’armée rouge  

- 1921-1927 : Espagne contre les insurgés du Rif au Maroc 

- 1930 : Italie contre Lybie  

- années 1930 :  

o Union Soviétique contre Japon,  

o Italie contre Ethiopie (Abyssinie)   

- 1939-1945 :  

o Pologne contre Allemagne  

o Allemagne contre Pologne et Union Soviétique 

o Japon contre Chine  

- 1963-1967 : Egypte – Nord Yémen 

- 1983-1988 : Irak contre Iran 

- 1992 : Arménie – Azerbaidjan 

- 1995-1997 : Soudan 

- 2015-2016 : Syrie 

Après la Première Guerre Mondiale, l’ypérite fut utilisée de façon massive lors de la Guerre 

Iran-Irak de 1980-1988 (13, 34). 

Ce n’est que le 13 janvier 1993 que la Convention sur l’Interdiction des Armes Chimiques 

(CIAC) fut signée à Paris par 130 pays, puis entra en vigueur en 1997. L’OIAC est composée de 

trois organes principaux : la Conférence des États parties, le Conseil exécutif et le Secrétariat 

technique. Cette Organisation veille à la bonne application de la CIAC, y compris en ce qui 

concerne la vérification du respect de la Convention par des inspections (35).  
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Ci-après l’article premier de la CIAC fixant les principes généraux de cette Convention. 

ARTICLE PREMIER 

OBLIGATIONS GENERALES 

1. Chaque Etat partie à la présente Convention s'engage à ne jamais, en aucune circonstance : 

a) Mettre au point, fabriquer, acquérir d'une autre manière, stocker ou conserver d'armes 

chimiques, ou transférer, directement ou indirectement, d'armes chimiques à qui que ce soit; 

b) Employer d'armes chimiques; 

c) Entreprendre de préparatifs militaires quels qu'ils soient en vue d'un emploi d'armes 

chimiques; 

d) Aider, encourager ou inciter quiconque, de quelque manière que ce soit, à entreprendre 

quelque activité que ce soit qui est interdite à un Etat partie en vertu de la présente 

Convention. 

2. Chaque Etat partie s'engage à détruire les armes chimiques dont il est le propriétaire ou le 

détenteur, ou qui se trouvent en des lieux placés sous sa juridiction ou son contrôle, 

conformément aux dispositions de la présente Convention. 

3. Chaque Etat partie s'engage à détruire toutes les armes chimiques qu'il a abandonnées sur 

le territoire d'un autre Etat partie, conformément aux dispositions de la présente Convention. 

4. Chaque Etat partie s'engage à détruire toute installation de fabrication d'armes chimiques 

dont il est le propriétaire ou le détenteur, ou qui se trouve en un lieu placé sous sa juridiction 

ou son contrôle, conformément aux dispositions de la présente Convention. 

5. Chaque Etat partie s'engage à ne pas employer d'agents de lutte antiémeute en tant que 

moyens de guerre. 
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Les Etats parties n’ont donc pas uniquement l’interdiction de fabriquer ou d’utiliser des 

armes chimiques, ils ont également l’obligation de détruire leur stocks y compris ceux 

abandonnés et oubliés (36). A ce jour, il y existe 193 Etats parties, un Etat signataire qui n’a pas 

ratifié la CIAC (Israël) et 3 Etats non signataires (Corée du Nord, Egypte et Soudan du Sud). 

L’Angola qui faisait partie des Etats non signataires a ratifiée la CIAC en 2015 (37). 

La classification de la CIAC comporte 3 tableaux. Le premier tableau correspond aux 

agents de guerre, le tableau 2 comprend des « composés chimiques sans intérêt commercial 

et pouvant être utilisés à des fins militaires ainsi que des précurseurs du tableau 1 fabriqués 

en petites quantités industrielles ». Le troisième tableau regroupe « d'anciens agents de guerre 

chimique aujourd'hui fabriqués en grandes quantités industrielles à des fins non interdites par 

la CIAC ainsi que des précurseurs de la synthèse de produits du tableau 1 ou du tableau 2 » 

(38). 

L’ypérite figurant sur le tableau I de la CIAC est donc interdite. Malgré cela, elle a été 

utilisée en Syrie (2015-2016) par un acteur non étatique, causant des victimes civiles, 

notamment un enfant de 3 ans et un bébé de 5 jours (39). De plus, l’ypérite est facilement 

synthétisable (33), ne possède pas d’antidote, et induit des lésions particulièrement 

impressionnantes, pouvant terroriser la population (39). Tous ces aspects font de l’ypérite un 

agent de la menace. En plus du risque terroriste, il existe un risque accidentel puisque de 

nombreux obus de la première guerre mondiale chargés d’ypérite sont encore enfouis. Chaque 

année, environ 20 tonnes d’obus chimiques sont déterrés dans le Nord et l’Est de la France 

(40), lors de travaux de terrassement, agricoles ou encore par des collectionneurs de militaria, 

engendrant des expositions accidentelles à l’ypérite. Ainsi, en septembre 2021, un agriculteur 

a été exposé à de l’ypérite après manipulation d’un obus coincé dans sa machine agricole. Ne 

se sachant pas exposé, il a contaminé sa famille par transfert de contamination notamment via 

la literie, conduisant à l’hospitalisation de sa femme et de ses enfants (41). L’ypérite constitue 

donc un enjeu de santé publique en raison de la menace terroriste et du risque accidentel. 

Bien que la mise au point, l’utilisation et la détention soient prohibée par la CIAC, des 

dérogations existent à des fins de recherche. Ainsi en France, une seule installation unique à 

petite échelle (INSUPE, à DGA Maîtrise NRBC) est habilitée à synthétiser ces agents dans le 

cadre de recherche ou d’expertise. L’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) est 
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quant à lui habilité à utiliser ces agents dans le cadre de ses recherches. Ces autorisations font 

l’objet de contrôles, d’inspections et de procédures strictes. Ainsi, dans le cadre de travaux de 

recherche portant sur l’ypérite, des laboratoires universitaires et/ou privés se trouvent 

contraints de substituer l’ypérite par un de ses analogues, tels que la moutarde à l’azote ou le 

2-chloroéthyl-éthyl sulfide (CEES) structurellement très proche de l’ypérite. Le CEES avait par 

ailleurs été étudié initialement comme un potentiel agent chimique de guerre (42). Peu 

d’études ont cependant comparé leurs effets physiopathologiques afin d’évaluer la pertinence 

de cet analogue. Un des objectifs de cette thèse était donc d’évaluer la pertinence du CEES en 

tant qu’analogue de l’ypérite dans le cadre d’études physiopathologiques et thérapeutiques.  

 

I.2. L’ypérite 

 

I.2.1 Physiopathologie  

 

L’ypérite, sous forme liquide ou gazeuse, pénètre dans l’organisme par plusieurs voies : 

pulmonaire, oculaire, cutanée et entérale (en cas d’ingestion d’aliments contaminés). La 

pénétration de l’ypérite est indolore et les premiers effets apparaissent après un délai de 

latence. Ce délai de latence ainsi que la sévérité des lésions dépendent principalement de la 

dose, de la voie et du mode d’exposition (43). Ainsi, les délais d’apparitions des premiers 

symptômes différent selon les sources. Le Tableau I ci-dessous résume les principaux effets 

selon la voie d’exposition et les délais moyens d’apparition des premiers symptômes (3, 13, 

44, 45). Les principaux organes affectés correspondent aux voies d’exposition, cependant, 

l’ypérite diffuse dans tout l’organisme et peut induire des effets cliniques sur d’autres organes 

et systèmes (13). 
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Tableau I : Principaux effets cliniques de l'ypérite et délais d’apparition selon les voies d'exposition  

Atteinte Sévérité Effets 
Délai d’apparition des 

1ers effets 

Oculaire 

Légère à modérée 

- larmoiement intense 

- sensation de brûlure, sensation granuleuse 

- rougeur 

- irritation conjonctivale 

- photophobie 

- douleurs oculaires croissantes 

- vision floue 

3-12 h (13, 44) 

Sévère 

- blépharospasme, 

- douleurs très vives 

- hémorragie conjonctivale 

- larmoiement purulent 

- œdème puis vésications palpébrales 

- possibilité d’ulcérations cornéennes 

- cécité possible 

1-6 h (13, 44)  

 

Pulmonaire 

Légère à modérée 

- signes d’irritation avec congestion non 

spécifique des voies aériennes supérieures 

(rhinorrhée, éternuements, épistaxis, toux 

sèche) 

- trachéobronchite avec expectoration 

6-24 h (13, 44)  

 

Sévère 

- toux productive 

- œdème entrainant dyspnée et dysphonie 

- nécrose muqueuses bronchiques 

- atélectasie et bronchopneumopathie avec 

expectoration purulente 

Puis : 

- œdème pulmonaire 

- insuffisance respiratoire 

2-8 h (13, 44)  

 

Cutanée 
Modérée 

- érythème 

- prurit 
2-12 h (3, 44, 45) 

Sévère - phlyctènes 12-48 h (44) 
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L’œil est l’organe le plus sensible à l’ypérite (46). 80 à 90 % des victimes présentent des 

symptômes oculaires (47). Après une période asymptomatique variable, les premiers 

symptômes sont une irritation accompagnée d’une rougeur et d’un larmoiement puis, avec 

l’augmentation de la dose d’exposition, d’autres symptômes apparaissent notamment un 

blépharospasme, une douleur de plus en plus intense, des dommages cornéens et une 

photophobie (13, 47). Cette dernière peut durer des semaines (13). L’acuité visuelle diminue 

proportionnellement aux dommages cornéens (47). La guérison complète d’une conjonctivite 

modérée nécessite environ 2 semaines, tandis que pour une conjonctivite sévère, avec une 

faible atteinte cornéenne, il faut compter 5 semaines. Pour les cas plus sévères, plusieurs mois 

sont nécessaires (13) et parmi ceux-ci, 0,5 % des victimes ont développé une kératite ulcéreuse 

retardée jusqu’à 40 ans après leur exposition (47). Une décontamination immédiate est cruciale 

du fait de la vitesse de pénétration oculaire de l’ypérite estimée à quelques minutes (13, 48).  

Sur le plan respiratoire, les voies supérieures puis inférieures sont atteintes par l’ypérite 

de façon dose-dépendante. A faible dose, les premiers symptômes sont une irritation, une 

toux sèche et un enrouement, puis les symptômes nasaux apparaissent peu après. La sévérité 

des symptômes augmente avec la dose. La formation de pseudomembranes et la présence de 

débris inflammatoires conduisent à une occlusion des voies respiratoires supérieures puis 

inférieures (13, 49, 50). Les premiers jours, les bronchites sont non bactériennes, tandis qu’à 

partir du 4ème jour environ, une infection bactérienne apparaît (13), l’ypérite induisant une 

immunosuppression. La mortalité par l’ypérite est généralement due à une défaillance 

respiratoire ou à une immunosuppression différée (47, 50).  
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Sur le plan cutané, les lésions apparaissent après un délai de latence variable selon la 

dose d’exposition, la forme (liquide ou vapeur), la température, l’humidité… Les premiers 

symptômes sont un érythème et un prurit. Des phlyctènes peuvent ensuite se développer. 

Celles-ci sont remplies d’un exsudat jaunâtre translucide. Ce liquide ne contenant pas d’ypérite 

mais du thiodiglycol (TDG), un métabolite pouvant servir de biomarqueur (13). 0,1 à 1 µg.cm- ² 

d’ypérite suffisent à induire un érythème et un prurit et 2,5 µg.cm-² des phlyctènes (3). Du fait 

du risque d’infection des lésions, les victimes sont prises en charge comme des brûlés 

immunodéprimés (44). 

 

I.2.2 Mécanisme d’action  

 

Contrairement à la lewisite, le mécanisme d’action de l’ypérite reste imparfaitement 

compris. Néanmoins, les nombreuses recherches ont pu mettre en évidence ses principaux 

mécanismes d’action.  

L’absorption cutanée et la sévérité des lésions dépendent de la dose, de la température, 

de l’humidité ainsi que de l’épaisseur de la peau. Environ 80 % de la dose d’ypérite reçue sur 

la peau vont s’évaporer tandis que 10 % passeront dans la circulation systémique. Les 10 % 

restants au niveau du site d’exposition, seront responsables des effets locaux (51-53). L’ypérite 

étant lipophile, le tissu adipeux et les annexes cutanées vont constituer un réservoir (54, 55). 

De même, la pénétration de l’ypérite sera plus élevée par les follicules pileux que par les 

glandes sudoripares (56).  

Après pénétration, l’ypérite va se cycliser en présence d’eau par une réaction de 

substitution nucléophile pour former l’ion épisulfonium. Cet ion, très réactif, va réagir avec les 

molécules nucléophiles (51), notamment avec les groupements thiols (-SH) des protéines et 

les groupements amines (-NH2) des bases aminées des acides nucléiques pour former des 

adduits (51, 57). Une seconde cyclisation peut ensuite avoir lieu avec le départ du second 

atome de chlore et former ainsi un double adduit. L’ypérite est donc mono- et bi-alkylante. La 

Figure 6 ci-dessous représente l’alkylation des deux brins d’ADN par deux cyclisations 

successives de l’ypérite. Les principales alkylations sont la mono-alkylation de la guanine en 
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position N7, pour former la N7-hydroxyéthylthioéthylguanine (HETE-N7Gua, ou N7-HETEG), 

pour 60 %, puis la mono-alkylation de l’adénine en position N3, pour former la N3-

hydroxyéthylthioéthyl-adénine (HETE-N3Ade ou N3-HETEA), pour 16 %, et enfin la bi-

alkylation inter- et intra-brins de la guanine en N7, conduisant au bis(N7-guanyl)-

éthylthioéthyl (N7Gua-ETE-N7Gua ou Bis-G), pour 16 % (51, 58).  

 

Figure 6 : Alkylation de l’ADN par l’ypérite.  

La cyclisation intramoléculaire de l'ypérite par libération de Cl- aboutit à la formation de l'ion 

épisulfonium qui va alkyler notamment les bases de l'ADN, dont la guanine en position N7. 

Une seconde cyclisation peut avoir lieu conférant le caractère bialkylant de l’ypérite.  

(D’après Mostafalou and Abdollah, 2015, (51))  
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Ces alkylations vont conduire à l’arrêt du cycle cellulaire et activer le système de 

réparation de l’ADN dont l’enzyme poly (ADP-ribose) polymérase (PARP). L’activation de la 

PARP va conduire à la déplétion de son cofacteur, le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) 

(51, 52). Lorsque l’exposition à l’ypérite est modérée, la cellule pourra soit réparer son ADN, 

soit entrer dans la voie de l’apoptose. Dans le cas d’une plus forte exposition, la déplétion de 

NAD+ va entraîner la mort cellulaire par nécrose via l’activation de protéases et de cytokines 

proinflammatoires (52, 53).  

Une autre voie de toxicité de l’ypérite décrite est celle des thiols, cibles d’alkylation par 

l’ion épisulfonium. Parmi les composés comportant un groupement thiol, le glutathion (GSH) 

est un acteur majeur de la défense contre le stress oxydatif grâce aux enzymes antioxydantes 

(superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase). La déplétion du GSH et l’alkylation 

de ces enzymes entraînent ainsi une augmentation des espèces réactives de l’oxygène (ERO). 

Ces ERO seront responsables de la peroxydation lipidique des membranes cellulaires et de 

leur dégradation (51, 59). 

Une troisième voie de toxicité liée aux médiateurs de l’inflammation a été décrite. En 

effet, après une exposition à l’ypérite, un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires sont 

exprimées par des kératinocytes, fibroblastes, et des cellules inflammatoires infiltrant la peau 

(60). Les principales cytokines exprimées après une exposition cutanée à l’ypérite sont le Tumor 

Necrosis Factor alpha (TNF-α), les Interleukines-1α, -1β, -6 et -8 (IL-1α, IL-1β, IL-6 et IL-8) (6, 

51, 59). Il a de plus été décrit que les voies du Nuclear Factor-kappa B (NFκB) et du Mitogen 

Activated Protein Kinase (MAPK) sont impliquées dans la libération de ces cytokines (60). 

Tous ces dommages cellulaires vont particulièrement affecter les cellules à division 

rapide telles que les cellules de la couche basale épidermique ou les cellules de la moelle 

osseuse, si bien que l’ypérite peut être considérée comme un agent radiomimétique (61).   
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I.2.3 Biomarqueurs 

 

Comme mentionné dans la fiche Piratox n°6 de l’Agence nationale de sécurité du 

médicament et des produits de santé (ANSM) portant sur l’ypérite, « à ce jour, 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 » (62). Or, afin de faire la preuve médico-légale d’une exposition à 

l’ypérite, il est nécessaire de disposer de biomarqueurs spécifiques. De plus, ceux-ci doivent 

être rémanents afin de pouvoir réaliser la détection le plus longtemps possible après 

l’exposition. Les méthodes de détection doivent être par ailleurs suffisamment sensibles pour 

détecter de faibles quantités de biomarqueurs.  

Les méthodes actuelles de détection de biomarqueurs de l’ypérite visent à doser ses 

métabolites issus de l’hydrolyse ou ses adduits (63). Les métabolites de l’ypérite issus de ses 

principales voies métaboliques sont les produits d’hydrolyse et d’oxydation, les produits de la 

β-lyase (conjugaison au glutathion), les adduits de l’ADN et les adduits protéiques (Figure 7) 

(64, 65). 
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Figure 7 : Biomarqueurs de l'ypérite issus de ses principales voies métaboliques. 

L’hydrolyse et l’oxydation, les produits issus de la voie de la β-lyase, les adduits aux protéines et 

à l’ADN. (D’après Xu et al., 2014 (64) et Steinritz and Thiermann, 2005 (63)). 

 

Les principales méthodes employées pour détecter ces biomarqueurs sont la 

chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) (64) ou à la 

spectrométrie de masse à haute résolution (LC-HRMS) (66), la chromatographie liquide à ultra 

haute performance couplée à la spectrométrie de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) (66), la 

chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) (63, 64). Des étapes de préparation d’échantillons 

telles que l’extraction sur phase solide (SPE), de réduction, de dérivatisation peuvent être 

nécessaires (66, 67). 
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Le principal produit d’hydrolyse est le thiodiglycol (TDG) (Figure 8). Il peut être détecté 

dans l’urine et l’exsudat de phlyctène durant une environ une semaine, et pendant moins de 

48 h dans le sang (64). En plus de cette courte fenêtre de détection, le TDG a l’inconvénient 

d’être endogène (63, 64). Ce biomarqueur n’est donc pas spécifique de l’ypérite. Par ailleurs, 

le TDG figure au tableau 2 de la CIAC car il peut servir de précurseur à la synthèse de l’ypérite 

(cf synthèses de Meyer, Figure 3, et Clarke, Figure 4). 

 

 

Figure 8 : Hydrolyse de l'ypérite (HD) en thiodiglycol (TDG). 

Formation de l'ion épisulfonium par substitution nucléophile suivi d’une hydrolyse. L'ypérite 

possédant deux atomes de chlore, cette réaction est reproduite sur le second chlore, aboutissant 

ainsi au TDG. 

 

Les métabolites de la voie de la β-lyase issus de la conjugaison avec le glutathion (1-

méthyl-sulfinyl-2-[(méthylthio)éthyl-sulfonyl]éthane ou MSMTESE, 1,1′-sulfonylbis[2-

(méthylsulfinyl)éthane] ou SBMSE, 1,1'-sulfonylbis[2-(méthylthio)éthane] ou SBMTE) sont 

quant à eux spécifiques de l’ypérite. Ces adduits ont été détectés dans l’urine, le sang et 

l’exsudat de phlyctènes durant environ 10 j, chez des victimes exposées à l’ypérite (64). Cette 

fenêtre de détection est donc également relativement courte. 

Concernant les adduits de l’ypérite avec l’ADN, le principal représentant est l’adduit de 

la guanine en position N7 (HETE-N7Gua). Cet adduit est détectable chez l’Homme pendant 

30 j dans l’urine, 15 j dans le sang (64) et 21 j dans la peau (68). 
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Enfin, de nombreux adduits aux acides aminés peuvent être détectés (63, 69). Ainsi, 

l’adduit au N terminal de la valine de l’hémoglobine (HETE-Val) est détectable durant plus de 

3 mois après exposition (64), soit environ la durée de vie d’un érythrocyte. Cet adduit est donc 

actuellement le biomarqueur le plus persistant, tout en étant spécifique de l’ypérite.  

Une autre approche émergente est la recherche d’adduits protéiques par 

immunochimie. Ainsi, Van der Schans et al. décrivent la production d’anticorps monoclonaux 

ciblant l’adduit de l’ypérite avec la kératine. Ce type d’approche pourrait permettre à terme de 

développer des kits de détection d’une exposition à l’ypérite, directement applicables sur la 

peau  (70). 

 

  



 
45 

 

I.2.4 Prise en charge d’une exposition cutanée à l’ypérite 

 

Article n°2 : Therapeutic Perspectives for the Prevention and Treatment of Skin Lesions and 

Sequelae Induced by Sulfur Mustard 

 

Les traitement et perspectives thérapeutiques susceptibles d’être mis en œuvre lors 

d’une intoxication cutanée à l’ypérite font l’objet d’une publication intitulée « Therapeutic 

Perspectives for the Prevention and Treatment of Skin Lesions and Sequelae Induced by 

Sulfur Mustard », par Gros-Désormeaux et al., mars 2022, dans International Review of the 

Armed Forces Medical Services, 95/1, p38-51. 

L’ypérite étant un toxique persistant, il existe un risque de transfert de contamination. 

La première étape de la prise en charge, après l’extraction de la victime, sera donc la 

décontamination. Plusieurs protocoles de décontamination existent (décontamination 

médicale interventionnelle, décontamination médicale approfondie) selon l’urgence de la prise 

en charge. La décontamination s’effectue classiquement au moyen d’un gant poudreur 

agissant par déplacement du toxique. En effet, les gants poudreurs contiennent de la terre de 

foulon (argile smectique) qui possède une grande surface spécifique et peut ainsi adsorber le 

toxique. En pratique, il faut tapoter le gant poudreur au-dessus de la zone contaminée pour 

faire tomber la terre de foulon sur la zone, puis l’essuyer avec l’autre face du gant. L’autre 

matériel de décontamination couramment utilisé est la RSDL (Reactive Skin Decontamination 

Lotion) mise au point par les Canadiens (Figure 9) (71-73). La RSDL est une éponge imprégnée 

d’une solution constituée d’un mélange de 2,3 butanedione mono-oximate de potassium 

(KBDO à 1,25 M) et de son oxime libre (diacétyl mono-oxime, DAM à 5 %) dans un support de 

polyéthylène glycol monométhyl éther (PME) dans l’eau » (72, 74). L’oxime a pour but d’agir 

contre les agents neurotoxiques, ou à défaut de les détruire par une réaction nucléophile de 

type 2, tandis que le support glycol solubilise les agents huileux, tels que l’ypérite et les retient 

afin d’éviter qu’ils pénètrent dans la peau (75, 76). 
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Il n’existe à ce jour aucun antidote de l’ypérite. La prise en charge recommandée par 

l’ANSM (Fiche Piratox n°6) est uniquement symptomatique et vise à soulager la douleur par 

des antalgiques (morphine, buprénorphine) et à limiter l’infection (pansement à la pommade 

de sulfadiazine argentique en couche épaisse). La prise en charge est identique à celle des 

brûlés immunodéprimés. En milieu hospitalier, une mise à plat des phlyctènes menaçant de se 

rompre peut être réalisée ainsi que le traitement des zones nécrosées. Comme pour les 

brûlures thermiques, il faudra veiller à corriger les pertes hydro-électrolytiques et à lutter 

contre la dénutrition. Plusieurs techniques de détersion (laser, hydrochirurgie) peuvent être 

mises en place ainsi que des greffes de peau (62). 

 

 

Figure 9 : Eponge RSDL. 

Ce dispositif permet de décontaminer une zone exposée à un toxique persistant tel que 

l'ypérite. Il faut essuyer la zone avec l'éponge imprégnée de la solution RSDL. Un rinçage à 

l'eau dès que possible est ensuite recommandé. 

 

Afin d’améliorer la prise en charge des victimes exposées à l’ypérite, des pistes 

thérapeutiques émergent. Ces thérapeutiques couvrent différentes temporalités de prise en 

charge, puisque certaines seraient à mettre en œuvre avant l’apparition des lésions, d’autres 

une fois que les signes cliniques apparaissent et enfin les dernièrfes pour traiter les séquelles.  
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Des approches innovantes cherchent à piéger l’ypérite avant qu’elle agisse. C’est le cas 

de la mélatonine administrée en pré-traitement. D’autres thérapeutiques potentielles sont 

basées sur les voies de toxicité connues de l’ypérite ou des voies impliquées dans la réparation 

tissulaire. Ainsi, des thérapeutiques antiinflammatoires, antioxydantes ainsi que des agomiR et 

antagomiR (miARN régulant les ARNm) pourraient limiter les lésions et faciliter la cicatrisation. 

Enfin, le dispositif médical Recell® pourrait permettre de traiter les dyspigmentations, 

séquelles des lésions induites par l’ypérite.  

  Toutes ces approches thérapeutiques sont décrites dans l’article ci-dessous. 
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I.3. Les effets cutanés de l’ypérite 

 

I.3.1 La peau : rappels histologiques  

 

La peau représente environ 18 % de la masse corporelle. C’est l’une des principales 

voies d’exposition de l’ypérite (50). La peau est composée, du plus superficiel au plus profond : 

de l’épiderme, du derme et de l’hypoderme. La peau assure, notamment grâce à l’épiderme, 

une fonction barrière permettant une protection et le maintien d’une hydratation cutanée. 

L’épiderme est un épithélium stratifié pavimenteux divisé en stratums : corneum, 

lucidum, granulosum, spinosum, et basale (Figure 10) (77). A noter que le stratum lucidum 

n’est présent que dans les épidermes épais (78). L’épiderme est composé en grande majorité 

de kératinocytes (80 à 95 % (77, 79)) mais possède également des mélanocytes, des cellules 

de Langerhans et des cellules de Merkel. Il ne possède pas de vaisseaux sanguins ou 

lymphatiques mais contient des terminaisons nerveuses (78). Il est en constant 

renouvellement. 

Les kératinocytes, issus du stratum basale, vont migrer progressivement jusqu’au 

stratum  corneum. Cette migration dure en moyenne 3 semaines chez l’Homme (79). Au cours 

de cette migration, les kératinocytes perdent leur fonction de prolifération pour se différencier 

en cornéocytes dépourvus de noyau et aplatis (79). Les kératinocytes sont accrochés à la 

membrane basale, séparant le derme de l’épiderme, par des hémidesmosomes tandis que les 

desmosomes relient les kératinocytes entre eux. Les desmosomes du stratum corneum sont 

appelés corneosdesmosomes (79). Les kératinocytes assurent la fonction de barrière et 

l’architecture de la peau en synthétisant principalement des protéines de kératine. En effet, 

elles peuvent représenter jusqu’à 80 % des protéines totales des cornéocytes (80). A côté de 

cette fonction barrière, les kératinocytes ont aussi un rôle dans l’immunité par la production 

de cytokines telles que les interleukines IL-1, IL-6, ou encore le TNF-α… (79, 81). L’inflammation 

est une étape essentielle du processus de cicatrisation détaillé plus loin. 

Les mélanocytes sont la deuxième population cellulaire de l’épiderme, à raison de 1 

mélanocytes pour 10 kératinocytes dans la couches basale (82). Ils synthétisent la mélanine 
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donnant la coloration à la peau. On retrouve ces cellules principalement dans le stratum basale 

et les follicules pileux (78). 

Les cellules de Langerhans (3 – 8 %) sont des cellules dendritiques présentatrices 

d’antigènes (78, 79) présentes dans le stratum spinosum principalement (83). Les cellules de 

Merkel (0,5 à 5 %) sont quant à elles des mécanorécepteurs (78, 79). Elles se situent entre les 

kératinocytes du stratum basale (84). 

 

 

Figure 10 : Schéma d'une peau normale. 
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Sous la membrane basale, acellulaire, se trouve le derme (78). Le derme est un tissu 

conjonctif composé principalement de fibroblastes, et également d’histiocytes, de mastocytes 

et d’adipocytes (85). Ce tissu contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques (77), 

contrairement à l’épiderme, ainsi que des annexes cutanées telles que les glandes sudoripares 

dérivant de l’épiderme et plongeant dans le derme (85). Le derme est divisé en derme 

papillaire, superficiel, hautement vascularisé, et en derme réticulaire, plus dense. La couche 

réticulaire est la limite entre le derme et l’hypoderme (85). L’atteinte de cette couche réticulaire 

va induire une cicatrice pouvant nécessiter une greffe (77). Les fibroblastes synthétisent le 

collagène (de types I et III majoritairement (86)), les fibres d’élastine et de réticuline, ainsi que 

les composants de la matrice extracellulaire (79, 85). Le derme assure la structure, l’élasticité 

et la nutrition de la peau (87). 

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est composé de cellules 

graisseuses ayant pour fonction d’amortir des chocs et de protéger contre le froid (79). 

 

I.3.2 Les étapes de la cicatrisation 

 

La cicatrisation normale est classiquement définie en 4 phases (Figure 11) (87) : 

- hémostase 

- inflammation 

- prolifération 

- maturation et remodelage 

L’hémostase est la première phase de la cicatrisation qui a lieu dès les premières minutes 

après la lésion. Cette phase correspond à l’activation des plaquettes afin de permettre la 

coagulation et d’arrêter le saignement ainsi qu’à la sécrétion de nombreuses cytokines et 

hormones. Celles-ci vont permettre l’afflux de cellules inflammatoires au niveau de la lésion et 

ainsi débuter la phase suivante de la cicatrisation (77). 
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La seconde phase de la cicatrisation est l’inflammation. On observe un afflux de 

neutrophiles puis de monocytes qui se différencient en macrophages activés au niveau de la 

lésion. Les neutrophiles gagnent la zone lésée dans les 24 h suivant la lésion, tandis que les 

macrophages arrivent dans les 48 h et y demeurent jusqu’à la fin de cette phase (77). Ces 

cellules de l’inflammation permettent de lutter contre l’infection et de réaliser une détersion 

de la plaie à l’aide d’enzymes protéolytiques et d’ERO (88). Elles ont de plus un rôle dans la 

synthèse de la matrice extracellulaire ainsi que dans  l’angiogenèse (89). Cette phase 

inflammatoire est cruciale et son inhibition peut entraîner un défaut de cicatrisation (77). Une 

prolongation de cette phase inflammatoire de plus de 3 semaines peut conduire à une plaie 

chronique (77). Une corrélation a été établie entre les taux élevés de cytokines pro-

inflammatoires telles que TNF-α, IL-1β et Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1) et les plaies 

ne cicatrisant pas (90).  

La libération par les cellules de l’inflammation de cytokines pro-inflammatoires ainsi que 

de facteurs de croissance va permettre la prolifération et la migration des fibroblastes, 

kératinocytes et cellules endothéliales. Cette étape commence généralement dans les 48 h 

suivant la lésion et peut durer 2 semaines (88). Les cellules souches contenues dans les bulbes 

des annexes cutanées (follicules pileux, glandes) se différencient en kératinocytes et 

reconstituent le stratum basale puis migrent jusqu’aux bords de la lésion. De nouveaux 

kératinocytes vont progresser pour former une nouvelle couche sur la précédente, afin de 

reconstituer l’épiderme (77). Sous ce nouvel épithélium, un tissu conjonctif transitoire appelé 

tissu de granulation se forme environ 4 jours après la lésion. Ce tissu, indiquant une 

cicatrisation optimale, est constitué de fibroblastes, de nouveaux vaisseaux sanguins et d’une 

forte proportion de collagène de type III (77, 90, 91).  
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La dernière étape est celle de remodelage et de maturation de la cicatrice qui a lieu 2 à 3 

semaines après la lésion et peut durer pendant plus d’un an (88). Un remodelage de la matrice 

extracellulaire a lieu. Le collagène de type III est dégradé et remplacé par du collagène de type 

I. La majorité des vaisseaux sanguins, fibroblastes et cellules inflammatoires disparait, 

notamment par apoptose (88) et le tissu de granulation involue (77). Un équilibre entre la 

synthèse et la dégradation permet d’assurer une bonne cicatrisation. En effet, un excès de 

fibrose entrainerait une cicatrice hypertrophique ou chéloïde (77).  

 

 

Figure 11 : Phases de la cicatrisation (homéostasie, inflammation, prolifération et remodelage).  

D’après Zomer et al, 2018 (87).  

 

On parle de plaie chronique lorsque la lésion ne traverse pas les différentes phases de 

cicatrisation dans l’ordre, qu’il survient une interruption entre les différentes phase ou que la 

plaie met plus de 6 semaines à cicatriser (77, 92).  
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I.3.3 Les différents types de brûlures 

 

Les lésions de type brûlure suivent les 4 phases de cicatrisation énoncées plus haut. 

Cependant, quelques différences existent entre les lésions de type coupure et les brûlures. La 

profondeur de la lésion a un fort impact sur le processus de cicatrisation. 

En effet, les brûlures sont classées en plusieurs catégories, principalement en fonction 

de la cause de la brûlure mais également de la sévérité et de la profondeur, afin de définir les 

soins qui seront à apporter. 

En termes de causes de brûlures, on distingue les brûlures : 

- chimiques 

- thermiques 

- électriques 

- radiologiques 

Plusieurs méthodes permettent d’estimer la surface de la brûlure afin d’en évaluer la 

sévérité. Pour déterminer rapidement l’étendue de la brûlure, la règle des 9 de Wallace dans 

laquelle un pourcentage est associé à chaque zone brulée, peut-être appliquée (93). Le corps 

est divisé en 9 parties (face, thorax – abdomen antérieur, thorax - abdomen postérieur, jambe 

gauche et droite, bras gauche et droit, organes génitaux) (Tableau II).  

 

Tableau II : Règle des 9 de Wallace permettant d'évaluer rapidement l'étendue de la brûlure 

Zone brûlée Pourcentage – Etendue de la brûlure 

Face 1 

Thorax abdomen antérieur 18 

Thorax abdomen postérieur 18 

Jambe 18 

Bras 9 

Organes génitaux 1 
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D’autres classifications existent telle que celle de Lund et Browder qui tient compte de 

l’âge de la victime (93). 

Afin de déterminer un pronostic, la règle de Baux additionne l’âge de la victime et la 

surface brûlée. Si le résultat est égal ou supérieur à 100, le pronostic vital est engagé (93). 

 

Les brûlures peuvent également être classées selon la profondeur de l’atteinte (Figure 12). 

Ainsi, on distingue les brûlures dites (  
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Tableau III) (94) :  

- du 1er degré, ou brûlures superficielles : seul l’épiderme est atteint. 

- du 2ème degré, ou brûlures d’épaisseur partielle : l’épiderme et le derme sont atteints. 

Les annexes cutanées peuvent être intactes (si seul le derme papillaire est atteint) ou 

alors pour la plupart détruites si le derme réticulaire est atteint.  

- du 3ème degré, ou brûlures de pleine épaisseur : l’épiderme, le derme et toutes les 

annexes sont détruites. 

- du 4ème degré, ou brûlures de pleine épaisseur également : toutes la peau est atteinte 

(épiderme, derme, hypoderme) ainsi que le fascia, le muscle voire l’os. 
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Tableau III : Tableau résumant les caractéristiques des brûlures selon leur degré. 

 Brûlure du 1er degré Brûlure du 2nd degré Brûlure du 3ème degré Brûlure du 4ème degré 

Histologie Epiderme uniquement 
Epiderme + derme +/- 

annexes 

Epiderme + derme + 

annexes 

Epiderme + derme + 

hypoderme + fascias, 

muscles +/- os 

Apparence 

clinique 

Erythème, sec, rouge 

ou rose, blanchit en 

appliquant une 

pression 

Phlyctènes, humide à 

cireux, couleur variable, 

blanchit +/- en 

appliquant une pression 

selon la profondeur 

Blanchâtre à noire, 

sèche et cartonnée, ne 

blanchit pas en 

appliquant une 

pression 

Noire, sèche et terne 

Sensation Douloureuse 

Douloureuse (derme 

superficiel) ou perception 

uniquement de pression 

(derme profond) 

Insensible (pression 

profonde uniquement) 

Insensible 

(pression profonde 

uniquement) 

Guérison 3 à 6 jours 
7 à 20 jours 

Ou >21 jours 

Pas de guérison 

spontanée 

Pas de guérison 

spontanée 

 

 

 

Figure 12 : Classification des brûlures selon leur profondeur. 
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I.3.4 Caractéristiques des lésions cutanées induites par l’ypérite 

 

L’ypérite pénètre rapidement, en 3 à 5 minutes, à travers la peau (45). Après la pénétration 

cutanée, l’ypérite va réagir avec les tissus et induire des lésions dont des vésications 

caractéristiques qui lui ont conféré le nom d’agent vésicant. Les brûlures induites par l’ypérite 

diffèrent des brûlures thermiques ou chimiques par l’absence de thrombose des vaisseaux et 

la présence d’un œdème plus intense pouvant se développer sur une dizaine de jours. Une 

nécrose ainsi qu’une une atteinte des vaisseaux sanguins se développe progressivement (95). 

Selon le site d’exposition, la dose, et selon la forme physique de l’ypérite (liquide ou gazeuse), 

les conditions environnementales, les symptômes vont apparaitre plus ou moins rapidement. 

On distingue classiquement 5 phases (96) : 

- latence 

- érythème 

- vésications 

- nécrose 

- guérison 

Après une exposition à une faible dose d’ypérite (100 à 300 mg/min/m3 de vapeurs, ou 

bien de 10 à 20 µg/cm² d’ypérite liquide), un érythème associé à une démangeaison sont 

observés après 4 à 8 h. Pour une dose plus forte (1000 à 2000 mg/min/m3 d’ypérite sous forme 

vapeurs ou 40 à 100 µg/cm² d’ypérite liquide), les symptômes apparaissent en quelques 

minutes. Ils sont plus intenses et vont traverser les 5 phases (45, 96). Des petites vésications 

apparaissent environ 18 h après exposition. Ces vésications vont devenir coalescentes pour 

former des phlyctènes sub-épidermales contenant un liquide jaune. L’ypérite ayant déjà réagi 

lors des premières minutes après pénétration à travers la peau, cet exsudat ne contient pas 

d’ypérite active et n’est donc pas contaminant (96, 97). Une nécrose du derme supérieur et 

des vaisseaux sanguins ainsi qu’une forte douleur sont décrites 1 à 2 jours post-exposition 

(96). Au 4ème jour, la nécrose se transforme en escarre qui laissera une cicatrice présentant un 

défaut de pigmentation (45, 97).  
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Certaines zones sont plus susceptibles que d’autres de développer des lésions, notamment 

les zones chaudes et humides, comme les zones axillaires et génitales. En effet, dans ces zones, 

la peau est plus fine et possède davantage de follicules pileux, augmentant ainsi la pénétration 

de l’ypérite (45). 

Le temps de guérison varie en fonction de la profondeur de l’atteinte. Ainsi, 2 à 8 semaines 

pourront suffire pour les phlyctènes superficielles, tandis qu’un temps de guérison allant 

jusqu’à plusieurs mois pourra être nécessaire pour les atteintes plus importantes (45, 96). 

Lorsque les victimes ne présentent pas de vésications, la guérison sera totale sans séquelles, 

tandis que les vésications et lésions nécrotiques laisseront des séquelles (97). 

Les principales complications observées dans une étude menée auprès de 236 vétérans 

iraniens, 2 ans après leur exposition, sont l’hyper-pigmentation (34 %), l’hypo-pigmentation 

(16 %) et la présence de cicatrices (8 %) (97). Dans une autre étude conduite auprès de 40 

vétérans iraniens, 16 à 20 ans après leur exposition à l’ypérite, les trois complications les plus 

fréquentes sont des dyspigmentations (55 % hyperpigmentation, 25 % hypopigmentation), 

une éruption papulause érythémateuse (42,5 %) et une peau sèche (39 %) (98). De plus, les 

vétérans se plaignent principalement de démangeaisons, de sensation de brûlure et de 

desquamation (45, 97). D’autres études ont montré un lien entre l’exposition à l’ypérite et une 

prévalence de vitiligo, angiœdème, eczéma, psoriasis (45). Un lien entre l’exposition à l’ypérite 

et le développement de cancer cutané a été décrit notamment dans une étude portant sur 800 

vétérans iraniens (99). 
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I.3.5 Les connexines  

 

Généralités 

 

Les connexines sont des protéines transmembranaires ubiquitaires, constitutives des 

jonctions communicantes « gap junctions ». Ces jonctions permettent la communication 

intercellulaire grâce au passage de petites molécules, d’ions, de seconds messagers jusqu’à 

1000 - 1200 Da (100-102). La quasi-totalité des cellules des vertébrés synthétisent des 

connexines, à l’exception des cellules musculaires striées adultes, quelques neurones, les 

spermatozoïdes et les cellules circulantes du sang (103).  

Les connexines traversent quatre fois la membrane plasmique, formant ainsi une 

boucle intracellulaire, deux boucles extracellulaires et quatre domaines transmembranaires 

(Figure 13). Leurs deux extrémités NH2 et COOH (domaine CT pour C-terminal) sont 

cytoplasmiques.  

 

 

Figure 13 : Schéma d'une connexine. 
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Les connexines s’assemblent par six pour former un hexamère qui constitue un 

connexon ou hémi-canal. L’association de deux connexons de deux cellules adjacentes forme 

une jonction communicante tubulaire, hydrophile, permettant ainsi le passage de petites 

molécules (Figure 14). Cette jonction communicante forme un canal de 2 à 4 nm de diamètre 

sur 10 nm de longueur (103). Ces jonctions ont une densité de 104 canaux par µm² de 

membrane, formant une plaque jonctionnelle (104).  

 

 

Figure 14 : Schéma de jonctions communicantes. 

Assemblage de connexons (constitués de 6 connexines) situés dans  deux cellules adjacentes. 

 

Il existe une vingtaine de types de connexines chez les mammifères (20 chez la souris 

et 21 chez l’Homme (Tableau IV) dont le nom correspond à leur poids moléculaire estimé (101, 

102). Il existe également une autre classification en sous-groupes α, β et γ (dont les noms 

commencent par « GJ » pour Gap Junction), basée sur leur homologie génétique (105). Leur 

numérotation correspond à l’ordre dans lequel elles ont été découvertes. La connexine 43, 

correspond dans cette seconde nomenclature à GJα1 (GJA1) car il s’agit de la première 

connexine découverte dans le groupe α (106). 
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Tableau IV : Dénominations des connexines murines et humaines selon les deux nomenclatures 

(102, 106) et correspondance entre les connexines et leurs gènes associés. 

Connexines murines Connexines humaines 

Cx GJ chromosome Cx GJ chromosome 

mCx23  10 hCx23  6 

   hCx25  6 

mCx26 Gjb2 14 hCx26 GJB2 13 

mCx29 Gje1 5 hCx30.2 (hCx31.3) GJE1 7 

mCx30 Gjb6 14 hCx30 GJB6 13 

mCx30.2 Gja11 11 hCx31.9 GJA11 17 

mCx30.3 Gjb4 4 hCx30.3 GJB4 1 

mCx31 Gjb3 4 hCx31 GJB3 1 

mCx31.1 Gjb5 4 hCx31.1 GJB5 1 

mCx32 Gjb1 X hCx32 GJB1 X 

mCx33 Gja6 X    

mCx36 Gja9 2 hCx36 GJA9 15 

mCx37 Gja4 4 hCx37 GJA4 1 

mCx39  18 hCx40.1  10 

mCx40 Gja5 3 hCx40 GJA5 1 

mCx43 Gja1 10 hCx43 GJA1 6 

mCx45 Gja7 11 hCx45 GJA7 17 

mCx46 Gja3 14 hCx46 GJA3 13 

mCx47 Gja12 11 hCx47 GJA12 1 

mCx50 Gja8 3 hCx50 GJA8 1 

   hCx59 GJA10 1 

mCx57 Gja10 4 hCx62  6 
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Lorsque les connexons des deux hémi-canaux de la jonction sont formés d’un seul type 

de connexine, on parle de jonction communicante homotypique. Lorsque les connexons sont 

composés de 6 connexines identiques mais que les deux hémicanaux ne comportent pas le 

même type de connexines, alors il s’agit d’une jonction communicante hétérotypique. La 

troisième possibilité est la jonction communicante hétérotypique dont les connexons sont 

hétéromériques, composés plusieurs types de connexines (107) (Figure 15). 

 

 

Figure 15 : Types de jonctions communicantes selon leur composition en connexines.  

(Vues en coupes frontales) 

 

Selon le type de jonction communicante, leur sensibilité et leur cinétique d’ouverture 

vont varier. Par exemple, les jonctions communicantes homotypiques de Cx43 ont une 

sélectivité pour les ions monovalents, par ordre décroissant : K+>Na+>Li+> chlorure de 

tétraméthylammonium (TMACl)> chlorure de tétraéthylammonium (TEACl) (107, 108). Ainsi, la 

composition de la jonction permet de sélectionner les molécules qui pourront la traverser 

(109). 
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Localisation  

 

De nombreuses connexines sont présentes dans la peau (Figure 16). Ainsi, la Cx-43 est 

la plus représentée puisqu’elle est exprimée dans toutes les strates (du stratum granulosum 

jusqu’au stratum basale) tandis que les Cx-26 et -30 sont exprimées uniquement dans 

certaines strates (110). Par ailleurs, leurs localisations sont modifiées lors de remodelages 

cutanés. 

 

Figure 16 : Localisation des connexines dans l'épiderme (105). 

 

Régulation 

 

L’oligomérisation des connexines a pour particularité, par rapport aux autres protéines 

membranaires intégrales, de se produire après la sortie du réticulum endoplasmique, dans le 

transport trans-golgien (111). Les connexons sont ensuite transportés vers la membrane 

plasmique via des vésicules à l’aide de microtubules (105). Ceux-ci pourront s’agréger pour 

former une plaque jonctionnelle. Les connexines ont une courte demi-vie (1,5 – 5 h) (112). 

Deux voies protéolytiques sont connues pour être impliquées dans leur dégradation : la voie 

lysosomale et la voie protéosomale (105, 112). La dynamique de synthèse continue et de 

dégradation des connexines permet de s’adapter rapidement aux modifications de conditions 

environnementales (105).  
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La plaque jonctionnelle permettant les échanges entre deux cellules accolées va 

s’internaliser dans une seule des deux cellules en formant une jonction annulaire également 

appelée connexosome (113). Cette internalisation de la plaque jonctionnelle permet de 

dégrader les connexines mais également de les recycler à la surface de la cellule sous forme 

fonctionnelle (109, 113). 

La communication intercellulaire est régulée à plusieurs niveaux, à la fois par la 

composition des canaux (cf supra), mais également par les modifications post-

trasncriptionnelles telles que la phosphorylation, l’acétylation, la nitrosylation, la sumoylation 

et l’ubiquitination (109). Ces modifications agissent directement ou indirectement sur les 

canaux en les bloquant, modifiant leur accrétion, dégradation… Avec 21 sites de 

phosphorylation décrits sur le domaine C-terminal de la connexine 43, celui-ci est le principal 

domaine de régulation. Ces 21 sites de phosphorylation sont régulés par une dizaine de 

kinases et phosphatases dont des protéines kinases C et A (PKC et PKA), des MAPK (Mitogene 

Activated Protein Kinases), Src kinases et la protéine phosphatase 2A (PP2A) (109). Ces 

phosphorylations régulent ainsi l’activité du canal et également tout le cycle de vie de la 

connexine.  

La connexine-43 interagit avec de nombreuses protéines dont les Zonula Occludens 1 

et 2 (ZO-1 et ZO-2), guanylates kinases associées à la membrane (MAGUK). A l’état quiescent, 

Cx-43 se lie préférentiellement à ZO-1, contribuant ainsi à la stabilité de la jonction. Il a 

également été démontré que l’interaction de Cx-43 avec ZO-1, permet de contrôler la taille 

des canaux (102, 114). Cette interaction régule négativement la taille de la jonction (115).  Ainsi, 

l’expression de la connexine 43 et son état de phosphorylation varient durant le processus de 

cicatrisation. Contrairement aux autres connexines, la Cx-26 ne possède pas de site de 

phosphorylation dans sa partie C-terminale, mais présente de nombreuses modifications post-

traductionnelles (110). 

Dans le cas d’une plaie aigüe, une diminution de l’expression de toutes les connexines 

est observée dans les premières heures suivant la lésion, puis l’évolution des Cx-26, 30 et 43 

va différer (116). Les Cx-26 et 30 vont évoluer de la même façon, différemment de la Cx-43 

(110, 116). Ainsi, dans les 24 h suivant la lésion, une diminution de l’expression de la Cx-43 

dans les cellules épidermiques est observée aux bords de la plaie et également dans le derme 
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entier, tandis que les Cx-26 et 30 sont augmentées dans les cellules différenciées de l’épiderme 

(116-119). Plusieurs jours après la lésion (5-6 jours), les Cx-26 et -30 restent fortement 

augmentées, tandis que la Cx- 43 reste diminuée par rapport à son niveau initial (116, 120).  

Pour conclure, dans le cadre d’une plaie aigüe, l’expression des Cx-26 et 30 est 

rapidement augmentée après la lésion, tandis que la Cx-43 est fortement diminuée jusqu’à 

plusieurs jours (116). Ces changements ont plusieurs conséquences dont la migration cellulaire 

au niveau de la lésion cutanée (115), une diminution de l’inflammation, une augmentation de 

la vascularisation tissulaire, une diminution de la fibrose. Ces effets permettent la cicatrisation 

cutanée (121) (Figure 17). 

 

Figure 17 : Principales conséquences de la diminution de la Cx-43 dans le cas de la 

cicatrisation d’une plaie aigüe, d’après Wong et al., 2016 (121). 
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Dans le cas d’une plaie chronique, c’est-à-dire une plaie mettant plus de 6 semaines à 

cicatriser, ou qui ne traverse pas correctement les phases de cicatrisation (92), une modification 

de l’expression des connexines est observée (Tableau V). Ainsi, des études conduites sur des 

biopsies issues de plaies chroniques (pieds diabétiques et ulcères veineux de jambes) ont 

montré que la Cx-43 était surexprimée aux bords de la lésion ainsi que dans tout le derme 

(119, 122). Les Cx-26 et 30 sont quant à elles augmentées dans l’épiderme (110, 120, 122). La 

diminution de la Cx-43 apparaît comme une étape importante dans la cicatrisation cutanée.  

 

Tableau V : Evolution des connexines-43, 26 et 30 dans le cas d’une plaie aigüe et chronique 

Type de plaie Cx-43 Cx-26 Cx-30 

Plaie aigüe ↓ ↑ ↑ 

Plaie chronique ↑ ↑ ↑ 

 

Des thérapeutiques visant à réguler négativement la Cx-43 ont ainsi été développées 

pour accélérer le processus de cicatrisation (123, 124). Les principales thérapeutiques testées 

sont un peptide mimétique de la partie C-terminale de la Cx-43 (Alpha connexin Carboxyl 

Terminus 1 ou αCT1, ou encore ACT1) et un oligonucléotide antisens (ASODN) de la Cx-43 

(124, 125). Le peptide ACT1 vise ainsi à diminuer l’interaction de la Cx-43 avec ZO-1 (Figure 

18). Une étude clinique a évalué l’efficacité de ce peptide appliqué immédiatement et 24 h 

après des incisions chez l’Homme. Après 9 mois, les lésions traitées ont présenté de meilleurs 

scores de cicatrisation (126). Ce peptide a également été testé en clinique dans le cadre de 

traitement du pied diabétique et a permis une fermeture des plaies plus rapide que le 

traitement standard contrôle (127). 
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Figure 18 : Peptide ACT1. 

Le peptide ACT1 correspond à la partie C-terminale de la Cx-43 associée à la séquence 

d’internalisation antennapedia. Ce peptide agit comme un inhibiteur compétitif pour ZO-1, 

d’après Rhett et al., 2008 (128) 

 

Des essais cliniques ont évalué l’efficacité d’oligonucléotides antisens (ASODN) de la 

Cx-43 dans le cadre de traitement d’ulcères veineux et de pieds diabétiques (études 

NCT01199588, NCT00820196 et NCT00820703). Ces ASODN ont pour but de diminuer 

l’expression de la Cx-43 en ciblant son ARNm. Les résultats de l’essai clinique NCT00820196 

montreraient notamment une réduction de 69 % de la taille de l’ulcère veineux en 4 semaines, 

d’après Laird and Lampe, 2018 (102).  

Par ailleurs, d’autres études cliniques évaluent le peptide ACT1 et l’ASODN afin de 

réduire les cicatrices ainsi que sur les lésions cornéennes (102). 

 

Plusieurs mois sont nécessaires à la cicatrisation des lésions cutanées induites par 

l’ypérite. Celles-ci rentrent donc dans la définition des plaies chroniques (50). Ainsi, dans cette 

thèse, nous avons étudié l’évolution des Cx après une exposition cutanée à l’ypérite et à son 

analogue le CEES. Il s’agissait de déterminer si ces deux agents vésicants avaient un impact sur 

les Cx-43, 26 et 30, susceptiblent d’expliquer la chronicité des lésions. En fonction des résultats 

obtenus, des thérapeutiques agissant sur ces Cx visant à accélérer la cicatrisation pourraient 

être évaluées. 

 



 
80 

 

I.4. Les effets cérébraux induits par l’ypérite 

 

I.4.1 Principaux effets comportementaux de l’ypérite décrits chez l’Homme  

 

Quelle que soit la voie d’exposition, l’ypérite diffuse dans tout l’organisme et atteint de 

nombreux organes via la circulation générale. Cette distribution s’opère rapidement puisque 

Yue et al., 2015, ont détecté la présence, notamment dans le cerveau, d’adduits de l’ypérite à 

l’ADN dès 10 minutes après l’exposition (129). De plus, Batal et al., 2015, ont détecté, après 

exposition cutanée, des adduits de l’ypérite avec l’ADN et le glutathion, non seulement dans 

la peau, mais également dans de nombreux organes, tels que le cerveau, les poumons, les 

reins et la rate. Le cerveau a été décrit comme étant l’organe concentrant le plus d’adduits 

(130). Par ailleurs, le cerveau est un organe particulièrement sensible au stress oxydatif (131). 

Or, l’ypérite induit un stress oxydatif important y compris dans des organes distants du site 

d’exposition. Ainsi, après une injection d’ypérite par voie intrapéritonéale (i.p.) chez des rats, 

un stress oxydatif cérébral accompagné d’une perturbation de leur système de défense 

antioxydant ont été observés (déplétion du glutathion, diminution de la superoxyde 

dismutase) (132). De plus, un lien entre l’anxiété et le stress oxydatif a été décrit (133, 134). Du 

fait du stress oxydatif et de la présence d’adduits cérébraux induits par l’ypérite, nous pouvons 

donc émettre l’hypothèse selon laquelle l’ypérite induirait des effets cognitifs et/ou 

émotionnels.  

Bien que quelques publications aient montré que l’ypérite induit des effets 

biochimiques sur le cerveau (stress oxydatif et présence d’adduits notamment), ses effets 

cognitifs n’ont été cependant que peu étudiés. La plupart des études sont rétrospectives, 

portant sur les effets à long terme chez des vétérans Iraniens exposés à l’ypérite lors de la 

guerre Iran-Irak (1980-1988). Ainsi, une étude conduite entre 2005 et 2006 auprès de 136 

vétérans iraniens exposés à l’ypérite décrit, en plus des complications à long terme (cutanées, 

oculaires et pulmonaires), des complications neurologiques : 26,86 % des patients présentent 

des maux de tête, 16,42 % de l’épilepsie, 11,94 % des vertiges et 4,48 % des tremblements 

(135). L’étude de Darchini-Maragheh et al., 2012, décrit également des complications 
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neurologiques chez des vétérans iraniens, telles que 65,1 % de perte de concentration, 58,1 % 

de perte de mémoire, 44,1 % de dépression, 27,9 % d’anxiété (136). Cependant, il est à noter 

que ces vétérans ont été exposés à de l’ypérite ainsi qu’à du tabun (agent neurotoxique 

organophosphoré). Les effets décrits ne peuvent donc pas être attribués à la seule ypérite. En 

2014, Razavi et al. ont publié une revue de la littérature rapportant de nombreux cas de 

troubles cognitifs et émotionnels : de 18 à 65 % d’anxiété, de 6 à 46 % de dépression sévère, 

98 % de troubles émotionnels, 80 % de comportements anormaux, 80 % de trouble de la 

mémoire, 3 % de psychose, de 8 à 59 % de stress post-traumatique (PTSD) … (137). Par ailleurs, 

une autre publication compare la survenue d’anxiété, de dépression et de PTSD chez des civils 

iraniens vivant dans 3 villes, dont une où de l’ypérite aurait été utilisée. La première ville, 

Sardasht, a été le théâtre d’utilisation d’armes de guerre à haute intensité ainsi que d’armes 

chimiques. En effet, en juin 1987, un bombardement avec 4 ogives de 250 kg contenant de 

l’ypérite a eu lieu dans cette ville, exposant ainsi environ 4500 habitants. Des symptômes 

caractéristiques de l’ypérite ont été observés tels que des brûlures cutanées et oculaires ainsi 

que des symptômes respiratoires. La seconde ville est Rabat. Dans cette ville, seul de 

l’armement conventionnel a été utilisé, à haute intensité également. La troisième ville, 

Oshnaviyeh, a été exposée à des armes conventionnelles de basse intensité. Les auteurs de 

cette publication ont comparé la survenue d’effets cognitifs chez 153 victimes civiles issues de 

ces 3 villes. Les résultats de cette étude sont résumés dans le Tableau VI ci-dessous (138). Ils 

montrent que l’utilisation d’ypérite, indépendamment de l’intensité des combats, induirait une 

augmentation de la survenue de troubles anxieux, dépressifs et de stress post-traumatique 

(138). Il a par ailleurs été montré que tous ces effets neuropsychiatriques décrits se sont 

traduits par un retentissement sur la qualité de vie des victimes (137).  
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Tableau VI : Comparaison des troubles cognitifs observés chez 153 civils lors de la guerre Iran-

Irak selon l’intensité des combats et l’exposition à l’ypérite.  N=51 par ville.  

D’après Hashemian et al., 2006 (138). 

Ville Sardasht Rabat Oshnavieh 

Exposition 

Haute intensité : 

conventionnelle + 

chimique 

Haute intensité 

conventionnelle 

Faible intensité 

conventionnelle 

Anxiété sévère 65 % 26 % 18 % 

Dépression sévère 41 % 12 % 6 % 

PTSD à vie (full lifetime PSTD) 24 % 6 % 0 % 

 

Par ailleurs, une étude chinoise rapporte également un lien entre des complications 

neuropsychologiques et une exposition à un agent vésicant (139). En effet, 44 victimes ont été 

exposées en août 2003 à Qiqihar en Chine, à un mélange de deux agents vésicants, l’ypérite 

et la lewisite, en manipulant 5 fûts chimiques abandonnés par l’armée impériale japonaise lors 

de la seconde guerre mondiale (139). Parmi les 44 victimes recensées, 26 ont été en contact 

direct avec le toxique. L’une d’elles décéda 17 jours après l’accident. 18 sujets ont été victimes 

d’un transfert de contamination via le sol contaminé sur 8 sites distincts. Entre 2006 et 2014, 

6 bilans ont été réalisés sur ces victimes. Les auteurs de cette étude ont conclu à la présence 

de troubles des facultés visuospatiales, de la mémoire à court terme, ainsi que de PTSD et de 

dépression suite à cette exposition à un mélange d’ypérite et de lewisite (139). 

Bien que certaines études, dont celle de Hashemian et al., 2006 (138), tentent de 

distinguer les effets du stress de guerre des effets propres de l’ypérite, il subsiste des 

incertitudes concernant la nature de l’agent, la dose reçue par les victimes ainsi que la voie 

d’exposition (cutanée, pulmonaire, oculaire,…). Dans le but d’attribuer à l’ypérite les effets 

cognitifs et émotionnels décrits chez les victimes iraniennes et chinoises, des études in vivo 

conduites en laboratoire sur modèle animal se sont avérées nécessaires afin de s’affranchir des 

effets neuropathologiques imputables au stress de guerre, permettant ainsi de confirmer la 

toxicité propre de l’ypérite sur le système nerveux central.  



 
83 

 

I.4.2 Anxiété et mémoire de travail : rappels bibliographiques 

 

Parmi les troubles émotionnels et cognitifs décrits chez les vétérans exposés à l’ypérite, 

l’anxiété et un déficit de la mémoire de travail sont souvent cités (137).  

De nombreuses définitions et classifications de l’anxiété existent. En 2009, Craske 

propose une définition de l’anxiété basée sur les concepts de Barlow : « l’anxiété est un état 

d’esprit orienté vers l’avenir, associé à la préparation possible d’évènements négatifs à venir » 

(140). En outre, selon le DSM-IV (manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux), 

des symptômes somatiques sont associés aux symptômes psychiques (141-144).  Pour certains 

auteurs, la peur et l’anxiété ne sont pas distinctes (145). Cependant, d’autres auteurs 

distinguent la peur comme étant une réponse à un danger présent ou imminent (140, 144). 

Une autre distinction proposée est liée au fait de connaitre ou non le danger (anxiété : danger 

inconnu, peur : danger connu) (145). Ainsi, l’anxiété peut être décrite comme une peur plus 

élaborée permettant à l’individu d’augmenter sa capacité d’adaptation (145). Bien qu’une 

distinction entre la peur et l’anxiété puisse être faite, il existe une similarité dans leurs 

mécanismes comportementaux (145). L’expression de l’anxiété et de la peur sera dans les deux 

cas la préparation de l’organisme à se défendre, à échapper à une situation de danger (145). 

Les manifestations de l’anxiété peuvent être cognitives, comportementales et physiologiques 

(146). Les manifestations somatiques peuvent être une tension musculaire, des cervicalgies, 

des céphalées, des douleurs rachidiennes, des troubles du sommeil et des symptômes digestifs 

(147). Les troubles cognitifs associés sont des troubles de la concentration, de l’attention ainsi 

que de la mémoire (141, 142).  
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Principales structures impliquées dans le mécanisme de la peur et de l’anxiété 

 

Les principales structures impliquées dans le mécanisme de l’anxiété et de la peur sont 

l’amygdale, le thalamus, l’hippocampe et le cortex préfrontal (Figure 19).  

 

 

Figure 19 : Principales structures cérébrales impliquées dans le circuit de la peur et de l'anxiété. 

 

L’amygdale 

 

L’amygdale est une structure particulièrement impliquée dans le mécanisme de la peur. 

Cette structure bilatérale, composée de plusieurs noyaux interconnectés, tire son nom de sa 

forme en amande (148). Elle est localisée dans les profondeurs du lobe temporal, dans la partie 

antéro-inférieure (149). Elle se situe en avant de l’hippocampe et fait partie du système 

limbique. Le système limbique est un ensemble structures cérébrales contrôlant le 

comportement affectif, la motivation et certaines formes de mémoire (150). De par ses 

nombreuses connexions, (notamment avec l’hippocampe, le thalamus et le cortex), l’amygdale 

joue un rôle essentiel dans les émotions, la récompense, la motivation, l’apprentissage, la 

mémoire et l’attention (148, 151, 152). L’amygdale est ainsi impliquée dans la réponse aux 

stimuli, au conditionnement. Il a été démontré le rôle fondamental de l’amygdale dans les 
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études de peur conditionnée chez l’animal, par l’association d’un stimulus neutre (son, 

environnement spatial) à un stimulus intrinsèquement aversif (choc électrique), ou encore dans 

des études d’apprentissage de stimulus-récompense (association d’un stimulus neutre avec 

une récompense) (148, 153, 154). En effet, les animaux dont l’amygdale avait été retirée ou 

lésée, présentaient des perturbations d’apprentissage stimulus-réponses (148), et 

d’association stimulus-réponse de défense (154). Dans le circuit de la peur, suite à la réception 

des informations provenant de ses différentes connexions, l’amygdale va agir sur des 

structures responsables des réactions somatiques de la peur (tachycardie, sudation…) (155). En 

effet, l’amygdale est connectée avec tous les cortex sensoriels (155). 

 

Le thalamus 

 

Le thalamus est une structure du diencéphale principalement constituée de matière 

grise, située au-dessus de l’hypothalamus (150, 156). C’est un ensemble de noyaux ayant 

chacun un rôle, depuis le relai des informations sensorielles et motrices afférentes jusqu’à la 

régulation de la conscience et de la vigilance (156). En effet, une des principales fonctions du 

thalamus est de jouer un rôle d’interface, de relai, puisqu’il reçoit des informations depuis tous 

les systèmes sensoriels, puis les intègre et les transmet vers l’aire corticale appropriée (157, 

158). Une représentation générale proposée consiste en une division des noyaux thalamiques 

en trois secteurs : médian, latéral et antérieur (150). Les noyaux antérieurs sont connectés aux 

structures du système limbique, impliquant ainsi le thalamus dans l’apprentissage et la 

mémoire épisodique (156). Dans la schématisation du circuit de la peur, le thalamus intervient 

dans le circuit court, en relation directe avec l’amygdale, et également dans le circuit long, en 

passant par le cortex préfrontal. En effet, dans le circuit long, le thalamus va transmettre les 

informations au cortex qui pourra analyser finement l’information (155). 
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L’hippocampe 

 

L’hippocampe fait également partie du système limbique. Cette structure bilatérale se 

situe dans le lobe temporal médian, en prolongement de l’amygdale avec de nombreuses 

projections réciproques (159). L’hippocampe joue un rôle important dans le « contrôle des 

comportements spécifiques des espèces ainsi que dans la mémoire et la navigation spatiale » 

(150, 160-164). Une différenciation fonctionnelle de l’hippocampe, antérieur et postérieur 

(respectivement ventral et dorsal chez les rongeurs), a été mise en évidence par des études 

comportementales (165-167). Ainsi, la partie postérieure (dorsale) de l’hippocampe joue un 

rôle préférentiel dans l’apprentissage et la mémoire (spatiale notamment), tandis que la partie 

antérieure (ventrale) est associée aux émotions (159, 165). Cette dernière est liée 

principalement à l’amygdale et à l’hypothalamus, tandis que la partie dorsale (postérieure) est 

principalement liée au néocortex (168, 169). Cependant, l’hippocampe ventral (antérieur) est 

également impliqué dans l’acquisition de la mémoire spatiale et le rappel de cette mémoire 

engage l’axe dorsoventral de l’hippocampe (170). L’hippocampe intervient dans le circuit long 

de la peur. Il apporte le contexte dans lequel s’inscrit le stimulus, en faisant appel aux souvenirs 

pour ainsi freiner la réponse de l’amygdale.  

 

Le cortex préfrontal  

 

Le cortex préfrontal permet le contrôle des fonctions exécutives et du comportement 

au contexte environnemental (150). Il reçoit des informations provenant de nombreuses 

structures telles que l’amygdale, le thalamus, le cortex sensoriel associatif. La région 

préfrontale inférieure envoie des projections sur l’amygdale et l’hypothalamus (150). 

L’hypothalamus est une structure du diencéphale permettant la régulation de la température, 

de la faim, de la soif et du comportement sexuel (150). Il est activé par le thalamus qui relaie 

des informations sensorielles internes (155). L’hypothalamus est relié avec l’hippocampe, 

l’amygdale et le cortex préfrontal. L’interaction de l’hypothalamus avec ces structures permet 

de générer des comportements émotionnels et motivés (150). 
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Dans le circuit de la peur, le cortex préfrontal reçoit les informations via le thalamus. Le 

cortex préfrontal a pour rôle d’analyser des stimulus et des situations complexes et de 

contrôler les réponses émotionnelles (145). Ainsi, le cortex préfrontal va maintenir ou freiner 

l’amygdale en fonction de son analyse de la situation. 

 

Les circuits de la peur 

 

Les structures impliquées dans la peur et de l’anxiété s’articulent en deux circuits : le 

circuit court (voie ventrale), passant du thalamus à l’amygdale, et le circuit long (voie dorsale) 

impliquant de plus le cortex préfrontal et l’hippocampe (Figure 20). 

 

Figure 20 : Circuits de la peur.  

Le circuit court transmet l’information du thalamus vers l’amygdale qui activera rapidement les 

réponses émotionnelles. Le circuit long passera par le cortex préfrontal et l’hippocampe qui 

pourront analyser l’information et contextualiser le danger, et ainsi freiner l’amygdale dans sa 

réponse émotionnelle. 
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Les deux circuits de la peur (court et long) coexistent. La mise en œuvre de la voie 

courte, du thalamus à l’amygdale, nécessite quelques millisecondes (12 ms chez le rat pour 

une stimulation acoustique), tandis que la voie longue (incluant le cortex et l’hippocampe) 

nécessite deux fois plus de temps (155). En effet, dans la voie longue, le cortex va analyser 

l’information tandis que l’hippocampe va mémoriser le contexte associé au stimulus. Le cortex 

et l’hippocampe maintiendront ou freineront l’action de l’amygdale (151, 155, 163, 171). La 

voie courte, plus rapide, a ainsi un rôle dans la survie, tandis que la voie longue permet de 

rationaliser le danger potentiel grâce à une analyse de la situation. Un hyperfonctionnement 

amygdalien ou un hypofonctionnement hippocampique peuvent ainsi induire un état 

d’anxiété (172). La mémoire et les émotions sont interdépendantes compte tenu des 

nombreuses connexions entre l’amygdale et l’hippocampe. Il a été démontré que l’amygdale 

joue un rôle essentiel dans la « mémoire émotionnelle » puisqu’une lésion de l’amygdale abolit 

ce type de mémoire (150, 173). Ainsi les évènements liés à des émotions fortes seront plus 

facilement mémorisés notamment grâce aux glucocorticoïdes passant au niveau du système 

nerveux central (164, 174-176). En effet, une étude conduite chez des souris a montré un 

passage rapide et transitoire de glucocorticoïdes dans l’hippocampe après un stress aigu et 

une inversion de la mémoire sérielle (177). Un contexte associé à un évènement traumatisant 

pourra être source d’anxiété. En outre, une réduction du volume de l’hippocampe de 6 à 8 % 

a été observée chez des vétérans souffrant de stress post-traumatique (178). Chez l’animal, il 

a été observé que le stress chronique induit également une dégénérescence de l’hippocampe 

via un taux anormalement et durablement élevé de glucocorticoïdes (150, 178). De même, 

dans le cas de pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, une 

dégénérescence des neurones hippocampiques en lien avec une altération de l’homéostasie 

des glucocorticoïdes a été observée (179, 180).  

L’interaction entre toutes les structures du circuit de la peur dépend de 

neurotransmetteurs et d’hormones. Lors d’un stress, deux types de réponses sont mises en 

place, une réponse rapide et une lente (150). La première réponse consiste en la transmission 

d’un message nerveux par l’hypothalamus, via la moelle épinière, jusqu’aux glandes surrénales 

(partie médullaire) afin de libérer des catécholamines, l’adrénaline en particulier (150). Cette 

première réponse, très rapide, de l’ordre de la seconde, permet à l’organisme d’être en état 
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d’alerte avec une vigilance augmentée (150, 181). En parallèle de cette première réponse 

rapide, la stimulation de l’amygdale va conduire à la synthèse du peptide corticolibérine (ou 

CRH pour corticotropin releasing hormone) dans l’hypothalamus vers l’hypophyse qui libère 

de la corticotropine (ou ACTH pour adrenocorticotropic hormone),  conduisant à la synthèse 

et à la libération de glucocorticoïdes (cortisol chez l’Homme et corticostérone chez le rongeur) 

par le cortex des glandes surrénales (150, 181). Les glucocorticoïdes vont permettre à 

l’organisme de concentrer les dépenses énergétiques au niveau des muscles et du cerveau et 

de réduire les autres dépenses énergétiques afin de le préparer à la fuite ou à la survie. Cette 

voie du cortisol est activée en quelques minutes ou quelques heures (150). Ainsi, l’association 

des deux séquences de réponses va permettre de préparer l’organisme à la survie ou la fuite 

de façon rapide, et de concentrer les ressources nécessaires via la réponse plus lente (Figure 

21) (150). 
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Figure 21 : Réponse de l'organisme face à un stress.  

Après analyse de la situation par le thalamus, l'amygdale, le cortex préfrontal et l'hippocampe, 

l'hypothalamus va dans un premier temps envoyer rapidement un message nerveux aux 

glandes surrénales (partie médullaire) afin de libérer des catécholamines pour préparer 

l’organisme à la fuite et à la survie. Dans un second temps, l’hypothalamus va également 

synthétiser le peptide CRH à destination de l’hypophyse qui va libérer de l’ACTH. L’ATCH va 

agir sur la partie corticale des glandes surrénales conduisant à la libération de glucocorticoïdes 

qui permettront la mobilisation des ressources énergétiques. 
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Classification des systèmes de mémoire 

 

En 1992, Squire a proposé une classification dichotomique de la mémoire basée sur 

des observations menées chez l’Homme et l’animal (160, 182). Ainsi, la mémoire peut être 

divisée en deux systèmes : la mémoire déclarative (explicite) et la mémoire non-déclarative 

(implicite) (157).  

La mémoire déclarative ou explicite correspond aux informations stockées, accessibles 

à la conscience, tandis que la mémoire non déclarative, ou implicite, est généralement non 

accessible à la conscience. Ainsi, dans la mémoire déclarative, seront stockés les épisodes de 

la vie quotidienne (mémoire autobiographique), et la mémoire sémantique stockant les 

connaissances générales (182). La mémoire déclarative permet de récupérer de façon 

consciente les informations (numéro de téléphone, paroles de chanson…) (157). La mémoire 

déclarative est essentiellement sous-tendue par le diencéphale et le lobe temporal médian 

(160, 182), contenant l’hippocampe, le cortex et l’amygdale (183). 

A l’inverse, dans la mémoire non déclarative, ou implicite, le rappel des souvenirs 

s’effectue de manière inconsciente sans le contexte associé. Cette mémoire concerne ainsi les 

habiletés motrices, cognitives et perceptives, les associations et indices d’amorçage et le 

conditionnement classique (157, 182, 184, 185). La mémoire non déclarative dépend 

essentiellement du striatum, du néocortex, de l’amygdale et du cervelet (160, 182). 

Les mémoires déclarative et non déclarative font toutes deux partie de la mémoire à 

long-terme. En effet, une notion de durée peut être ajoutée à cette classification (Figure 22). 

Ainsi, 3 types de mémoires peuvent être distingués en fonction de leur durée : la mémoire 

immédiate (moins d’une seconde), la mémoire de travail ou à court-terme (de quelques 

secondes à quelques minutes) et la mémoire à long terme (plusieurs jours à années) (157). Par 

un mécanisme de consolidation du souvenir, des informations de la mémoire à court-terme 

peuvent être encodées dans la mémoire à long-terme (157). La mémoire de travail, à court-

terme, est généralement étudiée dans le contexte de la mémoire déclarative (157). 
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Figure 22 : Classification dichotomique de la mémoire chez l'Homme. 

Ce modèle distingue la mémoire à court–terme et à long–terme, la mémoire déclarative 

(explicite) de la mémoire non déclarative (implicite). Adapté de Squire et al., 1992 (182) et de 

Jaffard 2011 (185). 

 

Un autre modèle de classification de la mémoire est celui proposé par Tulving en 1995. 

Dans son modèle, les mémoires sémantique et épisodique appartiennent à deux systèmes 

différents. La mémoire sémantique est la mémoire des connaissances générales, tandis que la 

mémoire épisodique répond aux trois questions « what », « where » et « when », c’est-à-dire, 

quoi, où et quand (186). Les souvenirs en mémoire épisodique impliquent donc une 

composante temporelle. La mémoire épisodique est sous-tendue par le cortex préfrontal pour 

l’encodage et le rappel (187). La mémoire épisodique a été décrite comme étant uniquement 

présente chez l’Homme, cependant des travaux conduits par Clayton et Dickinson en 1998 sur 

des geais, ont montré que ces animaux présentaient une mémoire de type épisodique 

(episodic-like memory) lorsqu’ils devaient retrouver des aliments qu’ils avaient cachés, en 

fonction de leur caractère périssable ou non (187, 188). Dans le modèle de Tulving, la mémoire 

épisodique est représentée au-dessus des autres systèmes de mémoire. Son modèle est dit 
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Sériel, Parallèle et Indépendant (SPI). Dans le modèle de Tulving, l’encodage des informations 

est sériel et dépend des systèmes de mémoire précédents à partir du système de 

représentations perceptives jusqu’à la mémoire épisodique (Figure 23). Le stockage des 

informations se fait de façon parallèle dans les systèmes de mémoire, et le rappel des 

informations d’un système de mémoire est indépendant des autres systèmes (189). L’une des 

limites de ce modèle est la relation entre la mémoire procédurale et les autres systèmes. Un 

modèle intégrant la notion de buffer épisodique proposée par Baddeley, permettrait de faire 

le lien entre la mémoire de travail, procédurale, et les autres systèmes de mémoire (189). 
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Figure 23 : Modèle de Tulving SPI (sériel, parallèle et indépendant).  

Dans ce modèle, la mémoire épisodique est placée au-dessus des autres systèmes de mémoire. 

L’encodage des informations se fait en série (du système des représentations perceptives à la 

mémoire épisodique(189)), le stockage des informations est effectué en parallèle dans les 

différents systèmes. Le rappel des informations est indépendant, c’est-à-dire que seul le rappel 

s’effectue dans le système le plus approprié, indépendamment des autres systèmes. 
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La mémoire de travail  

 

La mémoire de travail se réfère à un système cérébral qui permet un stockage 

temporaire et une manipulation des informations nécessaires pour des tâches cognitives 

complexes telles que la compréhension du langage, l’apprentissage et le raisonnement (190). 

Elle implique le stockage et le traitement simultané des informations (190). La région du cortex 

préfrontal est connue pour jouer un rôle crucial dans la mémoire de travail (155, 191, 192). Le 

modèle de mémoire de travail de Baddeley et Hitch (1974) distingue un centre exécutif et deux 

sous-systèmes dits « esclaves » : la boucle phonologique et le calepin visuospatial (193, 194). 

Le centre exécutif coordonne et supervise les deux sous-systèmes permettant de stocker et de 

traiter simultanément des informations (189, 195). Il alloue l’espace de mémoire en fonction 

des besoins des sous-systèmes en augmentant la mémoire de l’un et diminuant la mémoire 

de l’autre (193). La boucle phonologique retient les informations verbales entendues ou lues 

tandis que le calepin visuospatial retient les informations visuospatiales et permet la formation 

et la manipulation d’images mentales (189, 194). La durée de stockage dans la boucle 

phonologique est très brève, de l’ordre de deux secondes. Ainsi, pour augmenter la durée de 

rétention d’une information entendue ou lue, il est nécessaire de la répéter par un mécanisme 

de récapitulation articulatoire (196). Le calepin visuospatial est moins bien décrit, mais il 

contiendrait lui aussi un espace de stockage et ferait également intervenir un mécanisme pour 

récapituler les informations contenues dans l’espace de stockage (196). En 2000, Baddeley a 

ajouté à son modèle en trois compartiments le buffer épisodique qui est un espace de 

stockage temporaire (197) capable d’intégrer des informations provenant de différentes 

sources (189). Une fois la tâche réalisée, l’information est effacée s’il n’y a pas de consolidation. 

Ainsi, une caractéristique de la mémoire de travail est un stockage de l’information durant un 

temps court, suivi de son effacement, ce qui nécessite une flexibilité cognitive.  

 

  



 
96 

 

L’anxiété aurait des effets sur la mémoire de travail en affectant le centre exécutif par 

mobilisation des ressources attentionnelles, augmentant ainsi la charge mentale (198, 199). La 

personne anxieuse devra traiter à la fois les informations liées à son anxiété en plus des 

informations pertinentes rencontrées dans son quotidien (142, 200). En effet, une des théories 

souvent reprise, est qu’il existerait une compétition entre les processus liés à l’anxiété et ceux 

liés aux tâches. Ainsi, lors des ruminations verbales du sujet anxieux, il se produirait une 

interférence avec la boucle phonologique (198, 200). De plus, comme il a été décrit plus haut, 

un stress va induire des effets biochimiques et biologiques afin de préparer l’organisme à lutter 

ou fuir. Cependant, lorsque le stress devient chronique, ces modifications vont conduire à des 

perturbations neurochimiques et neurobiologiques affectant le fonctionnement de structures 

cérébrales, notamment celles impliquées dans la mémoire de travail et l’attention (150, 173).   

 

Afin d’étudier les effets cognitifs et émotionnels propres à l’ypérite, la seconde partie 

de cette thèse s’attachera à explorer, chez l’animal, l’anxiété et les troubles de la mémoire de 

travail après exposition à un analogue de l’ypérite, le CEES. Ces résultats permettront ainsi 

d’étudier les effets d’un agent vésicant après une exposition cutanée, sans le biais induit par 

le stress de guerre chez l’Homme. En effet, les études décrivant les effets comportementaux 

de l’ypérite ont été conduites auprès de victimes dont l’exposition au toxique, non quantifiable, 

a pu être multiple, via plusieurs voies d’exposition (pulmonaire, oculaire, cutanée…), sous 

forme liquide et/ou vapeurs, dans des conditions thermiques non définies (la chaleur et 

l’humidité modifiant la volatilité et la pénétration de l’ypérite). A ces variables, s’ajoute le stress 

de guerre qui est par ailleurs connu comme pouvant induire à lui seul des troubles cognitifs 

et émotionnels (201-203).  
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II. OBJECTIFS  

 

II.1. Première partie : effets cutanés 

 

La première partie de cette thèse porte sur les effets cutanés et visait à évaluer la 

pertinence et les limites du CEES, analogue de l’ypérite. En effet, du fait des restrictions légales 

d’utilisation de l’ypérite, de nombreux laboratoires se tournent vers cet analogue. Cependant, 

très peu d’études ont comparé les lésions induites par le CEES avec celles induites par l’ypérite. 

Après la mise au point d’un modèle d’exposition au CEES, les lésions obtenues avec le CEES 

d'une part et l’ypérite d'autre part ont été comparées. La finalité de cette partie était 

l’évaluation de deux molécules à visée thérapeutique agissant sur la Cx-43 afin d’accélérer la 

cicatrisation cutanée après une exposition au CEES.  

 

Objectif 1 : mise au point des brûlures cutanées au CEES et à l’ypérite 

Cet objectif a consisté à mettre au point les modèles d’exposition aux vapeurs 

saturantes de CEES et d’ypérite afin de créer des lésions cutanées, bien définies, reproductibles 

et non létales.  

 

Objectif 2 : comparaison des lésions induites par l’ypérite et le CEES, d’un point de 

macroscopique, histologique et moléculaire 

Cet objectif a consisté à comparer les lésions cutanées obtenues avec le CEES et 

l’ypérite, à partir des modèles et protocoles validés dans l’objectif 1. Cette comparaison avait 

pour but d’évaluer la pertinence de l’utilisation du CEES comme analogue de l’ypérite.  
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Objectif 3 : évaluation de l’efficacité de molécules modulatrices des connexines 43 sur les 

lésions induites par le CEES 

Le troisième objectif de la partie cutanée était un objectif à visée thérapeutique. Des 

molécules candidates agissant sur la Cx-43 ont été appliquées sur des lésions cutanées 

induites par le CEES dans le but d’accélérer le processus de cicatrisation. 

  

II.2. Seconde partie : effets cérébraux 

 

La seconde partie de cette thèse porte sur les effets cérébraux de l’ypérite. Cette partie 

trouve son origine dans des publications, principalement iraniennes, décrivant des effets 

psychiques chez des victimes ayant été exposées à l’ypérite (137). Cependant, il est difficile 

d’attribuer ces effets à l’ypérite en elle-même, principalement à cause du contexte belliqueux 

dans lequel se sont inscrites ces expositions. Nous avons donc voulu évaluer en laboratoire les 

effets cognitifs et émotionnels du CEES et avons recherché la présence de ses adduits 

cérébraux. 

 

Objectif 1 : évaluation de la réponse émotionnelle et cognitive suite à une exposition cutanée 

à un agent vésicant 

Cet objectif avait pour but d’évaluer, grâce à des tests comportementaux, la réponse 

émotionnelle et cognitive de souris exposées au CEES par voie cutanée. Cet objectif a été 

réalisé en collaboration avec l’Institut des Neurosciences Cognitives et Intégratives d’Aquitaine 

(INCIA, UMR 5287, CNRS - Université de Bordeaux). 
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Objectif 2 : recherche d’adduits cérébraux du CEES après une exposition cutanée 

Ce second objectif de la partie cérébrale a consisté à rechercher la présence d’adduits 

cérébraux après une exposition cutanée au CEES et à étudier leur persistance. Cet objectif a 

fait l’objet d’une collaboration avec le Commissariat à l’Energie Atomique et aux énergies 

alternatives (CEA – IRIG/DIESE/SyMMES/CIBEST, UMR 5819 CEA-CNRS-UGA) de Grenoble.  
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III. MATERIELS ET METHODES 

 

III.1. Partie cutanée 

 

Agents vésicants : l’ypérite et le CEES 

 

L’ypérite (HD) a été fournie par DGA maîtrise NRBC (Vert-le-Petit). Cet établissement 

est le seul habilité en France par l’OIAC à synthétiser « à des fins médicales, pharmaceutiques, 

de recherche ou de protection » des agents chimiques réglementés inscrits au tableau 1. Les 

expérimentations ont eu lieu à l’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) au sein 

du Laboratoire de Toxicologie du bâtiment confiné, habilité à héberger des recherches avec 

de l’ypérite. L’ypérite a été utilisée pure. 

Du fait de la restriction d’utilisation de l’ypérite, de nombreux laboratoires travaillant 

sur cet agent sont contraints de la substituer par un de ses analogues (Figure 24) (204, 205). 

L’ypérite, possède de nombreux analogues plus ou moins proches structurellement. Parmi eux, 

le CEES (2-chloroéthyle éthyle sulfide) est le plus proche puisqu’il ne diffère de l’ypérite que 

par un atome de chlore. Il est également appelé « half-mustard » en anglais ou hémi-

moutarde. Les autres principaux analogues sont représentés sur la Figure 24 ci-dessous (205). 
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Figure 24 : Analogues de l'ypérite, dont le CEES (2-chloroéthylethylsulfide), structurellement 

très proche.  

Un groupement méthyl remplace un des atomes de chlore de l’ypérite. Adapté de Bartelt-Hunt, 

et al., 2008 (206) 

 

Le CEES, qui n’est pas inscrit au tableau I de la CIAC, a été acheté chez Sigma Aldrich 

(référence 242640). Tout comme l’ypérite, le CEES est sous forme liquide et émet des vapeurs 

à température ambiante. Sa volatilité est de 16 570 mg/m3 à 20 °C (207) tandis que celle de 

l’ypérite est de 610 mg/m3 à 20 °C (208). Ainsi, il est donc possible de mimer des lésions 

induites par l’ypérite avec du CEES, à la fois par une exposition liquide et également par une 

exposition vapeur. Les propriétés physico-chimiques du CEES sont proches de celles de 

l’ypérite. Le CEES semble donc être l’analogue le plus pertinent de l’ypérite, que ce soit dans 

le cadre d’études d’adsorption, d’hydrolyse et de biodégradabilité (205).  
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Cependant, la toxicité du CEES est inférieure à celle de l’HD puisque les Doses Létales 

50 (LD50) de l’HD sont de 19,3 mg/kg et 9,7 mg/kg (respectivement voies sous-cutanée et 

percutanée chez la souris) tandis que pour le CEES, elles sont de 566 mg/kg et 1 425 mg/kg 

(respectivement voies s.c. et p.c.) (205, 209) (Tableau VII).  

 

Tableau VII : Comparaison de l'ypérite et du CEES.  

DL50 : dose létale 50, s.c. : sous-cutané, p.c. : per cutané, i.p. : intrapéritonéal 

 Formule 

Masse 

molaire 

(g/mol) 

Densité 

de 

vapeurs 

Point 

d’ébullition 

(°C) 

Pression 

de 

vapeur 

(mm Hg, 

25°C) 

Solubilité 

(mg/L, 25°C) 
Log Kow 

Volatilité 

(mg/m3, 

20°C) 

DL50 

souris 

(mg/kg) 

Ypérite C4H8Cl2S 150,07 5,4 218 0,11 684 
2,41-

2,55 
610 

19,3 (s.c.)  

9,7 (p.c.) 

4,8 (i.p.)  

CEES C4H9ClS 124,63 4,27 156,5 3,4 1062 2,2 16570 

566 (s.c.)   

1425 (p.c.) 

17,7 (i.p.)  

 

Les mêmes précautions de manipulation ont été prises pour l’ypérite et pour le CEES, à 

savoir :  

- Equipements de Protection Individuels (EPI) : gants butyle, tablier et manchettes 

Tychem® 6000 F, Appareil Normal de Protection (ANP) avec des cartouches filtrantes 

A2B2P3 à proximité. 

- Equipements de protection collective : manipulation sous hotte chimique, Appareil 

Portatif de Contrôle de Contamination à 4 Canaux (AP4C) afin de contrôler l’ambiance 

chimique. 
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Les consommables ayant été en contact avec le CEES ou l’ypérite ont été neutralisés par 

trempage durant 7 jours dans de la soude alcoolique (2,86 M de soude) préparée avant les 

expositions. Tous les instruments manipulés lors de l’exposition (pinces, pipettes…) ont été 

décontaminés avec une solution d’hypochlorite de sodium à 2,6 %. 

 

Modèle animal : la souris SKH-1 

 

Comme il a été décrit précédemment, l’ypérite touche de nombreuses cibles cellulaires 

et moléculaires, rendant notamment la cicatrisation complexe et retardée. Pour étudier l’effet 

cicatrisant de molécules candidates, il est donc nécessaire d’utiliser un modèle animal en 

l’absence de modèle alternatif pertinent pour étudier la cicatrisation des lésions induites par 

les vésicants. Le modèle animal choisi est la souris sans poils SKH-1 provenant de Charles 

River© (Crl:SKH1Hrhr, fonds génétique albinos (210)) (Figure 25).  

 

Figure 25 : Souris SKH-1 (Charles River©) 

 

Cette souche, non consanguine, a l’avantage d’être sans poils tout en étant 

immunocompétente. Il n’est ainsi pas nécessaire de la raser ou d’appliquer une crème 

dépilatoire évitant ainsi de créer des microlésions ou des brûlures chimiques. Ce modèle a de 

plus l’avantage d’être documenté et classiquement utilisé pour étudier les effets cutanés des 

lésions à l’ypérite ainsi que pour les recherches dermatologiques plus générales (211, 212). 

Cependant, la peau de la souris SKH-1 est plus fine que celle de l’Homme et possède des 

annexes différentes telles que les utricules et les kystes dermiques (211) (Figure 26). 
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Figure 26 : Coupe histologique de peau de souris SKH-1. 

Coloration Hémalun, Phloxine, Safran (HPS), objectif x20 : astérisques : kystes dermiques, flèche 

noire : utricule connecté à la surface de la peau 

  

L’épaisseur de la peau de la souris SKH-1 est de 22 ± 2 µm pour l’épiderme et de 140 

± 10 µm pour le derme (chez des femelles) (213). L’épaisseur de l’épiderme est identique entre 

les mâles et les femelles, tandis que le derme est plus épais chez le mâle et l’hypoderme plus 

mince que chez la femelle (211). Pour cette thèse, seules des souris mâles ont été utilisées pour 

avoir une homogénéité des coupes de peau et s’affranchir des fluctuations hormonales.  

Les souris SKH-1 ont été reçues à un âge de 5 semaines, puis utilisées après une 

semaine de quarantaine et de stabulation. Les animaux ont été hébergés par 4 en cages 

collectives jusqu’au jour de l’exposition. Après exposition, les souris ont été placées en cages 

individuelles jusqu’à la fin de la procédure afin de réduire le risque de lésions cutanées par 

griffures et morsures entre congénères. Un cycle éclairage/obscurité de 12 h a été mis en place 

(éclairage de 7 h - 19 h) avec une température comprise entre 20 et 21 °C. 

En fin de procédure, les souris ont été euthanasiées par une injection de pentobarbital 

(Doléthal®) à 150 mg/kg en i.p. suivie d’une dislocation cervicale. Des prélèvements de peau, 

de sang et du cerveau ont ensuite été réalisés.  
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Suivi des animaux 

 

Suivi macroscopique 

 

Afin de suivre l’évolution de la lésion et sa cicatrisation, de nombreux paramètres 

cutanés ont été évalués quotidiennement. Pour cela, l’unité Vésicants s’est dotée d’un plateau 

technique d’ingénierie cutanée permettant de mesurer de nombreux paramètres de façon non 

invasive. Toutes ces mesures ont été effectuées sur l’animal anesthésié par voie gazeuse 

(isoflurane dans l’air médical). L’anesthésie est induite dans une boîte (isoflurane à 4-5 %, débit 

2 L/min) puis l’anesthésie est maintenue au masque après réduction de la concentration 

d’isoflurane et du débit gazeux (isoflurane 2-2,5 %, débit 0,2 L/min). L’appareil d’anesthésie 

utilisé était le modèle miniHUB V3 de Temsega® (Figure 27). Durant toute l’anesthésie, les 

souris ont été placées sur un plateau chauffant pour prévenir l’hypothermie engendrée par 

l’anesthésie.   

 

 

Figure 27 : Poste d'anesthésie gazeuse MiniHUB V3 de Temsega®. 
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Surface des lésions 

 

Le premier paramètre mesuré était la surface des lésions afin de comparer leur taille. 

Dans ce but, les lésions ont été photographiées quotidiennement à l’aide d’un appareil photo 

Nikon® D40X avec un objectif Sigma© 17-70 mmf/2,8-4 DC Macro. Grâce à un système de 

fixation de l’appareil réalisé sur mesure dans les ateliers de l’IRBA, la distance entre l’objectif 

et l’animal restait constante (Figure 28). De plus, des étiquettes portant l’identifiant de l’animal, 

la date, ainsi qu’un repère de 2 cm étaient placées à côté de chaque animal afin de calibrer 

l’échelle de mesure pour le calcul des surfaces de lésions. Plusieurs éclairages étaient 

positionnés autour de l’animal afin d’illuminer les lésions de façon homogène. Les 

photographies ont ensuite été analysées à l’aide du logiciel ImageJ afin de calculer la surface 

des lésions. Pour cela, l’échelle de mesure a été calibrée puis l’image a été séparée selon les 

canaux Red Green et Blue. Seule l’image dans le canal Blue est analysée. Le seuil (threshold) 

est ensuite ajusté afin de mettre en surbrillance les zones lésées. Les surfaces de ces zones 

sont ensuite calculées. 

 

 

Figure 28 : Dispositif de prise de vue des lésions cutanées sur souris anesthésiées 
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Perte insensible en eau (PIE) 

 

Nous avons mesuré la perte insensible en eau c’est-à-dire l’évaporation de l’eau à 

travers la peau, exprimée en g/m²h. Ce paramètre reflète la fonction barrière de la peau, 

paramètre important de la cicatrisation (214). Il existe deux catégories d’appareils pour 

mesurer la PIE : les appareils à chambre ouverte (Monaderm® - Tewameter) et ceux à chambre 

fermée (Delfin technologies® - Vapometer) (215). L’avantage des systèmes à chambre fermée 

tel que le Vapometer est de fournir des mesures non perturbées par le flux d’air ambiant. Dans 

les laboratoires de l’IRBA, les flux d’air générés par les ventilations étaient importants et 

perturbaient les mesures réalisées avec le Tewameter. Nous nous sommes donc équipés du 

Vapometer pour réaliser cette thèse (Figure 29). L’appareil est muni d’un adaptateur de 4,5 

mm de diamètre afin de ne recouvrir que la zone exposée. Le Vapometer est posé à la surface 

de la zone cutanée à mesurer, et enregistre l’augmentation de l’humidité relative dans la 

chambre de mesure par comparaison avec l’humidité ambiante. La mesure est obtenue au 

bout d’une période de quelques secondes. Toutes nos mesures ont été effectuées dans une 

même salle d’expérimentation, à un endroit défini et constant. Les paramètres d’hygrométrie 

de la salle d’hébergement ont été relevés quotidiennement.  

 

Figure 29 : Vapometer (Delfin Technologies®).  

Appareil permettant de mesurer la perte insensible en eau. 
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Hydratation cutanée (HC) 

 

L’hydratation cutanée (HC) a été mesurée à l’aide du MoisterMeterD (Delfin 

technologies®) (Figure 30). Cet appareil mesure la constante diélectrique de la peau et des 

tissus sous-cutanés de manière non-invasive, en appliquant la sonde sur la peau de l’animal. 

Le résultat s’affiche sur l’écran au bout de quelques secondes. La constante diélectrique de la 

peau est proportionnelle à son taux d’hydratation. Ainsi, plus la valeur est élevée, plus le tissu 

contient de l’eau. A l’inverse, une valeur faible signera une déshydratation. Plusieurs sondes 

existent en fonction de l’épaisseur de la peau à mesurer (216). Nous avons opté pour la sonde 

de 10 mm de diamètre permettant de mesurer l’hydratation jusqu’à 500 µm de profondeur, 

qui est ainsi adaptée à l’épaisseur de la peau des souris. En effet, nos mesures ont montré que 

l’épaisseur moyenne de la peau des souris SKH-1 (de l’épiderme jusqu’à la partie dorsale de la 

couche musculaire) était comprise entre 550 et 650 µm.  

 

Figure 30 : MoisterMeterD (Delfin technologies®) équipé de la sonde permettant de mesurer 

l'hydratation cutanée chez la souris. 
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Couleur de la peau 

 

La couleur de la peau a été mesurée par l’appareil SkinColorCatch (Delfin 

technologies®) (Figure 31). Celui-ci permet de mesurer en quelques secondes plusieurs 

paramètres tels que les valeurs RGB (Red, Green, Blue), le taux de mélanine, l’Individual 

Typology Angle (ITA) qui classifie la teinte de la peau entre – 90° et + 90°. L’ITA est calculé à 

partir de la clarté de la zone allant du noir au blanc (de 0 à 100) et de la couleur allant du bleu 

au jaune (- 128 à + 127). Plus la peau est claire, plus l’ITA est élevé et inversement (  
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Tableau VIII). Les souris de notre étude avaient toutes le même phototype (couleur de 

peau), leur ITA initial était donc identique. Ainsi, lorsque la souris présente une lésion, la valeur 

de l’ITA est basse. Plus la croûte à la surface de la lésion est foncée, plus l’ITA diminue. Cette 

mesure permet également d’apprécier la qualité de la cicatrisation en termes de pigmentation 

(si la peau retrouve sa coloration initiale). En effet, cette mesure est intéressante dans le cadre 

des lésions induites par l’ypérite qui laissent souvent des séquelles de type dyspigmentation 

(hypo ou hyper). La surface de la zone mesurée avec cet appareil est de 0,3 cm². 

 

 

Figure 31 : Skin Color Catch (Delfin Technologies®). 

Appareil permettant d’estimer la couleur de la peau grâce à la mesure de l’Individual Typology 

Angle (ITA). 
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Tableau VIII : Classification de la teinte de la peau en fonction du degré ITA (selon la notice de 

Delfin Technologies®) 

ITA (°) 
Classification de la teinte de 

la peau 

55 – 90 Très claire 

41 – 54 Claire 

28 – 40 Intermédiaire 

10 – 27 Bronzée 

-30 – 9 Marron 

-90 – -29 Foncée 

 

 

Score combiné lésionnel 

 

Afin de compiler les différents paramètres de cicatrisation mesurés lors du suivi 

macroscopique (surface de la lésion, ITA, PIE et hydratation cutanée), un score a été établi. Ce 

score est composé de ces différentes valeurs, toutes normalisées entre 0 et 100, afin que les 

paramètres aient la même incidence sur le score final. L’expression du score combiné lésionnel 

est la suivante : 

 

 

D’après la formule ci-dessus, plus la surface de la lésion (S) et la perte insensible en eau 

(PIE) sont faibles, plus le score lésionnel sera bas, traduisant une lésion en voie de cicatrisation. 

Au contraire, plus l’ITA et le taux d’hydratation diminuent, plus le score combiné lésionnel sera 

élevé et la peau sera lésée. 

Ce score, exprimé en pourcentage, permet ainsi de quantifier la lésion en prenant en 

compte les paramètres cutanés mesurés de façon non invasive.  

 

𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛é 𝑙é𝑠𝑖𝑜𝑛𝑛𝑒𝑙 = (𝑆 + 𝑃𝐼𝐸) −  (𝐻𝐶 + 𝐼𝑇𝐴) 
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Analyses histologiques 

 

Prélèvement de biopsies 

 

Lors du sacrifice des animaux, un repère est tracé au niveau de la nuque de l’animal 

puis la peau du dos est découpée et déposée sur un plateau en inox désinfecté entre chaque 

prélèvement (Figure 32). Des biopsies de peau des zones exposées et témoins sont ensuite 

prélevées à l’aide de punchs stériles de 8 mm de diamètre. Les biopsies de peau sont ensuite 

placées sur un morceau de polystyrène et maintenues à l’aide d’aiguilles. Les biopsies sont 

immergées dans du paraformaldéhyde (PFA) à 4 % dans du Phosphate Buffer Saline (PBS) 

(Cliniscience ref : AR1068PFA) pendant 24 h, puis transférées dans du PBS 1X pendant 24 à 48 

h. Elles sont ensuite placées dans des cassettes d’inclusion puis disposées dans les paniers de 

l’automate Excelsior AS (MM® France) afin de les déshydrater sous vide. Sur la table 

d’inclusion, de la paraffine liquide est ensuite coulée sur les biopsies orientées selon le plan 

de coupe souhaité. En refroidissant, la paraffine durcit et forme un bloc contenant la biopsie.  

 

 

Figure 32 : Schéma de prélèvement de biopsies cutanées. 

 

  

https://www.google.fr/url?sa=i&url=https://www.educol.net/coloriage-paire-de-ciseaux-i27515.html&psig=AOvVaw3OD56pNn-j3tXCgq9R5kXi&ust=1584525849450000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCLjfpPWgoegCFQAAAAAdAAAAABAD
https://www.google.fr/url?sa=i&url=https://www.educol.net/coloriage-paire-de-ciseaux-i27515.html&psig=AOvVaw3OD56pNn-j3tXCgq9R5kXi&ust=1584525849450000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCLjfpPWgoegCFQAAAAAdAAAAABAD
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Préparation des lames et coloration 

 

Les blocs de paraffine sont ensuite taillés puis coupés au microtome Leica® Mulitcut R 

afin d’obtenir des coupes de 5 µm, posées sur des lames SuperFrost® Plus Gold  (réf : 045795). 

Une coloration Hémalun, Phloxine, Safran (HPS) est ensuite réalisée à l’aide de l’automate 

Leica® ST5020, puis après des bains successifs d’éthanol et de xylène pour déshydrater les 

coupes, les lames sont montées avec de l’Eukitt®. Les lames ont ensuite été scannées et 

analysées à l’aide du scanner de lames NanoZommer (Hamamatsu®) et du logiciel NDP 

view®. La coloration HPS permet de colorer les noyaux par l’hémalun (tons violets), le 

cytoplasme par la phloxine (tons roses), et le collagène par le safran (tons orangés). Les coupes 

représentées dans les résultats ont été observées avec un objectif x10.  

 

Immunomarquage de la connexine 43 

 

Le protocole d’immunomarquage est détaillé en Annexe I. 

Brièvement, les lames sont tout d’abord déparaffinées par passages successifs dans 

plusieurs bains : xylène, éthanol 100 %, éthanol 95 %, eau. Un démasquage des sites 

antigéniques est ensuite réalisé en autocuiseur dans une solution de citrate pH6. Ce 

démasquage est nécessaire pour la fixation ultérieure des anticorps. En effet, la fixation des 

biopsies de peau au PFA a créé des liaisons covalentes entre les protéines qui empêchent la 

fixation des anticorps. Après le démasquage, une perméabilisation des cellules est réalisée au 

Triton 0,1 %. Cette étape permet aux anticorps d’accéder aux épitopes intracytoplasmiques. 

Les sites non spécifiques sont ensuite saturés avec de l’Emerald (ref 936B-08 Cell marque) 

avant l’incubation avec l’anticorps primaire dilué dans de l’Emerald (ref 936B-08 de Cell 

marque®). Afin de visualiser l’expression de la connexine 43 dans les coupes de peau, 

l’anticorps primaire utilisé avait pour cible la connexine 43 (ref ab117843, Abcam). Il s’agit d’un 

anticorps polyclonal produit chez le lapin réagissant avec la souris. L’incubation avec 

l’anticorps dure toute une nuit. Un contrôle négatif est systématiquement réalisé sur chaque 

lame avec de l’Emerald seul. Ce contrôle permettra de visualiser le bruit de fond du marquage. 



 
114 

 

La peroxydase endogène est ensuite bloquée par de l’eau oxygénée avant incubation avec 

l’anticorps secondaire, ImmPress® HRP antiRabbit IgG polymer detection kit (ref MP-7451, 

Vector). Cet anticorps, issu de la chèvre, est couplé à l’HRP (horseradish peroxidase), enzyme 

peroxydase du raifort. La DAB, ou 3,3'-Diaminobenzidine (ref SK-4100, Vector), est le substrat 

de la peroxydase. Son ajout permet ainsi le marquage des sites d’intérêt. Avant la 

déshydratation puis le montage des lames, une contre-coloration à l’hémalun permet de 

marquer les noyaux. 

 

Analyses en biologie moléculaire 

 

Prélèvement des biopsies 

 

En vue de la réalisation des analyses de biologie moléculaire, des biopsies de peau des 

zones exposées et témoins sont prélevées à l’aide de punchs stériles de 8 mm de diamètre. 

Les biopsies sont ensuite coupées à l’aide d’un bistouri stérile en quatre morceaux puis 

plongées dans du RNAlaterTM (ref AM7021 Thermofisher scientific®) afin de préserver les ARN. 

Les biopsies sont conservées 24 h à 4 °C puis stockées à -20 °C dans l’attente de l’extraction 

des ARN. 

 

Broyage et extraction 

 

Le kit d’extraction utilisé est le RNeasy® Plus Universal Mini Kit de Qiagen© (référence 

73404). Ce kit permet d’extraire les ARN totaux à partir des tissus riches en lipides grâce à une 

lyse par du phénol/sels de guanidine suivie d’une purification sur membrane (Annexe II). Les 

biopsies sont broyées au moyen de l’homogénéiseur à billes Omni© Bead Ruptor. Dans ce 

but, les biopsies sont transférées dans tubes de 2 mL renforcés (exempts de DNase et de 

RNase) et pré-remplis de billes en céramique de 2,8 mm de diamètre (réf 078106 Dustcher) et 

de tampon de lyse (Qiazol©). Un programme de 2 fois 20 secondes séparées d’une pause de 
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40 secondes à 7 m/s est lancé. Du chloroforme est ensuite ajouté à l’homogénat obtenu afin 

de séparer les ARN de l’ADN, des protéines et des débris cellulaires à l’aide d’une 

centrifugation. Deux phases, aqueuse et organique, sont ainsi obtenues. Les ARN se trouvent 

dans la phase supérieure, aqueuse ; les ADN à l’interphase ; les proéines et les débris cellulaires 

dans la phase organique inférieure. Les ARN sont ensuite récupérés, puis de l’éthanol est 

ajouté pour obtenir les conditions optimales de liaison de l’ARN sur la membrane filtrante des 

colonnes. Après différents rinçages, permettant l’élimination du phénol et de tout autre 

contaminant, les molécules d’ARN sont éluées par ajout d’eau exempte de RNase. Les ARN 

extraits sont ensuite dosés au Nanodrop One (Thermofisher©) par mesure de la densité 

optique (DO) afin de quantifier la quantité extraite et de vérifier l’absence de contamination. 

En effet, le rapport DO260nm/DO280nm permet de déterminer l’absence de contamination par des 

protéines puisque les acides nucléiques absorbent à 260 nm tandis que les protéines à 280 

nm. Le rapport DO260nm/DO230nm permet de mettre en avant une contamination par des 

composés organiques qui absorbent à 230 nm. Ces rapports doivent être compris entre 2 et 

2,2 pour que l’échantillon soit considéré comme pur. 

La qualité des ARN est vérifiée par l’Agilent RNA tapestation© en utilisant le kit Agilent 

RNA 6000 Nano Kit (ref 5067-1511). Cet appareil sépare les ARN par électrophorèse sur des 

micropuces puis détecte leur fluorescence induite par un laser. Le logiciel de l’appareil génère 

automatiquement le rapport ribosomal 18S sur 28S et calcule le RNA Integrity Number (RIN) 

permettant d’évaluer le degré de dégradation des échantillons. Un RIN de 10 signifie que les 

ARN ne sont pas dégradés (Tableau IX). Seuls les échantillons présentant des RIN supérieurs à 

5 ont été utilisés. 

Tableau IX : Evaluation de la qualité des ARN selon leur RIN 

RIN Qualité Utilisation ? 

>7 Bonne oui 

5-7 Moyenne oui 

<5 Mauvaise non 
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RT-qPCR 

 

Afin d’évaluer l’expression des gènes d’intérêt, nous avons réalisé des RT-qPCR 

(Reverse transcriptase quantitative Polymerase Chain Reaction). Cette technique nous permet 

de quantifier les ARNm de gènes d’intérêt contenus dans nos échantillons. Une étape de 

transcription inverse est tout d’abord nécessaire afin de rétrotranscrire les ARNm en ADNc 

(Annexe III). Pour cela, nous avons utilisé le kit Rt² First Strand Kit de Qiagen® (330401). 

Brièvement, les ARN sont dilués dans l’eau « RNase free » pour obtenir une quantité d’ARN 

constante (0,5 µg) puis le « genomic DNA elimination mix » est ajouté. Les échantillons sont 

incubés 5 minutes à 42 °C puis placés sur glace pendant au moins 1 minute. Un « reverse-

transcription mix » contenant une transcriptase inverse est préparé. 10 µL de ce mélange sont 

ajoutés aux échantillons précédents. Une incubation à 42 °C pendant 15 minutes permet 

l’activation de l’enzyme puis la réaction est stoppée par une incubation à 95 °C pendant 5 

minutes. De l’eau « RNase free » est ajoutée puis les échantillons sont congelés à -20 °C dans 

l’attente de l’étape de PCR.  

Les gènes d’intérêt portaient sur l’inflammation, le remodelage cutané et les 

connexines. Les gènes étudiés ainsi que les gènes de référence (HG pour "housekeeping 

genes") utilisés étaient (Tableau X) : 

 

Tableau X : Liste des gènes étudiés et des gènes de référence (Housekeeping Genes ou H) 

Nom Description Code 

Mmp1a Matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase) 
Remodelage cutané 

NM_032006 

Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 NM_013599 

Gja1 Gap junction protein, alpha 1 
Connexines 43, 26 et 

30 

NM_010288 

Gjb2 Gap junction protein, beta 2 NM_008125 

Gjb6 Gap junction protein, beta 6 NM_008128 

Tnfa Tumor necrosis factor alpha 

Inflammation 

NM_013693 

Il6 Interleukin 6 NM_001314054 

Il1b Interleukin 1 beta NM_008361 

Krt1 Keratin 1 Kératine NM_008473 

Cdc73 
Cell division cycle 73, Paf1/RNA polymerase II 

complex component, homolog (S. cerevisiae) 
HG 

NM_145991 

Rplp0 Ribosomal protein, largo, P0 NM_007475 

Ccna2 Cyclin A2 NM_009828 
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La PCR en temps réel a été réalisée sur des plaques 384 puits pré-revêtues des amorces 

des gènes d’intérêt et la lecture effectuée sur des LightCycler® 480 de Roche® (LC480) 

(Annexe IV). Brièvement l’eau de grade PCR a été ajouté au mélange enzymatique du kit RT² 

SYBR® Green qPCR Master Mix (ref 330509, Qiagen) contenant la Taq DNA Polymérase, les 

nucléotides (dATP, dCTP, dGTP et dTCP) et le fluorophore SYBR Green qui se fixe sur l’ADN. 

Les échantillons d’ADNc sont ensuite distribués selon le plan de plaque défini. Le complexe 

ADN double brin/SYBR Green absorbe la lumière bleue (λmax = 497 nm) et émet de la lumière 

verte (λmax = 520 nm). Ainsi, la fluorescence émise permet de déterminer la quantité d’ADN 

présente. Toutes les manipulations sont réalisées sur glace et à l’abri de la lumière puisque 

l’enzyme est photosensible. Les plaques sont scellées puis centrifugées rapidement avant 

d’être placées dans le lecteur LC480. Le programme avec les paramètres définis de 

dénaturation, d’amplification, de fusion et de refroidissement a ensuite été lancé. Le LC480 

mesure la fluorescence émise à chaque cycle, permettant ainsi d’obtenir les cycles de sorties 

(Ct pour cycle threshold). Ces Ct correspondent au croisement de la courbe PCR avec le seuil. 

Un Ct élevé signifie donc un nombre de cycles important pour détecter une fluorescence, et 

donc une quantité faible d’ARNm. Nous avons considéré que les Ct supérieurs à 35 ne seraient 

pas pris en compte. Des contrôles internes ont été réalisés afin de s’assurer du bon 

déroulement de la PCR, à la fois au sein d’une même plaque mais également entre les plaques 

puisqu’il ne devait pas y avoir plus de deux cycles d’écart entre les contrôles positifs de chaque 

plaque. Les delta Ct (∆Ct) ont été calculés (Ctgène d’intérêt – Ctmoyen des HG) après analyse avec le 

logiciel geNorm® pour déterminer quels HG étaient les plus stables et allaient être utilisés 

pour la normalisation. Les HG retenus étaient Cdc73 et Rplp0 pour le calcul de leur moyenne 

géométrique. Ensuite le Delta Delta Ct (∆∆Ct = ∆Ctexp - ∆Ctcontrôle) puis le Fold Change (FC, 

également appelé RQ pour Relative Quantification) ont été calculés par rapport au groupe 

contrôle : 2-(∆∆Ct). Ainsi, si le FC est supérieur à 1, alors le gène est régulé positivement, tandis 

que si le FC est inférieur à 1, alors le gène est régulé négativement. 
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Molécules thérapeutiques 

 

Pour le troisième objectif de la partie cutanée, deux molécules ont été testées : le 

peptide ACT1 et un ASODN de la connexine-43 afin de la réguler négativement. Les molécules 

ont été appliquées à T+4h (immédiatement après la décontamination) puis à J1, J2 et J3. Selon 

les groupes expérimentaux, les souris ont été sacrifiées à J1, J3, J7 et J14 post-exposition afin 

de réaliser des biopsies cutanées. 

 

Oligonucléotide antisens de la connexine 43 

 

La séquence utilisée est l’ID numéro 2 : GTA ATT GCG GCA GGA GGA ATT GTT TCT GTC 

dont la séquence correspond à 100 % avec le génome de la souris pour le gène de la connexine 

43 (GJA1) d’après le logiciel Blast©. Cet antisens de 9 649 g/mol a été obtenu chez Sigma©. 

L’aliquot reçu a été centrifugé puis remis en suspension dans du tampon Tris-EDTA (TE Buffer) 

pour obtenir une solution à une concentration de 100 µM, conservée à -20 °C. Cette solution 

a été dosée au Nanodrop® afin de vérifier la concentration obtenue. Cette solution mère a 

ensuite été diluée extemporanément à 20 µM dans du gel pluronic© F-127 avant l’application 

sur les lésions. 40 µL ont ensuite été appliqués sur les zones exposées à l’aide d’une pipette 

dont les cônes ont été maintenus sur glace afin de maintenir la solution sous forme liquide. 

 

Peptide ACT1 

 

La séquence du peptide ACT1 utilisée était RQPKIWFPNRRKPWKKRPRPDDLEI. Cette 

séquence correspond à la partie C-terminale de la connexine 43 (RPRPDDLEI) associée à une 

séquence d’internalisation antennapedia RQPKIWFPNRRKPWKK. Cette séquence issue de 

Drosophila antennapedia est responsable de l’internalisation cellulaire. Elle est capable de 

traverser la membrane plasmique et peut ainsi atteindre le cytosol et le noyau (217). Ce 

peptide de 3 257 Da a été synthétisé à la demande par Sigma©. Le peptide a été centrifugé 
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puis remis en suspension dans du TE Buffer à 10,3 mM et stocké à – 20 °C. Puis les jours 

d’application du traitement, le peptide a été dilué extemporanément dans du gel Pluronic© 

F-127 à 200 µM. 40 µL ont ensuite été appliqués sur les zones exposées à l’aide d’une pipette 

dont les cônes ont été maintenus sur glace afin de maintenir la solution sous forme liquide. 
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III.2. Partie cérébrale 

 

Agent vésicant : le CEES 

 

Cette étude a été menée au sein du laboratoire INCIA (UMR CNRS 5287 – Université 

de Bordeaux ; Dr Béracochéa). Les expérimentations ayant eu lieu dans les laboratoires de 

l’INCIA, nous ne pouvions donc pas utiliser d’ypérite pour des raisons réglementaires. Nous 

nous sommes donc tournés vers le CEES, analogue de l’ypérite dont l’utilisation n’est pas 

réglementée par l’OIAC. Il est ainsi possible de se le procurer auprès de fournisseurs de 

produits chimiques classiques tel que Sigma Aldrich (réf : 242640), et peut être manipulé dans 

des laboratoires standards sous réserve d’utiliser les équipements de protection individuels 

(EPI) et collectifs adéquats.  

 

Modèle animal : souris C57/Bl6 et SKH-1 

 

Objectif 1 : Pour l’étude comportementale, le modèle utilisé était la souris mâle 

consanguine C57/Bl6J. En effet, aucun modèle alternatif ne permettait d’étudier les effets 

cognitifs de l’agent vésicant. Le profil cognitif et émotionnel de cette souche de souris est 

particulièrement bien documenté (218-220). En particulier, le laboratoire INCIA, collaborateur 

de cette étude, possède une grande expérience sur cette souche (176, 218, 221-224). Les souris 

C57/Bl6J, fournies par Janvier, étaient âgées de 4 mois au moment des tests. Les animaux ont 

été hébergés dans une pièce de stabulation maintenue à une température constante de 22 °C 

±  1 °C). Un cycle jour-nuit de 12 h (lumière 8 h – 20 h) a été mis en place. Les animaux ont été 

hébergés en cages collectives dès leur arrivée à l’animalerie, puis placés en cages individuelles 

10 jours avant leur exposition. Cet isolement est une condition nécessaire pour assurer la 

fiabilité des tests comportementaux qui pourraient être biaisés par des phénomènes 

d’interaction sociale. Les animaux ont eu accès à la nourriture et à l’eau ad libitum durant toute 

la durée de l’étude.  
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Objectif 2 : Cet objectif a été réalisé en collaboration avec le Commissariat à l’Energie 

Atomique et aux énergies alternatives (CEA) de Grenoble. Pour la recherche d’adduits 

cérébraux du CEES, le modèle animal utilisé était la souris SKH-1 mâle, comme pour les études 

cutanées décrites dans cette thèse. En effet, dans le cadre de l’étude sur la diffusion du CEES, 

cette souche est plus pertinente puisque ce modèle sans poils permet de réaliser l’exposition 

sans nécessité de raser ou de dépiler les animaux. De plus, dans un souci de raffinement et de 

réduction du nombre d’animaux, les souris utilisées pour la recherche d’adduits cérébraux 

étaient des souris ayant participé à l’étude cutanée. Les souris SKH-1, fournies par Charles 

River, ont été reçues à l’âge de 6 semaines puis utilisées après une semaine de quarantaine et 

de stabulation. Les souris ont été hébergées en cages collectives, par 4, jusqu’au jour de 

l’exposition. Après exposition, les souris ont été placées en cages individuelles jusqu’à la fin de 

la procédure afin de réduire le risque de lésions cutanées par griffures et morsures entre 

congénères. Un cycle éclairage/obscurité de 12 h a été mis en place (éclairage de 7 h - 19 h) 

avec une température de la pièce comprise entre 20 et 21 °C. Les animaux ont eu accès à la 

nourriture et à l’eau ad libitum durant toute la durée de l’étude.  

 

Protocoles d’exposition 

 

Objectif 1 : L’exposition des souris de cet objectif a été réalisée au sein des locaux de 

l’INCIA. Celles-ci ont été rasées sur le haut du dos sur une surface d’environ 9 cm² puis 

exposées au CEES sous hotte et sous anesthésie fixe par un mélange de kétamine et xylazine 

(Imalgène® 100 mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement). Un groupe de souris rasées 

non-exposées a servi de contrôles, tandis que 3 groupes d’exposition ont été réalisés par 

dépôt sur la zone rasée de 10 µL soit de CEES pur, soit de CEES dilué dans de l’acétone (4 mg 

de CEES dans 200 µL d’acétone) pour favoriser la pénétration du CEES, soit d’acide 

chlorhydrique (20 % v/v) afin de constituer un groupe de souris comparatif « brûlure 

chimique ». En effet, afin d’étudier spécifiquement l’effet de l’agent vésicant et non l’effet 

brûlure, nous avons ajouté un groupe comparatif de brûlure chimique HCl afin que la 
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performance aux tests ne soit pas biaisée par la gêne ou la douleur ressentie sur la zone lésée. 

L’exposition se faisant par voie liquide, une décontamination des animaux à l’hypochlorite de 

sodium (5 %) a été choisie afin de permettre leur manipulation sans risque par la suite. Cette 

décontamination a été effectuée 1,5 h (souris CEES pur) ou 2,5 h après exposition (groupes 

CEES dilué et acide chlorhydrique). Ce délai différent est dû à un aléa expérimental. Les souris 

ont eu ensuite été remises en stabulation pendant quelques jours afin de leur permettre de 

se remettre du protocole d’exposition. Les tests ont ensuite eu lieu à J3, J4 et J5. En fin de 

procédure, les souris ont été mises à mort par dislocation cervicale. 

 

Objectif 2 : Au sein de l’IRBA, les souris de l’étude de recherche d’adduits cérébraux du 

CEES ont été exposées et sacrifiées selon le protocole mis au point dans la partie cutanée 

(exposition aux vapeurs de CEES). Ce protocole est décrit dans l’objectif 1 de la partie cutanée.  

 

Prélèvements et analyses des échantillons cérébraux 

 

En fin de procédure, à J1, J3, J7 ou J14, les souris SKH-1 de l’étude de recherche 

d’adduits du CEES ont été sacrifiées puis leurs cerveaux ont été prélevés intégralement (du 

cervelet jusqu’aux lobes frontaux) puis congelés à -80 °C jusqu’à l’analyse. 

Les cerveaux ont ensuite été transmis au Commissariat à l’Energie Atomique et aux 

énergies alternatives (CEA de Grenoble) afin qu’ils puissent être analysés. Le détail des 

protocoles de broyage et d’extraction de l’ADN figure dans la publication de Gilardoni et al., 

en Annexe IX. Brièvement, afin d’extraire l’ADN cérébral, la moitié de chaque cerveau a tout 

d’abord été broyée dans un tampon, puis l’ADN a été extrait des noyaux à l’aide d’un autre un 

tampon. L’ADN a ensuite été hydrolysé en deux étapes impliquant chacune un cocktail 

enzymatique. A la fin de ces étapes, une dépurination des adduits à l’ADN a été réalisée en 

chauffant les échantillons à 90 °C pendant 20 minutes. Les bases normales ont été quantifiées 

par un détecteur UV placé en amont du spectromètre de masse. Les adduits à l’ADN (N7Gua-

CEES) ont été quantifiés par spectrométrie de masse (66).  
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Un quart des cerveaux a été homogénéisé dans un mélange de chloroforme et de 

méthanol puis d’eau afin d’extraire les métabolites du CEES. Les surnageants contenant les 

métabolites polaires d’intérêt ont été recueillis : cystéine-CEES (Cys-CEES), gluthathion-CEES 

(GSH-CEES) et N-acétylcystéine-CEES (NAC-CEES). Ces métabolites ont ensuite été analysés et 

quantifiés par chromatographie liquide à ultra haute performance associée à un spectromètre 

de masse en tandem (UHPLC-MS/MS) avec une extraction sur phase solide en ligne (on-line 

SPE). 

 

Tests comportementaux 

 

De nombreux troubles psychiques, dont l’anxiété et des troubles mnésiques, ont été 

décrits chez les victimes exposées à l’ypérite (137, 139). Pour cette thèse, nous avons donc 

cherché à évaluer dans un premier temps l’anxiété et la mémoire de travail, grâce à trois tests 

comportementaux, mettant en jeu plusieurs structures cérébrales, notamment l’amygdale, 

l’hippocampe, le thalamus et le cortex frontal et préfrontal. 

 

Labyrinthe en croix surélevé 

 

A J3 post-exposition, le test du labyrinthe en croix surélevé été mis en œuvre (225-

227). Comme son nom l’indique, ce test forme une croix surélevée par rapport au niveau du 

sol, composée de deux bras ouverts aversifs et deux bras fermés dans lesquels la souris peut 

se cacher (Figure 33). Les souris ont une aversion naturelle pour les espaces ouverts et 

surélevés tels que les bras ouverts du labyrinthe (228). Le comportement phylogénétique 

d’exploration de la souris dans les bras ouverts est contrebalancé par le caractère sécuritaire 

des bras fermés. Ainsi, plus les souris sont anxieuses, plus elles seront enclines à passer du 

temps dans les bras fermés et exploreront donc moins les bras ouverts. Ce test est largement 

utilisé afin de mettre en évidence les propriétés anxiolytiques de molécules candidates (229).  
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Les souris sont tout d’abord déposées au centre du labyrinthe, puis elles sont laissées 

libres d’explorer le labyrinthe pendant 5 minutes. Durant ces 5 minutes, le temps passé dans 

les bras ouverts est mesuré ainsi que les nombres d’entrées dans les bras ouverts et fermés.  

L’état anxieux de l’animal peut être estimé par le calcul des rapports de temps et 

d’entrées selon les formules suivantes : 

 

𝑅𝑎𝑝𝑝𝑜𝑟𝑡 𝑑𝑒 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 =  
𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑝𝑎𝑠𝑠é 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑏𝑟𝑎𝑠 𝑜𝑢𝑣𝑒𝑟𝑡𝑠

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑥 100 

 

𝑅𝑎𝑝𝑝𝑜𝑟𝑡 𝑑′𝑒𝑛𝑡𝑟é𝑒𝑠 =  
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝑒𝑛𝑡𝑟é𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙𝑒𝑠 𝑏𝑟𝑎𝑠 𝑜𝑢𝑣𝑒𝑟𝑡𝑠

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑′𝑒𝑛𝑡𝑟é𝑒𝑠 
𝑥 100 

 

 

Figure 33 : Test du labyrinthe en croix surélevé constitué de 2 bras ouverts et de 2 bras fermés.  

Les rapports d’entrées et de temps passés dans les bras ouverts sont calculés afin d’estimer le 

statut anxieux de l’animal. Image issue de la vidéo de Maze Engineers (230) 
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Open-field 

 

Le test de l’open-field a été mis en œuvre à J4 post-exposition (231). Ce test est 

constitué par une enceinte circulaire de 100 cm de diamètre entourée d’une paroi de 10 cm 

de hauteur (Figure 34). Des sections sont tracées sur le sol de l’enceinte afin de délimiter des 

zones. Les souris sont tout d’abord placées dans un tube opaque pendant 30 secondes 

(permettant un départ aléatoire) au centre de l’enceinte, puis sont laissées libres d’explorer 

durant 5 minutes. La zone centrale de l’enceinte est plus aversive que la périphérie. En effet, la 

périphérie, moins éclairée et protégée par des parois, est plus sécurisante pour les souris. Plus 

une souris est anxieuse, plus elle restera en périphérie, proche de la paroi et moins elle 

cherchera à se déplacer vers le centre de l’enceinte. Ainsi, la réduction de son activité 

d’exploration sera en conflit avec son comportement phylogénique. Le nombre de sections 

traversées pendant 5 minutes est mesuré, ainsi que le temps mis pour aller du centre vers la 

périphérie et de la périphérie vers le centre. Ces mesures permettent ainsi de quantifier le 

statut anxieux et l’activité locomotrice des souris.  

Le test de l’open-field est complémentaire du test du labyrinthe en croix surélevé décrit 

plus haut, puisqu’il permet de plus la quantification de l’activité locomotrice de la souris par 

vidéo-tracking. Pour cette étude nous n’avons pas utilisé le système de video-tracking. 

Cependant, il est possible, grâce à ce test, d’évaluer l’impact des brûlures chimiques 

provoquées par le CEES et par l’acide chlorhydrique vs témoins non brûlés sur l’activité 

locomotrice des souris. 
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Figure 34 : Open-field. Le plancher de l’enceinte circulaire est divisé en sections.  

Le nombre de sections traversées en 5 minutes ainsi que les temps mis par la souris pour aller 

du centre vers la périphérie et de la périphérie vers le centre sont mesurés. Illustration issue de 

Khoomsab et al., 2019 (232) 

 

Labyrinthe en T 

 

Le test du labyrinthe en T a pour but d’évaluer la mémoire de travail des souris. Le 

dispositif est formé de deux bras perpendiculaires en forme de T (233). Les souris sont placées 

dans le compartiment de départ situé à la base du T puis laissées libres d’explorer le dispositif. 

Spontanément, les souris alternent entre les bras d’arrivée gauche et droit du T d’un essai à 

l’autre. Il s’agit d’un comportement phylogénétique d’exploration car le test n’est pas 

récompensé. Le pourcentage d’alternance gauche-droite est calculé au cours des essais 

successifs. Ainsi, 100 % d’alternance correspond à la performance maximale de la souris, c’est-

à-dire l’alternance parfaite d’un bras à l’autre au cours de la phase de test. Le seuil de hasard 

est de 50 % (choix d’un bras parmi 2). Le pourcentage d’alternance est un reflet de la 

performance en mémoire de travail spatiale, hippocampe dépendante. En effet, la mémoire de 

travail est par définition une mémoire flexible, à court-terme, mise à jour en permanence. Ce 

pourcentage d’alternance décroit en fonction de l’augmentation de l’intervalle inter-essais (ITI) 

et de la répétition du nombre d’essais (augmentation de l’interférence).  
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Ce test nécessite une flexibilité cognitive et met en œuvre les principales 

caractéristiques de la mémoire de travail : maintien de l’information pertinente lors de l’essai 

en cours, et effacement de cette même information devenue non-pertinente lors de l’essai 

suivant. 

Si la souris présente un défaut d’alternance, alors la mémoire de travail est affectée. 

Avant de réaliser ce test, les souris ont suivi une session d’habituation de 10 minutes durant 2 

jours consécutifs, 3 jours avant l’exposition. Cette habituation a consisté à placer la souris dans 

le compartiment de départ (base du T) durant 30 secondes, puis elle a été laissée libre 

d’explorer les 2 bras d'arrivée. Une fois dans le bras choisi, la porte du compartiment d’arrivée 

se referme, maintenant la souris dans le compartiment d’arrivéee durant 30 secondes. Cette 

habituation familiarise la souris avec la fermeture des portes (sons et mouvements). Au bout 

de ce délai de 30 secondes, la souris est à nouveau placée dans le compartiment de départ. 

Un nouvel essai démarre, la laissant libre d’explorer l’un des deux bras. Lors de la phase de 

test, 7 essais consécutifs ont été réalisés avec un intervalle inter-essais (ITI) de 90 secondes. 

Chaque choix de bras exploré par la souris a été enregistré. Un 8ème essai de contrôle a été 

ajouté après une période de latence dans le compartiment de départ réduite à 30 secondes. 

Cette diminution de l’ITI de 90 à 30 secondes, a pour but de s’assurer que les résultats observés 

ne sont pas biaisés par un manque de motivation de la souris à explorer. En effet, la réduction 

de l’ITI séparant le 7ème du 8ème essai a pour but de faciliter la mémorisation du choix effectué 

lors de l’essai précédent (c’est-à-dire le 7ème essai). Si la motivation à alterner est intacte, alors 

les souris présentent un taux d’alternance élevé au 8ème essai. La Figure 35 résume le principe 

test du labyrinthe en T.  
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Figure 35 : Schéma du principe du test du labyrinthe en T.  

Des intervalles inter-essais (ITI) de 90 secondes séparent les 7 premiers essais. L’ITI est réduit à 

30 secondes entre le 7ème et le 8ème essai. Le pourcentage d’alternance entre le bras gauche 

et droit est calculé sur les 7 premiers essais. Le 8ème essai a pour but de s’assurer du maintien 

de la motivation des souris à alterner en réduisant l’ITI. 
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III.3. Statistiques 

 

Paramètres cliniques 

 

Des comparaisons multiples entre les différents groupes (CEES, HD, contrôle, traités) 

ont été réalisées par analyse de la variance (ANOVA) à deux facteurs. Les paramètres de poids 

corporel, ITA, PIE, hydratation et taille des lésions ont ainsi été comparés. Ces comparaisons 

sont représentées sur des graphiques en fonction du temps post-exposition. Le seuil de 

significativité, valeur de p (p-value) du test de Fisher (F-test) est 0,05. Les valeurs représentées 

pour tous les paramètres sont les moyennes ± SEM. 

 

Biologie moléculaire 

 

Pour les études de RT-qPCR, des tests statistiques ont été réalisés pour comparer 

l’expression des gènes d’intérêt, au cours du temps pour le CEES et l’HD et également entre 

les deux agents. Les valeurs p ont été calculées en utilisant le test de Student sur les 2-∆Ct pour 

chaque gène des groupes contrôles et exposés au CEES et HD. La valeur de p utilisée est basée 

sur une distribution paramétrique à deux échantillons non appariés à variance égale et à deux 

queues. Le seuil de significativité de la valeur de p est de 0,05. Une correction par la méthode 

de Benjamini-Hochberg a ensuite été appliquée. Les résultats sont présentés sous forme 

d’histogramme représentant la quantité relative (Fold Change - FC) par rapport au contrôle 

pour chaque délai post-exposition. 
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Tests cognitifs 

 

Des comparaisons entre les groupes par ANOVA à un facteur ont été réalisées, suivies 

d’une comparaison post-hoc par le test de Bonferroni-Dunn. Afin de mettre en évidence 

uniquement les différences majeures, le seuil de significativité a été placé à p<0,01 pour les 

comparaisons appariées entre les groupes. Les valeurs représentées pour tous les tests sont 

les moyennes ± SEM. 
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IV. RESULTATS  

IV.1. Première partie : effets cutanés 

 

IV.1.1 Résultats objectif 1 : Mise au point des brûlures cutanées au CEES et à l’ypérite  

 

Modèle d’exposition aux vapeurs de CEES 

 

Nous avons choisi d’adapter le modèle d’exposition aux vapeurs d’ypérite (234) avec 

les vapeurs de CEES, de telle façon que les deux modèles soient comparables et reproductibles. 

Les animaux ont été anesthésiés par un mélange de kétamine et de xylazine (Imalgène® 90 

mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement) par voie intrapéritonéale, puis placés sur 

plaque chauffante pour éviter l’hypothermie induite par l’anesthésie. 

Sous hotte chimique, 10 µL de CEES ont été déposés sur une rondelle de papier filtre 

disposée au fond d’un bouchon HPLC de 8 mm de diamètre. Le bouchon est ensuite retourné 

et fixé sur le dos de la souris. Trois systèmes de fixation ont été testés : du sparadrap recouvrant 

les bouchons, un adhésif double-face, percé en son centre, pour laisser passer les vapeurs de 

CEES et enfin du gel Pluronic® F-127 sur le pourtour du bouchon afin de l’étanchéifier au 

contact de la peau. Plusieurs temps d’exposition ont été testés durant une étude préliminaire 

allant de 8 minutes (temps de référence pour l’ypérite) jusqu’à 45 minutes. Cinq bouchons au 

maximum peuvent être fixés simultanément sur le dos de l’animal, permettant ainsi d’obtenir 

plusieurs biopsies, y compris des zones de peau non exposées, après sacrifice de l’animal. 

Après leur réveil, les animaux ont été placés en cages individuelles, toujours sous hotte 

chimique, en attendant d’être décontaminés, 4 heures après exposition, à l’aide de deux 

compresses imbibées d’eau savonneuse puis d’eau (Figure 36). De la buprénorphine 

(Buprécare® 0,05 mg/kg)  est injectée par voie sous-cutanée à l’occasion de cette 

décontamination. Les souris sont alors remises en stabulation dans des cages individuelles 

sans précautions particulières. En effet, il est indispensable que les souris soient hébergées en 

cages individuelles afin de limiter les grattages entre congénères. De la codéine (Néo-codion® 
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1 mg/mL) est ajoutée à l’eau de boisson à la dose de 4 mL pour 100 mL afin de limiter la 

douleur liée à l’exposition au CEES tout au long de leur stabulation.  

Pour cette mise au point, les souris sont suivies durant 7 jours maximum et des biopsies 

sont prélevées à J1, J3 et J7 après injection de pentobarbital (Doléthal® 150 mg/kg) en i.p. 

 

 

Figure 36 : Protocole d'exposition aux vapeurs de CEES 
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Choix du temps d’exposition au CEES : plusieurs temps de contact ont été testés : 8 

minutes (temps de référence de l’exposition aux vapeurs d’ypérite), 15, 30 et 45 minutes. Ces 

durées ont été testées sur les hanches et les épaules des souris, afin de s’assurer que les lésions 

obtenues étaient les mêmes entre ces zones d’exposition. Il est apparu que le temps optimal 

pour obtenir des lésions présentant le même aspect que les brûlures induites par l’ypérite était 

de 30 minutes. Ce temps d’exposition a permis d’obtenir des lésions reproductibles évoluant 

vers la nécrose entre 48 et 72 h (235). D’autre part, nous avons testé un temps de 

décontamination précoce (1 h post-exposition) et un temps de décontamination différé de 

l’ypérite (4 h post-exposition), ce dernier ayant été décrit dans les précédentes publications de 

l’IRBA (212, 236). Les résultats montrent que les lésions décontaminées à 1 h évoluent moins 

vite que celles décontaminées à 4 h (Figure 37). Cependant, à partir du troisième jour post-

exposition, les lésions sont nécrotiques pour les deux délais de décontamination. La 

décontamination précoce retarde donc uniquement la survenue de la lésion mais ne l’atténue 

pas.  
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Figure 37 : Comparaison des temps d'exposition et des délais de décontamination. 

A : J1 post-exposition. B : J2 post-exposition, C : J3 post-exposition, D : J4 post-exposition 
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Le temps d’exposition retenu pour le CEES est de 30 minutes. Ce temps permet 

d’obtenir des lésions évoluant vers la nécrose sans pour autant être létales. Le délai de 

décontamination retenu est de 4 h post-exposition. Les lésions aboutissent à un même stade 

lésionnel (nécrose) après 3 jours, que ce soit pour une décontamination à 1 h ou 4 h. En effet, 

nous avons préféré opter pour la situation la plus critique qui serait l’impossibilité de 

décontaminer précocement une victime. 

 

Choix du système de fixation : afin de déterminer le système de fixation le plus 

pertinent, nous avons comparé plusieurs critères : l’homogénéité des lésions entre les 

différentes zones exposées, la bonne délimitation des lésions et le temps de mise en œuvre 

par l’expérimentateur. Le dispositif le moins rapide à mettre en œuvre est celui de l’adhésif 

double face puisqu’il faut le prédécouper auparavant aux dimensions des bouchons, puis les 

perforer. Par ailleurs, les bouchons ne peuvent pas être préparés plusieurs jours à l’avance car 

l’adhésif perd son pouvoir collant. Il faut donc les préparer la veille de l’expérimentation, 

rallongeant ainsi la mise en œuvre en fonction du nombre de souris. De plus, le jour de 

l’expérimentation, il faut décoller le feuillet de protection de l’adhésif, or la manipulation des 

bouchons se fait avec des gants butyle épais, diminuant fortement la préhension. En outre, 

une fois les feuillets protecteurs ôtés, les bouchons peuvent se coller entre eux ce qui 

complique leur manipulation. Ce dispositif de fixation a néanmoins l’avantage de permettre 

une bonne étanchéité des bouchons sur la peau, et ainsi d’obtenir des lésions bien définies et 

reproductibles.  

Le système de fixation utilisant le sparadrap est quant à lui très rapide à mettre en 

œuvre. En effet, les sparadraps sont découpés lors de l’expérimentation puis les bouchons sont 

retournés et fixés sur le sparadrap avant d’être lui-même fixé sur le dos de l’animal. Cependant, 

ce système n’est pas suffisamment étanche et doit être repositionné ou maintenu par des 

pinces durant toute la durée de l’exposition. Les zones sont d’ailleurs moins bien définies et 

reproductibles avec ce système de fixation.  
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Le dernier système de fixation consistant à utiliser du gel thermoréversible Pluronic© 

F-127 est rapide à mettre en œuvre. En effet, le gel peut être préparé la veille et maintenu à + 

4 °C afin de rester liquide. Ce gel thermoréversible est liquide à + 4 °C tandis qu’à + 37 °C il 

se gélifie. Les bords des bouchons sont trempés dans le gel encore liquide, puis ils sont 

retournés et posés sur la peau de l’animal. Au contact de la peau, le Pluronic© se gélifie, 

permettant ainsi d’assurer une étanchéité et une fixation optimales des bouchons. De ce fait, 

les lésions étaient bien définies et reproductibles (Figure 38). 
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Figure 38 : Comparaisons de trois modes de fixation des bouchons de CEES. 

A) fixation par adhésif double-face, B) fixation par sparadrap, C) fixation par du gel 

Pluronic® F-127. 
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Au vu de ces résultats, il est apparu que le dispositif par gel Pluronic® était le plus 

rapide à mettre en œuvre et permettait une bonne reproductibilité des lésions entre les zones 

qui étaient par ailleurs homogènes et bien définies. Nous avons donc conservé par la suite ce 

mode de fixation des bouchons (237). 

 

Modèle d’exposition aux vapeurs d’ypérite 

 

En se basant sur le modèle d’exposition aux vapeurs d’ypérite mis au point par 

l’ancienne unité (234) ainsi que sur le modèle d’exposition aux vapeurs de CEES précédemment 

mis au point (cf supra), différents temps d’exposition et différents volumes d’ypérite ont été 

testés.  

Les souris ont été anesthésiées par un mélange de kétamine et de xylazine (Imalgène® 

90 mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement) par voie intrapéritonéale puis placées sur 

plaque chauffante pour éviter l’hypothermie induite par l’anesthésie. 

Sous hotte chimique, les bords du bouchon HPLC de 8 mm de diamètre ont été 

recouverts de Pluronic® F-127 puis de l’ypérite a été déposée sur une rondelle de papier filtre 

disposée au fond du bouchon. Seule cette méthode de fixation du bouchon a été retenue pour 

cette mise au point. Deux volumes d’ypérite ont été testés : 6 et 10 µL.  

Deux temps d’exposition ont été évalués durant cette étude préliminaire : 6 et 8 

minutes. Jusqu’à 5 bouchons peuvent être fixés simultanément sur le dos de l’animal, 

permettant ainsi de prélever, après sacrifice, plusieurs biopsies pour un même animal, y 

compris des zones de peau non exposées. 

A leur réveil, les animaux ont été placés dans en cages individuelles toujours sous hotte 

chimique, en attendant d’être décontaminés 4 heures après exposition, à l’aide de deux 

compresses imbibées d’eau savonneuse puis d’eau (Figure 39). De la buprénorphine 

(Buprécare® 0,05 mg/kg) est injectée par voie sous-cutanée à l’occasion de cette 

décontamination.   
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Les souris sont alors remises en stabulation dans des cages individuelles, afin de limiter 

les grattages entre congénères. De la codéine (Néo-codion® 1 mg/mL) est ajoutée à l’eau de 

boisson à la dose de 4 mL pour 100 mL, ad libitum, afin de limiter la douleur liée à l’exposition 

à l’ypérite tout au long de leur stabulation. 

En fin de procédure, les animaux sont sacrifiés par une injection de pentobarbital 

(Doléthal®) à 150 mg/kg, i.p.  

 

 

Figure 39 : Protocole d'exposition aux vapeurs d'ypérite. 

 

Toutes les conditions testées ont conduit à une nécrose de la zone exposée (Figure 40). 

Cependant, la nécrose est apparue plus rapidement, dès J1, dans la condition expérimentale 8 

minutes/10 µL. En comparant les conditions 6 min/6 µL vs 8 min/6 µL, un effet temps est 

observé. En effet, pour un même volume d’ypérite, l’augmentation de temps d’exposition a 

induit des lésions plus prononcées à J1. De même, un effet dose (volume) est observé puisque 

la condition 8 min/10 µL a induit des lésions plus importantes qu’avec la condition 8 min/6 µL. 

Les lésions obtenues avec la condition 8 min/10 µL sont plus importantes de J1 à J14. A noter 

qu’il n’y a pas eu de mortalité induite par l’ypérite. 
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Figure 40 : Comparaisons des temps d'exposition et du volume d'ypérite en fonction du  délai 

post-exposition. 

 

La condition 10 µL d’ypérite pendant 8 minutes d’exposition permet d’obtenir un début 

de nécrose dès le J1. Au J3, la zone exposée est entièrement nécrosée. L’association 8 min/10 

µL a été retenue pour les expérimentations ultérieures. 

 

Discussion objectif 1 : Mise au point des brûlures cutanées au CEES et à l’ypérite  

 

Pour cet objectif de mise au point des protocoles d’exposition aux vapeurs de CEES et 

d’ypérite, nous nous sommes appuyés uniquement sur des critères visuels puisque nous ne 

disposions pas des appareils de mesures des paramètres cutanés listés plus haut. Ainsi, nous 

avons évalué l’aspect des lésions, leur délai de survenue, leur reproductibilité et l’état de 

cicatrisation au bout d’une semaine J7. 

 

En ce qui concerne le CEES, aucune méthode d’exposition vapeur par voie cutanée 

n’avait été décrite dans la littérature. Afin de se rapprocher du modèle d’exposition aux 

vapeurs d’ypérite dans le but de comparer les lésions, plusieurs conditions ont été testées 

(durée d’exposition, délais de décontamination, méthode de fixation des bouchons). Les 

paramètres retenus pour l’exposition cutanée aux vapeurs de CEES ont été : i) un volume de 

10 µL, ii) fixation des bouchons à l’aide du gel Pluronic® F-127, iii)  durée d’exposition 30 
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minutes, iv) décontamination 4h post-exposition. Ces conditions n’ont pas entraîné de 

mortalité et ont permis d’obtenir des lésions évoluant vers la nécrose en quelques jours.  

En ce qui concerne l’ypérite, le protocole d’exposition vapeurs par voie cutanée 

anciennement décrit a été remis en œuvre, après avoir vérifié les paramètres de volume et de 

durée d’exposition. Les paramètres temps et volume (8 min/10 µL) ont ainsi été validés. De 

même que pour l’exposition au CEES, les bouchons ont été fixés par du gel Pluronic® F-127 

au lieu de l’adhésif double-face classiquement utilisé. La décontamination a été réalisée selon 

le même protocole que le CEES. La décontamination à 4 h post-exposition n’entrave pas 

l’apparition des lésions. Par ailleurs, ces conditions expérimentales n’ont pas entraîné de 

mortalité. 

Il est difficile de déterminer la durée à partir de laquelle la concentration saturante est 

atteinte du fait de l’absorption cutanée des vapeurs des toxiques. En effet, la vitesse pour 

atteindre la concentration saturante dépend de nombreux facteurs tels que le modèle 

(explants, peau de cochon, peau de souris,…), la surface d’exposition, le volume du bouchon. 

La concentration de vapeurs lors d’une exposition est ainsi plus faible que la concentration 

saturante (238). Dalton et al., 2006, ont déterminé, in vitro sur des explants de peau de cochon, 

qu’une concentration constante de vapeurs d’ypérite est atteinte dans les 2 minutes après 

exposition (238). Notre durée d’exposition aux vapeurs d’ypérite était de 8 minutes, nous 

étions donc principalement sous concentration constante. Pour le CEES, aucune étude n’a 

déterminé la durée nécessaire pour obtenir une concentration constante en vapeurs. 

Néanmoins, le CEES étant plus volatile que l’ypérite (respectivement 3,4 vs 0,11 mmHg) et 

notre durée d’exposition étant de 30 minutes, nous pouvons donc supposer que l’exposition 

était principalement sous concentration constante. 

 

Deux modes opératoires fixant les paramètres d’exposition aux vapeurs de CEES et 

d’ypérite ont été rédigés et enregistrés dans le système de gestion documentaire qualité de 

l’IRBA. 
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IV.1.2 Résultats objectif 2 : comparaison ypérite vs CEES 

 

Article n° 3 : Is CEES a good analog of sulfur mustard? Macroscopic aspect, histology, and 

molecular biology comparisons between sulfur mustard and CEES-induced skin lesions 

 

La comparaison des lésions induites par l’ypérite et le CEES a fait l’objet d’une 

publication intitulée « Is CEES a good analog of sulfur mustard? Macroscopic aspect, 

histology, and molecular biology comparisons between sulfur mustard and CEES-induced 

skin lesions », par Gros-Désormeaux et al., dans Toxicology Letters, Volume 361, 15 May 2022, 

Pages 21-28. 

 

L’ypérite est une arme chimique dont l’utilisation, la détention et la synthèse sont 

prohibées par la CIAC. Du fait de ces restrictions d’utilisation, une subsitution de l’ypérite par 

un de ses analogues s’avère nécessaire pour les laboratoires non habilités à la manipuler. Parmi 

les analogues de l’ypérite, le CEES est un analogue non réglementé par l’OIAC et très proche 

structurellement de l’ypérite (seul un atome de chlore diffère). Le CEES peut ainsi être acheté 

et manipulé dans des laboratoires civils. Cet analogue est souvent utilisé dans des études 

portant sur l’ypérite (204, 239, 240). Cependant, peu d’études ont comparé les lésions induites 

par l’ypérite de celles induites par le CEES (241). Afin d’évaluer la pertinence de cet analogue, 

nous avons comparé les lésions induites par le CEES et l’ypérite sous plusieurs aspects 

(macroscopique, histologique et en biologie moléculaire). 

Des souris SKH-1 ont été exposées, selon les modes d’exposition décrits plus haut, aux 

vapeurs de CEES (30 min) ou d’ypérite (8 min). Les animaux ont été sacrifiés à différents délais 

post-exposition (J1, J3, J7 et J14). Afin d’évaluer les lésions, des mesures cutanées non invasives 

ont été réalisées. Après sacrifice, des biopsies cutanées ont été prélevées pour analyses 

histologiques ou de biologie moléculaire (RT qPCR). 
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Sur le plan physiologique, les souris exposées au CEES et à l’ypérite ne présentent pas 

de différence d’évolution pondérale (résultats non publiés, voir Annexe V). En terme de 

cinétique d’apparition des lésions, un œdème est visible dès les minutes suivant le retrait des 

bouchons pour les souris ypérite et à partir des 4 h post-exposition pour les souris CEES 

(résultats non publiés, voir Annexe VI). L’ypérite induit une nécrose profonde dès J1 après 

exposition, tandis que la nécrose profonde apparait à J3 avec le CEES. Cependant, les lésions 

aboutissent à un même état lésionnel en fin de procédure (J14) avec le décollement des bords 

de la croûte formée. Concernant les paramètres cutanés mesurés, les valeurs d’ITA, de PIE, et 

d’hydratation sont inférieures dans le groupe CEES par rapport au groupe HD à J1. La surface 

des lésions est inférieure à J1 dans le groupe exposé au CEES, cependant à J3 celle-ci devient 

supérieure chez les souris CEES. A partir de J7, les surfaces sont similaires entre les deux 

groupes. Le score combiné lésionel reflète ces observations. 

Les lésions apparaissent plus rapidement avec l’ypérite qu’avec le CEES. Cela se traduit 

visuellement mais également de façon objective par les mesures des différents paramètres 

cutanés. Cependant, en fin de procédure, l’aspect lésionel et les paramètres cutanés sont 

similaires. 

 

Sur le plan histologique, l’ypérite induit une nécrose profonde dès J1, accompagnée de 

microvésications intradermiques, tandis que celles-ci sont observées à partir de J3 pour le 

CEES. A J7, les nécroses induites par les deux agents sont de profondeurs similaires et à J14 un 

début de réépithélialisation et de décollement de la croûte est observé (des résultats 

complémentaires pour J3 et J7 figurent en Annexe VII). 

L’analyse histologique confirme l’apparition de nécrose profonde plus précoce avec 

l’ypérite (dès J1). A partir de J7, les lésions induites par l’ypérite et le CEES évoluent de la même 

manière jusqu’à J14 (fin de l’étude). 
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L’analyse par biologie moléculaire montre une inflammation plus marquée et plus 

précoce avec l’ypérite (TNFα, Il-1β, Il-6). Une chute de KRT1 (kératine 1) est observée dès J1 

après exposition aux deux agents. Une réépithélialisation est ensuite observée en fin de 

procédure (J14). Une diminution de MMP1a est observée à J1 après exposition à l’ypérite, 

tandis que le taux reste au niveau contrôle pour le groupe CEES. Cependant, à J14, les taux 

sont similaires entre les groupes exposés (CEES et HD) et le groupe contrôle. Concernant 

MMP9, une augmentation est observée plus tardivement avec le CEES qu’avec l’ypérite (J3 vs 

J1). Cette augmentation se poursuit jusqu’à J14 sans différence significative entre le groupe 

CEES et HD. GJB2 et GJB6 (connexines-26 et 30) évoluent de la même manière avec une 

augmentation progressive de J3 à J14, avec une augmentation plus importante dans le groupe 

HD. Pour GBA1 (connexine-43), une augmentation est observée à J1 pour le CEES et de J3 à 

J14 pour HD.  

L’analyse en biologie moléculaire montre une inflammation plus précoce et plus 

importante après exposition à l’ypérite. GJA1 (Cx-43) est augmentée avec le CEES et l’ypérite, 

alors qu’une diminution de celle-ci est nécessaire à la cicatrisation.  

 

La comparaison de l’ypérite avec son analogue CEES montre des lésions 

histologiquement similaires avec une cinétique d’apparition plus rapide pour l’ypérite que 

pour le CEES. De plus, l’intensité de l’inflammation est supérieure avec HD. Cependant, en fin 

d’étude (J14), les lésions aboutissent à un même état lésionnel. Le CEES semble donc être un 

bon analogue de l’ypérite pour évaluer des contre-mesures médicales par exemple. Du fait du 

délai d’apparition des lésions supérieur avec le CEES, il sera toutefois nécessaire de le prendre 

en compte afin d’optimiser les délais d’observation et les durées d’étude.  
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Résultats complémentaires : immunomarquage de la connexine-43 

 

Des expériences complémentaires d’immunomarquage de la connexine-43 ont été 

réalisées sur des biopsies cutanées de souris témoins non exposées et de souris exposées au 

CEES ou à l’ypérite. 

A J1, le marquage de la Cx-43 est très faible sur la coupe de peau exposée à l’ypérite 

(Figure 41 B), tandis que la coupe de peau exposée au CEES (Figure 41 C) présente un 

marquage plus intense que la coupe de peau saine (Figure 41 A). La faible intensité de 

marquage sur la coupe ypérite s’explique par la forte nécrose déjà observée avec la coloration 

HPS. En effet, les tissus nécrosés sont détruits, les protéines coagulées (242), empêchant la 

fixation de l’anticorps.  

A J14, les coupes ypérite et CEES présentent toutes deux une forte intensité de 

marquage de la Cx-43, diffuse sur toutes les strates de la peau, suggérant la réépithélialisation 

sous la croûte qui se détache (Figure 41 D et E). 
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Figure 41 : Immunomarquage de la Cx-43 sur des biopsies de peau de souris SKH-1, révélation 

au DAB, objectif x10.  

A) peau non-exposée, B) peau exposée à l’ypérite à J1 C) peau exposée au CEES à J1 D) 

peau exposée à l’ypérite à J14 E) peau exposée au CEES à J14 

 

A J1, l’immunomarquage de la protéine Cx-43 est plus intense chez les souris exposées 

au CEES. Les souris exposées à l’ypérite présentent une forte nécrose empêchant 

l’immunomarquage. A J14, les coupes CEES et HD présentent toutes les deux un fort marquage 

de la Cx-43 sous la croûte qui se détache. 
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IV.1.3 Résultats objectif 3 : Evaluation de l’efficacité de molécules agissant sur la 

connexine 43 sur les lésions induites par le CEES  

 

Une augmentation des ARNm de la connexine 43 a été observée au premier jour post-

exposition au CEES, or sa diminution est une étape importante de la cicatrisation. Un lien entre 

la chronicité des plaies et l’absence de diminution de la Cx-43 est par ailleurs décrit (120). Les 

lésions induites par des agents vésicants s’apparentant à des lésions chroniques, nous avons 

émis l’hypothèse que la chronicité de ces lésions pouvait être liée à une dysrégulation de la 

Cx-43. Nous avons donc évalué deux molécules agissant sur la Cx-43 : le peptide ACT1 et 

l’oligonucléotide antisens (ASODN), sur des lésions induites par le CEES. En effet, une 

augmentation de la Cx-43 a été observée un jour après l’exposition cutanée au CEES. 

Selon le protocole défini précédemment, les souris ont été exposées au CEES durant 

30 minutes. Elles ont ensuite été décontaminées, 4 h après exposition, par des compresses 

d’eau savonneuse puis d’eau. Les molécules candidates ACT1, ASODN, ou le véhicule 

Pluronic® F-127 ont été appliqués sur les zones exposées à J0+4h, J1, J2 et J3 (Figure 42).  Les 

animaux ont été répartis en plusieurs groupes avec n = 23 pour le groupe CEES et n = 20 pour 

les groupes CEES Pluronic, CEES ACT1, CEES ASODN. Un suivi des animaux a été réalisé 

pendant un maximum de 14 jours. A J1, J3, J7 et J14, 5 souris de chaque groupe ont été 

sacrifiées. Les répartitions des groupes sont fournies en Annexe VIII. Trois groupes de souris 

témoins, témoins ACT1 et témoins ASODN ont été ajoutés afin de vérifier l’absence d’effet 

irritant des molécules seules. 
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Figure 42 : Protocole d’exposition aux vapeurs de CEES et traitement des animaux à J0+4h, J1, 

J2 et J3. 

 

Suivi pondéral 

 

Les animaux ont été pesés quotidiennement. La Figure 43 représente la prise de poids 

des animaux au cours de l’étude. Une perte de poids durant les premiers jours post-exposition 

a été observée pour tous les groupes, y compris pour les souris n’ayant pas été en contact 

avec le CEES. Les variations de poids étaient comprises entre - 7,1 ± 1,7 % (CEES ACT1 à J2) et  

+ 5,2 ± 2,4 % (Témoins à J13). Cette perte de poids est donc imputable au protocole 

d’exposition qui comprend une anesthésie fixe puis une anesthésie gazeuse (pour la 

décontamination), mais non au CEES. Les souris témoins n’ayant été ni exposées au CEES, ni 

traitées, ont retrouvé leur poids initial plus rapidement (autour de J3-J4) par rapport aux autres 

groupes. Cependant, aucune différence significative entre les groupes n’a été observée tout 

au long de l’étude.  
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Figure 43 : Variation de poids des souris (%) en fonction du délai post-exposition au CEES 

(jours)  

Aucune significativité entre les groupes n’a été observée. 

 

Il n’est pas observé de différence significative sur la prise de poids entre les différents 

groupes de souris. 
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Aspect des lésions 

 

Les souris témoins non exposées au CEES ainsi que les souris témoins traitées avec 

l’ACT1 ou l’ASODN n’ont pas présenté d’irritation (Figure 44).  

 

Figure 44 : Aspect cutané des souris témoins non exposées, traitées avec ASODN ou ACT1. 

Aucune souris n’a présenté d’érythème consécutif à l’application des molécules candidates. 

 

L’observation visuelle des souris exposées au CEES et traitées avec le véhicule 

Pluronic® F-127 ou les deux molécules (ASODN et ACT1) n’a pas montré d’amélioration de 

l’aspect des lésions ou de la cicatrisation (Figure 45). En effet, une nécrose marquée est visible 

à J3 dans les différents groupes. La nécrose devient de plus en plus profonde puis ses bords 

commencent à se détacher pour tous les groupes en fin de procédure (J14). 

Par la suite, pour des raisons de lisibilité des figures, seuls les groupes CEES, CEES 

Pluronic, CEES ACT1 et CEES ASODN seront représentés et comparés, puisque les groupes 

témoins n’ont pas présenté d’irritation. 
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Figure 45 : Aspect des lésions après exposition au CEES puis traitement des souris avec le 

véhicule Pluronic® F-127, ASODN ou ACT1. 

 

Aucune accélération visible de la cicatrisation n’a été observée après traitement avec 

ASODN ou ACT1. 
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Suivi cutané 

 

Surface des lésions 

 

Les surfaces des lésions ont été mesurées quotidiennement, puis des comparaisons 

entre les différents groupes de souris ont été réalisées. Des différences significatives ont été 

observées à J2 (Figure 46) : les souris CEES présentent une surface moyenne de lésion plus 

faible (13, 9 ± 3,8 mm²) que les souris CEES Pluronic (27,8 ± 4,1 mm², p<0,0001), et que les 

souris CEES ASODN (21,7 ± 3,8 mm², p<0,05). Les souris CEES Pluronic présentent une surface 

moyenne de lésions plus grande que les souris CEES ACT1 (27,8 ± 4,1 mm² vs 19,6 ± 3,7 mm², 

p<0,05). A J2, le véhicule Pluronic® F-127 et l’ASODN ont donc augmenté la surface des 

lésions par rapport aux souris exposées au CEES et non traitées. L’ACT1 a permis d’obtenir des 

surfaces de lésions similaires avec les souris CEES. Durant le reste de l’étude, aucune différence 

significative n’a été observée entre les groupes traités. Les surfaces des lésions ont atteint leur 

maximum à J3, quel que soit le groupe, puis ont progressivement diminué jusqu’à la fin de la 

procédure (J14). Le traitement avec les molécules candidates ACT1 et ASODN n’a donc pas 

permis de diminuer significativement la taille des lésions. 
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Figure 46 : Surface des lésions (mm²) en fonction du délai post-exposition au CEES (jours).  

Comparaisons CEES vs CEES Pluronic ****p<0,0001 ; CEES vs CEES ASODN §p<0,5 ; CEES 

Pluronic vs CEES ACT1 #p<0,05. 

 

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et l’ASODN ont présenté des 

surfaces moyennes de lésions supérieures à celles des souris CEES. Les souris traitées avec 

l’ACT1 ont présenté des surfaces de lésions similaires à celles des souris CEES.  

L’ASODN et l’ACT1 n’ont donc pas permis de diminuer la surface moyenne des lésions. 

 

 

Teinte de la peau (ITA) 

 

L’ITA (Individual Topology Angle) permet de mesurer la teinte de la peau. Plus l’angle 

est faible, plus la teinte est foncée. Dans notre étude, les souris ayant le même phototype, un 

ITA faible signe la présence d’une croûte. Des différences significatives ont été observées à J2 

(Figure 47). Les souris CEES ont présenté un ITA plus élevé (40,3 ± 13,3°) que les souris CEES 

Pluronic (- 21,1 ± 15,8°, p<0,0001) et CEES ASODN (- 4,8 ± 15,9, p<0,001). Les souris CEES 

Pluronic ont présenté un ITA plus faible que les souris CEES ACT1 (13,4 ± 16,0°, p<0,05). 
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Aucune différence significative n’a été observée durant le reste de l’étude. A J14, les valeurs 

d’ITA sont proches de 0 dans tous les groupes. A J14, les croûtes commencent à se décoller 

ou à être arrachées par les animaux.  
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Figure 47 : Individual Topology Angle (ITA, °) en fonction du délai post-exposition au CEES 

(jours).  

Comparaisons CEES vs CEES Pluronic ****p<0,0001 ; CEES vs CEES ASODN §§§p<0,001 ; CEES 

Pluronic vs CEES ACT1 #p<0,05 

 

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et l’ASODN ont présenté des 

ITA plus faibles que les souris CEES. Les souris traitées avec l’ACT1 ont présenté des ITA 

similaires aux souris CEES.  

L’ASODN et l’ACT1 n’ont donc pas permis de modifier la cinétique de formation de la 

croûte. 
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Perte insensible en eau (PIE) 

 

La Perte Insensible en Eau (PIE) a été mesurée quotidiennement afin d’évaluer la 

restauration de la fonction barrière de la peau. A J2, les souris CEES ont présenté une PIE plus 

faible (82,8 ± 11,5 g/m²h) que les souris CEES Pluronic (118,9 ± 7,9 g/m²h, p<0,001) et CEES 

ASODN (115,7 ± 19,1 g/m²h, p<0,001) (Figure 48). Aucune différence significative n’a été 

observée durant la suite de l’étude entre les groupes traités. La PIE maximale est observée à 

J4 pour tous les groupes. La PIE décroit ensuite progressivement mais reste plus élevée que 

les valeurs initiales. A J0, CEES : 10,6 ± 0,5 g/m²h, CEES pluronic : 11,0 ± 0,5 g/m²h, CEES ACT1 : 

10,7 ± 0,5 g/m²h, CEES ASODN : 11,0 ± 0,6 g/m²h. A J14, CEES : 80,9 ± 12,6 g/m²h, CEES 

pluronic : 50,6 ± 11,5 g/m²h, CEES ACT1 : 62,6 ± 11,8 g/m²h, CEES ASODN : 52,6 ± 11,6 g/m²h. 
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Figure 48 : Perte insensible en eau (PIE, g/m²h) en fonction du délai post-exposition au CEES 

(jours).  

Comparaisons CEES vs CEES Pluronic, ***p<0,001 ; CEES vs CEES ASODN, §§§p<0,001. 

 

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et l’ASODN ont présenté une 

PIE plus élevée que les souris CEES. Les molécules candidates n’ont donc pas permis de limiter 

la rupture de la barrière cutanée.  
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Hydratation cutanée (HC) 

 

L’hydratation cutanée (HC) a été mesurée à l’aide du MoisterMeterD. Après l’exposition 

au CEES, l’hydratation cutanée a diminué dès J1 dans tous les groupes (Figure 49). Après J3, 

les valeurs étaient nulles ou proches de 0 du fait de la présence de la croûte. L’hydratation est 

redevenue mesurable à partir de J13 en raison du début de décollement de la croûte. Les 

valeurs d’HC étaient similaires entre les groupes, à l’exception de J2, où une différence a été 

observée entre le groupe CEES et le groupe CEES Pluronic (18,5 ± 2,3 u.a.. vs 9,9 ± 3,3 u.a., 

p<0,01). A J2, les souris CEES ont donc présenté une meilleure hydratation, reflétant une lésion 

moins profonde. En revanche, l’hydratation était ensuite similaire dans tous les groupes sur la 

suite de l’étude. A J14, l’hydratation cutanée est restée faible, et n’a donc pas retrouvé les 

valeurs initiales. A J0 : CEES : 41,4 ± 1,2 u.a., CEES Pluronic : 42,0 ± 0,8 u.a., CEES ACT1 : 40,7 ± 

1,4 u.a., CEES ASODN : 41,1 ± 1,6 u.a. A J14 : CEES : 5,0 ± 2,7 u.a., CEES Pluronic : 3,8 ± 3,9 u.a., 

CEES ACT1 : 3,2 ± 2,6 u.a., CEES ASODN : 3,5 ± 3,2 u.a..  
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Figure 49 : Hydratation cutanée (HC, u.a.) en fonction du délai post-exposition au CEES (jours).  

Comparaison CEES vs CEES Pluronic, **p<0,01. 

 

A J2, les souris CEES ont présenté une meilleure hydratation cutanée. De J3 à J14, des 

valeurs similaires ont cependant été observées pour tous les groupes.  

Aucun groupe n’a retrouvé son état initial d’hydratation cutanée. 
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Score combiné lésionnel 

 

Le score combiné lésionnel permet de compiler les différents paramètres cutanés 

mesurés afin d’obtenir une vision globale de la cicatrisation (Figure 50). Ce score montre que 

quel que soit le traitement appliqué, aucun groupe n’a retrouvé son état cutané initial. De plus, 

aucun groupe traité ne s’est distingué. A J2, le groupe CEES semblait présenter le meilleur 

score (45,25 %) et le groupe CEES Pluronic le moins bon (76,33 %). Ce résultat est en accord 

avec les analyses indépendantes de chacun des paramètres. Cependant, cette différence n’est 

pas significative. A J14, les scores des différents groupes sont similaires : 58,11 % pour les CEES, 

50,99 % CEES Pluronic, 52,62 % CEES ACT1, 51,60 % CEES ASODN. 

 

J 0 J 1 J 2 J 3 J 6 J 7 J 8 J 9 J 1 0 J 1 3 J 1 4

0

5 0

1 0 0

1 5 0

S c o r e  c o m b i n é  l é s i o n n e l

J o u r s  p o s t - e x p o s i t i o n

S
c

o
r

e
 c

o
m

b
in

é
 l

é
s

io
n

n
e

l 
(

%
)

C E E S  A S O D N

C E E S  A C T 1

C E E S  p l u r o n ic

C E E S

 

Figure 50 : Evolution du score combiné lésionnel (%) après exposition au CEES, et traitement 

avec le peptide ACT1, l’antisens (ASODN) ou le véhicule seul (Pluronic® F-127). 

 

Après exposition au CEES, les traitements ASODN et ACT1 n’ont pas permis d’améliorer 

la cicatrisation cutanée sur 14 jours.  
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Discussion de l’objectif 3 : Evaluation de l’efficacité de molécules agissant sur la connexine 43 sur 

les lésions induites par le CEES 

 

Une régulation négative de la Cx-43 est nécessaire durant les premiers jours pour 

permettre une cicatrisation normale d’une plaie aigüe. Au contraire, dans le cas d’une plaie 

chronique, il a été observé que la Cx-43 reste stable ou est augmentée (117, 120). Lors d’une 

exposition cutanée au CEES, nos résultats ont montré une augmentation à J1 de l’ARNm 

codant pour la Cx-43. Ainsi, afin d’améliorer la cicatrisation cutanée des lésions induites par le 

CEES, deux molécules agissant sur la Cx-43 ont été testées : le peptide ACT1 et l’ASODN de la 

Cx-43. Ces deux molécules ont été appliquées par voie topique dans du gel Pluronic® F-127 

à J0+4h (immédiatement après la décontamination), J1, J2 et J3. Des mesures cutanées 

quotidiennes ont été effectuées afin d’évaluer l’efficacité thérapeutique de ces molécules. 

Concernant la prise de poids des animaux, aucune différence significative n’a été 

observée entre les différents groupes. La perte de poids observée durant les premiers jours de 

la procédure semble due au protocole d’anesthésie et non à l’exposition au CEES ou aux 

molécules candidates (243). 

La taille des lésions induites par le CEES était supérieure chez les souris CEES Pluronic 

et CEES ASODN. Ainsi, les groupes présentant les plus petites lésions à J2 sont le groupe CEES 

et le groupe CEES ACT1. A partir de J2 et jusqu’à la fin de l’étude (J14), la taille des lésions était 

similaire entre les groupes. Les molécules candidates n’ont donc pas permis de réduire la taille 

des lésions. 

La teinte des lésions a été évaluée par la mesure de l’ITA. Plus la lésion est foncée, plus 

la valeur de l’ITA est faible, reflétant la présence d’une croûte. Des différences de valeurs d’ITA 

entre les groupes ont été observées uniquement à J2. Les souris CEES Pluronic et les souris 

CEES ASODN ont présenté des valeurs plus faibles par rapport aux souris CEES ou CEES ACT1. 

A partir de J3, les valeurs entre les groupes ont ensuite été similaires jusqu’à J14. En fin de 

procédure, les valeurs d’ITA étaient bassent du fait de la présence de croûtes. Nous ne pouvons 

donc pas parler à ce stade d’hyperpigmentation. Afin d’apprécier la restauration de la couleur 
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originelle de la peau ou de la présence de dyspigmentation (45), une étude plus longue serait 

nécessaire. 

L’hydratation cutanée a été mesurée quotidiennement par le MoisterMeterD afin 

d’évaluer la qualité de la cicatrisation et la restauration de l’état initial de la peau en terme 

d’hydratation, paramètre important dans le processus de cicatrisation (244). Des pansements 

hydrocolloïdes peuvent en outre être utilisés pour maintenir la plaie dans un environnement 

humide et ainsi faciliter la cicatrisation (245). En effet, il a été décrit un retard de cicatrisation 

en condition « sèche » contrairement aux cicatrisations en condition humide. En maintenant 

la plaie dans un environnement humide, une accélération du taux d’épithélialisation, de la 

prolifération cellulaire, de la synthèse de la matrice extracellulaire ont été décrits (244). Dans 

notre étude, à J13 et J14, les valeurs d’hydratation sont positives, mais proches de 0, du fait de 

la présence partielle ou totale de croûtes. Ainsi, à J14, l’hydratation cutanée reste diminuée par 

rapport au taux d’hydratation initial. Cette conclusion est en accord avec les mesures de la PIE 

qui montrent une barrière cutanée non restaurée avec des PIE qui restent supérieures aux 

valeurs initiales en fin de procédure. 

Toutes ces mesures cutanées sont synthétisées par le score combiné lésionnel. Ce score 

reflète les conclusions obtenues pour chaque paramètre, à savoir :  

- les molécules candidates n’accélèrent pas la restauration de l’état cutané initial 

- la cicatrisation est incomplète à J14  

Dans cette étude, les molécules candidates ont été appliquées par voie topique pendant 4 

jours consécutifs (J0+4h, J1, J2 et J3), tandis que dans la littérature les molécules étaient 

appliquées une seule fois, immédiatement après l’incision ou l’excision. Pour l’objectif 3, le 

mode d’application multiple a été retenu du fait du délai d’apparition des lésions après 

exposition au CEES. En effet, comme décrit dans l’objectif 2, l’érythème n’apparaît qu’à partir 

de J1 après exposition au CEES et la nécrose à J3. Or, la Cx-43 intervient au début de la 

cicatrisation pour permettre la migration cellulaire, la diminution de l’inflammation ou encore 

l’angiogenèse (246). Afin de se situer dans la fenêtre thérapeutique, les molécules ont donc 

été appliquées quotidiennement jusqu’à J3, la demi-vie des connexines étant par ailleurs très 

courte (de 1,5 h à 5 h) (102, 246). Les formulations d’ASODN et d’ACT1 dans le Pluronic® F-
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127 ont été préparées extemporanément du fait du manque d’information sur leur stabilité 

dans le temps. Le pH des solutions obtenues n’a pas été mesuré, cependant, les souris non 

exposées et ayant reçu uniquement les formulations ASODN et ACT1 n’ont pas présenté 

d’érythème ou de lésion. L’aspect de la peau des souris témoins traitées est resté similaire à 

celui des souris témoins non traitées. Il semble donc que le pH des formulations appliquées 

soit bien compatible avec une utilisation topique. 

Le véhicule utilisé pour les molécules candidates est le gel Pluronic® F-127. Ce gel, 

thermoréversible, gélifie à température corporelle et est liquide à + 4°C. Il est utilisé pour 

délivrer les médicaments par différentes voies et en particulier les voies dermique et 

transdermique dans le cadre du traitement de lésions cutanées et de brûlures (247). En effet, 

ce gel permet la concentration dans la peau de la molécule candidate véhiculée avec un faible 

passage systémique, améliorant ainsi l’action locale désirée (247). Le gel Pluronic® F-127 est 

donc indiqué pour notre étude ciblant la Cx-43 au niveau de la lésion cutanée. Par ailleurs, 

plusieurs études évaluant l’efficacité du peptide ACT1 et de l’ASODN de la Cx-43 ont utilisé ce 

véhicule (123, 125).  

Par la suite, des études de biologie moléculaire permettraient d’évaluer l’action des 

molécules candidates au niveau moléculaire. Le peptide ACT1 est un inhibiteur compétitif de 

la Cx-43 pour la protéine  ZO-1 (248). Il agit en empêchant la fixation de la Cx-43 avec ZO-1. 

L’ASODN s’hybride à l’ARNm de la Cx-43 pour empêcher la traduction de la protéine Cx-43 

par clivage de l’ARNm par la RNase H ou bien par blocage physique de la machinerie 

ribosomale (249). Une diminution de la protéine Cx-43 est ainsi attendue et pourrait être mise 

en évidence par exemple à l’aide de Western Blots. En alternative, nous envisageons une 

analyse de type multiplex qui permettrait de détecter et de quantifier la présence de protéines. 

Ainsi, des plaques réalisées à façon pour les protéines de l’inflammation, du remodelage 

cutané et des connexines permettraient de corréler les résultats obtenus en PCR avec la 

traduction protéique. En effet, la diminution de la régulation négative de la Cx-43 a entre 

autres buts de diminuer la réponse inflammatoire (121). Pour vérifier la pénétration des 

molécules candidates, une autre possibilité serait de les marquer avec un marqueur 

fluorescent, afin de visualiser leur localisation sur des coupes histologiques. 
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Les souris sont isolées en cages individuelles tout au long de l’étude, suite à leur exposition 

au CEES, afin de limiter les interactions sociales (morsures, griffures…) entre congénères et 

ainsi d’éviter une perte de traitement. Cependant, les souris sont suffisamment souples pour 

se lécher le dos et retirer ainsi une partie ou la totalité du produit. De plus, les cages 

contiennent des éléments d’enrichissement environnemental tels que des tubes en carton afin 

de pallier à leur isolement. Ces éléments peuvent être des sources de perte de produit par 

transfert. Les lésions n’ont pas été recouvertes par des pansements afin de permettre au CEES 

stocké dans le réservoir cutané de pouvoir désorber et de ne pas augmenter son action 

lésionnelle. Par ailleurs, il a été observé que le gel Pluronic® F-127 forme une fine pellicule sur 

la peau après sa gélification. Or, les groupes de souris CEES Pluronic ou CEES + molécules 

candidates ont présenté à J2 des lésions plus importantes que le groupe de souris CEES seul. 

Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse que la pellicule de Pluronic® F-127 pourrait limiter 

la désorption du toxique, retardant ainsi la cicatrisation. Afin de vérifier cette hypothèse, une 

modification du mode d’application par des injections sous-cutanées pourrait être évaluée. Ce 

mode d’application permettrait de s’affranchir de la formation de pellicule à la surface de la 

peau mais également du possible retrait partiel ou total du traitement par ingestion ou par les 

éléments d’enrichissement présents dans la cage. 
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IV.1.4 Discussion et conclusion de la partie cutanée 

 

L’ypérite est un agent vésicant induisant, sur le plan cutané, des lésions longues à 

cicatriser et pouvant laisser des séquelles. La prise en charge des victimes est similaire à celle 

des brûlés immunodéprimés et vise à diminuer la douleur, prévenir les infections et corriger 

les troubles hydroélectrolytiques. En effet, bien que l’ypérite ait été utilisée pour la première 

fois depuis plus d’un siècle, il n’existe à ce jour aucun antidote, ni traitement spécifique. Le 

traitement des lésions induites par l’ypérite est à ce jour uniquement symptomatique.  

Afin d’évaluer de nouvelles thérapeutiques, des analogues de l’ypérite tels que le CEES 

peuvent être utilisés. En effet, leur utilisation est plus aisée puisqu’ils ne sont pas réglementés 

par l’OIAC. Cependant, afin que les études conduites avec ces analogues soient pertinentes, il 

est nécessaire de connaître les similarités et les différences entre l’ypérite et l’analogue utilisé. 

Pour cette thèse, l’analogue choisi a été le CEES, très proche structurellement de l’ypérite 

puisqu’un seul atome de chlore diffère. Le CEES est ainsi un agent alkylant monovalent, tandis 

que l’ypérite est bi-alkylante. Bien que plusieurs études évaluant des thérapeutiques contre 

l’ypérite aient été conduites avec le CEES, très peu ont comparé leurs effets 

physiopathologiques. Cette thèse a donc eu pur but de mettre au point un mode d’exposition 

au CEES avec les paramètres les plus proches possibles du mode d’exposition à l’ypérite. En 

effet, le mode d’exposition liquide est fréquemment utilisé pour le CEES (204, 239) tandis que 

pour l’ypérite, il s’agit du mode vapeur (236, 250). Le modèle animal utilisé pour cette étude 

est la souris SKH-1. Cette souche, sans poils, offre l’avantage de ne pas nécessiter une étape 

de rasage ou de dépilation. Elle est de plus fréquemment utilisée dans des études de 

cicatrisation ainsi que dans des études portant sur l’ypérite (211, 251). Notre première étude 

de mise au point du modèle d’exposition aux vapeurs de CEES et d’ypérite a ainsi permis de 

déterminer les paramètres d’exposition en termes de volume (10 µL), durée d’exposition (30 

min vs 8 min pour l’ypérite) et délai de décontamination (4h).  

Les lésions induites par l’exposition aux vapeurs de CEES ont été comparées à celles 

induites par les vapeurs d’ypérite. Plusieurs paramètres cliniques et cutanés ont ainsi été 

comparés : poids des souris, surface des lésions, hydratation cutanée, PIE et ITA. Des études 
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histologiques et de biologie moléculaire ont ensuite été réalisées pour poursuivre la 

comparaison de ces deux agents. Le CEES a permis d’obtenir le même type de lésion que 

l’ypérite avec cependant un retard d’apparition : la nécrose survient dès J1 pour l’ypérite, 

tandis qu’elle apparaît vers J3 avec le CEES. Ce retard d’apparition des lésions avec le CEES est 

également observé lors des mesures des paramètres cutanés non-invasifs. De plus, en fin de 

procédure, J14, les lésions sont équivalentes entre les deux agents. Ces observations ont été 

confirmées par l’histologie et la biologie moléculaire. En outre, les études RT-qPCR ont mis en 

évidence une inflammation plus prononcée avec l’ypérite qu’avec le CEES.  

Les études de RT-qPCR ont également permis d’étudier les connexines-43, 26 et 30 

suite à l’exposition cutanée avec ces deux agents vésicants. Ces connexines sont impliquées 

dans la cicatrisation et une expression anormale de celles-ci a des retentissements sur la 

cicatrisation. En particulier, l’absence de diminution de la Cx-43 en début de cicatrisation est 

liée avec la chronicité des plaies (246). Les lésions induites par l’ypérite étant longues à 

cicatriser, elles peuvent être classées parmi les plaies chroniques. Ainsi, l’hypothèse émise est 

que, comme observé dans les plaies chroniques, la Cx-43 ne diminuerait pas. Cette thèse a 

montré en effet que la Cx-43 est augmentée à partir de J3 après l’exposition à l’ypérite et à J1 

après exposition au CEES. Les Cx-26 et 30 présentent en revanche le profil attendu après une 

plaie aigüe.  

 

Une étude conduite avec des souris SKH-1 exposées à la moutarde à l’azote (HN) a 

montré que la Cx-43 était régulée négativement à J1, J3, J7 et J10 post-exposition, comme lors 

de plaies aigües de type incision ou excision (252). Ainsi, l’analogue HN n’induit pas les mêmes 

modulations de la connexine-43 que l’ypérite et le CEES. Par ailleurs, les lésions induites par le 

HN diffèrent également puisqu’il ne produit pas une large nécrose au niveau de la zone 

d’exposition (253).  

Les biopsies ont été analysées dans la pleine épaisseur de la peau. Du fait de la 

présence d’une nécrose de coagulation affectant le tissu en profondeur, nous n’avons pas 

séparé les différentes strates cutanées. De plus, nous n’avons pas pesé les biopsies puisque 

celles-ci présentaient des épaisseurs variables du fait de la présence ou non de la croûte. 
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Cependant, pour analyser des biopsies représentatives de la zone d’exposition et comparables 

entre elles, nous avons utilisé des punchs de 8 mm, afin de prélever des biopsies de même 

diamètre. De plus, lors du prélèvement de la peau des souris, nous nous sommes assurés de 

procéder toujours selon le même mode opératoire afin de séparer la peau du tissu conjonctif 

lâche.   

Des études in vivo (excisions, incisions, brûlures thermiques) et cliniques (ulcères 

diabétiques) menées avec l’oligonucléotide antisens de la Cx-43 (ASODN) et le peptide ACT1 

(partie C-terminale de la Cx-43) ont montré une accélération de la cicatrisation des lésions 

(117, 124, 127). Afin d’évaluer l’efficacité de ces molécules sur les lésions induites par un agent 

vésicant, elles ont été appliquées par voie topique sur les lésions induites par le CEES. Comme 

il a été observé par RT-qPCR que la Cx-43 était augmentée à J1, l’agent vésicant choisi pour 

cette étude était le CEES. L’oligonucléotide antisens ASODN et le peptide ACT1 ont été délivrés 

à l’aide du gel Pluronic® F-127 afin d’optimiser l’effet cutané local de ces molécules en limitant 

la perméation (247). L’ASODN et l’ACT1 ont été appliqués immédiatement après la 

décontamination cutanée (J0+4h), puis à J1, J2 et J3. En effet, les lésions induites par le CEES 

apparaissent après un temps de latence. Or, la lésion doit être constituée pour que la 

diminution de la Cx-43 puisse être efficace puisque cette diminution doit survenir en début de 

cicatrisation. Ainsi, les molécules candidates ont été appliquées lors des phases œdémateuse, 

érythémateuse et nécrotique. Aucune amélioration significative n’a été observée sur les 

différents paramètres cutanés après application des molécules candidates ou du véhicule 

Pluronic® F-127 par rapport au témoin CEES. Les molécules candidates n’ont pas permis de 

restaurer plus rapidement l’intégrité cutanée en fin de procédure. Les seules différences ont 

été observées à J2, or ces effets tendent à être plus péjoratifs dans les groupes traités avec les 

molécules candidates et le véhicule Pluronic® F-127, puisque le groupe CEES seul a présenté 

de meilleurs résultats à J2. Ainsi, se pose l’hypothèse d’une aggravation des lésions par le 

véhicule Pluronic®. Celui-ci en effet laisse une fine pellicule à la surface de la peau, limitant 

ainsi la perméation. Ainsi, la désorption du réservoir cutané de CEES n’aurait pas pu se faire, 

induisant une prolongation de la toxicité du CEES. L’utilisation de pansements avait par ailleurs 

été écartée afin de ne pas produire un effet occlusif. Un autre mode d’application tel qu’une 

injection sous-cutanée devrait donc être testé pour étayer cette hypothèse et s’affranchir de 
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cet effet occlusif indésirable dans le cas du Pluronic® F-127. Bien que ce même véhicule ait 

été utilisé dans l’étude évaluant l’efficacité de l’ASODN sur des lésions induites par le HN, 

l’application de l’ASODN 2 heures après l’exposition a engendré une diminution de 

l’expression de l’ARNm codant pour la Cx-43 à J3 et J7. Macroscopiquement, une diminution 

de l’érythème, de l’œdème et de la formation de la croûte avait été conclue à J1 et J3 (252). 

Ainsi, dans cette étude réalisée avec l’analogue HN, il ne semble pas y avoir d’effet occlusif 

empêchant la perméation du toxique. Kehe et al., 2013, ont cherché à détecter par 

immunomarquage les adduits à l’ADN (guanine en position N7) des moutardes au soufre et à 

l’azote (HD, CEES et HN-1, 2 et 3) après exposition in vitro de kératinocytes humains. Seuls les 

adduits de l’HD et du CEES ont pu être détectés. Les auteurs ont conclu qu’une exposition aux 

moutardes à l’azote inférieure à 2 heures ne permettait pas de détecter des adduits à l’ADN 

(254). 

 

Le mode d’exposition aux vapeurs de CEES mis au point lors de cette thèse permet 

d’obtenir des lésions cutanées comparables à celles obtenues avec l’ypérite, bien qu’il existe 

des différences en termes d’intensité. Dans le cadre d’études portant sur l’ypérite, telles que 

l’évaluation de contre-mesures médicales et de dispositifs de décontamination, le CEES s’avère 

pertinent en prenant en compte les différences décrites dans cette thèse, notamment 

concernant le délai d’apparition des lésions. En effet, pour l’évaluation de l’efficacité d’une 

contre-mesure, on ne pourra pas préjuger de son efficacité durant les premiers jours pos-

exposition du fait du délai d’apparition des lésions plus long avec le CEES. Le CEES conserve 

l’avantage de ne pas être soumis à la réglementation des armes chimiques rendant sa 

disponibilité et sa manipulation possibles d’un point de vue réglementaire.  
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IV.2. Seconde partie : effets cérébraux  

 

IV.2.1 Résultats objectif 1 : évaluation des effets cognitifs et émotionnels d’une 

exposition à un agent vésicant 

 

Article n°4 : Cognitive and emotional impairments after cutaneous intoxication by CEES (a 

sulfur mustard analog) in mice. 

 

L’objectif 1 de cette partie sur les effets cérébraux a fait l’objet d’une publication 

« Cognitive and emotional impairments after cutaneous intoxication by CEES (a sulfur 

mustard analog) in mice » de Gros-Désormeaux et al., dans Toxicology Letters, 2018 Sep 1; 

293: 73-76.  

 

Cette publication porte sur l’évaluation des effets cognitifs et émotionnels chez des 

souris exposées au CEES par voie cutanée. Les effets neurologiques et neuropsychiques de 

l’ypérite étant uniquement décrits dans un contexte belliqueux, nous avons voulu explorer les 

fonctions cognitives et émotionnelles en laboratoire sur des animaux afin d’étudier les effets 

propres de l’ypérite. Dans ce but, nous avons exposé des souris C57/Bl6J au CEES pur ou dilué 

par voie cutanée ainsi que des souris exposées à de l’acide chlorhydrique (témoin brûlure 

chimique). Ce groupe de témoin brûlure, a pour but de s’affranchir d’un potentiel biais induit 

par la douleur ou la gêne causée par la brûlure sur le dos de l’animal. Nous avons ensuite 

comparé les performances des souris saines et des groupes de souris exposées lors de 

différents tests : le test du labyrinthe en croix surélevé, le test de l’open-field et le test du 

labyrinthe en T. Ainsi, l’état anxieux des souris a été évalué par les tests du labyrinthe en croix 

surélevé et de l’open-field. La mémoire de travail a quant à elle été explorée par le test du 

labyrinthe en T. 
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Le premier test effectué par les souris était le test du labyrinthe en croix surélevé, à J3 

après exposition.  

Rapport d’entrées : le nombre d’entrées totales était similaire entre les groupes. En 

revanche, le rapport d’entrées dans les bras ouverts était plus faible chez les souris exposées 

au CEES pur (27,3 ± 4,8 %) par rapport au groupe contrôle (48,2 ± 4,5 %, p<0,01). Les autres 

groupes HCl et CEES dilué (dCEES) ont quant à eux présenté un rapport d’entrées similaire à 

celui du groupe contrôle.  

Rapport de temps : le rapport du temps passé dans les bras ouverts est également plus 

faible dans le groupe des souris exposées au CEES pur (12,3 ± 3,1 %) par rapport au  groupe 

contrôle (29,4 ± 4,9 %, p < 0,01). Les rapports des temps des autres groupes, dCEES et HCl 

sont quant à eux similaires au groupe contrôle.  

En conclusion, les souris exposées au CEES pur sont préférentiellement restées dans les 

bras fermés et ont moins explorés les bras ouverts qui sont plus aversifs. 

 

Le second test effectué par les souris est celui de l’open-field, à J4 après exposition.  

Nombre de sections traversées : le nombre total de sections traversées du test de 

l’open-field a été comptabilisé pour les différents groupes de souris. Ainsi, les souris CEES pur 

ont traversé moins de sections que les autres groupes. CEES : 12,7 ± 2,2 vs contrôles : 37,6 ± 

3,6 ; HCl : 31,0 ± 3,0 et dCEES : 26,5 ± 1,9; p < 0,001 pour les trois comparaisons. Les souris 

exposées au CEES pur ont donc moins exploré l’open-field que les souris des autres groupes. 

Latence périphérie – centre : les souris du groupe CEES pur ont mis plus de temps que 

les autres groupes pour aller de la périphérie vers le centre. En effet, elles ont mis 197,1 ± 30,3 

s tandis que les autres groupes ont mis 38,0 ± 6,8 s pour les souris contrôles, 28,7 ± 3,0 s pour 

les HCl et 40,3 ± 5,4 s pour les souris dCEES, p < 0,0001 pour les trois comparaisons.  

En résumé, les souris exposées au CEES pur ont présenté un comportement anxieux 

mis en évidence par des tests du labyrinthe en croix surélevé et de l’open-field. 
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Le troisième test effectué avait pour but d’évaluer le comportement d’alternance 

spontanée dans le labyrinthe en T, afin de mesurer la mémoire de travail. Ce test a été mis en 

œuvre à J5 post-exposition. Le groupe de souris exposées au CEES pur a présenté un 

pourcentage d’alternance plus faible que pour les groupes contrôles et dCEES. CEES pur : 47,6 

± 4.3 % vs contrôles : 78,6 ± 4,8 % ; p<0,01 et vs dCEES 80,6 ± 5,1 % ; p<0,01. Cependant, il 

n’a pas été mis en évidence de différence significative entre les souris CEES pur et les souris 

HCl. Par ailleurs, les pourcentages moyens d’alternance spontanée à la 8ème session ne 

montrent pas de différence significative entre les quatre groupes qui présentent des 

pourcentages d’alternance très élevés. Le déficit d’alternance des souris du groupe CEES pur 

ne peut donc pas être imputé à une baisse de la motivation à alterner au cours des essais 

successifs.   

En conclusion, la mémoire de travail est altérée chez les souris exposées au CEES pur 

uniquement. 

 

Les tests conduits chez les souris exposées par voie cutanée au CEES pur ont ainsi mis 

en évidence un comportement anxieux ainsi qu’une altération de la mémoire de travail 

spatiale. Les souris exposées au CEES dilué ainsi que les souris exposées à l’acide chlorhydrique 

n’ont en revanche pas vu leur performance diminuer lors des tests. Ainsi, les effets observés 

seraient imputables au CEES lui-même et non au stress, à la douleur ou à la gêne induits par 

la brûlure. Par ailleurs, un effet dose est suggéré puisque l’exposition au CEES dilué n’a pas 

induit ces mêmes déficits.  

L’intégralité de ces résultats figure dans l’article ci-dessous. 
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IV.2.2 Résultats objectif 2 : recherche d’adduits du CEES dans le cerveau après 

exposition cutanée 

 

Voir article de M. Gilardoni et al., 2021 en annexe IX 

 

L’objectif 1 ayant montré que les souris exposées au CEES pur présentent un état 

anxieux ainsi qu’un déficit de la mémoire de travail, une recherche d’adduits cérébraux a été 

conduite en collaboration avec le CEA de Grenoble.  

Des cerveaux de souris exposées par voie cutanée au CEES ont été prélevés puis 

analysés afin d’étudier la diffusion du CEES. D’une part, les adduits au CEES avec la guanine en 

position N7 (N7Gua-CEES) ont été recherchés dans les extraits d’ADN cérébraux. D’autre part, 

plusieurs biomarqueurs du CEES ont été recherchés et dosés dans les broyats de cerveaux. Ces 

biomarqueurs sont les adduits du CEES avec le glutathion (GSH-CEES), avec la cystéine (Cys-

CEES) et avec la N-acétylcystéine (NAC-CEES). Les analyses ont été effectuées par UHPLC-

MS/MS avec SPE en ligne (protocole d’extraction et d’analyse décrit dans l’article de Gilardoni 

et al., 2021 en annexe IX).  Dans les extraits d’ADN cérébraux, des adduits N7Gua-CEES ont été 

détectés de J1 à J14 post-exposition, avec un pic à J3 (Figure 51). La quantité d’adduits a 

diminué progressivement jusqu’à J14 mais est restée détectable (18,0 ± 6,7 adduits pour 106 

bases). Cet adduit N7Gua-CEES a également été détecté dans des extraits cérébraux de J1 à 

J14 post-exposition, avec un maximum à J1 puis une diminution progressive mais détectable 

jusqu’à J14. 
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D’autres biomarqueurs spécifiques du CEES dans les extraits cérébraux ont également 

été quantifiés (Figure 52). Les adduits GSH-CEES, Cys-CEES et NAC-CEES ont été détectés à J1 

dans des quantités similaires. La concentration GSH-CEES et de NAC-CEES a ensuite diminué 

jusqu’à J14 post-exposition. La concentration de Cys-CEES semble augmenter à J3, cependant, 

cette augmentation est non significative. Les trois biomarqueurs diminuent progressivement 

jusqu’à J14 où ils restent encore détectables. Le GSH-CEES diminue très fortement dès J3 à 

cause d’un manque de sensibilité de la méthode analytique. 

Il est à noter qu’aucun de ces adduits n’a été détecté avant l’exposition, confirmant 

ainsi leur spécificité. 

 

 

Figure 51 : Détection des adduits N7Gua-CEES dans l'ADN et les extraits cérébraux après 

exposition cutanée au CEES.  

Analyse par UHPLC-MS/MS avec SPE en ligne. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM, 

p<0,005 ou p<0,01 avec * et ** pour les comparaisons avec J1, † ou †† pour les comparaisons 

avec J3, ‡ ou ‡‡ pour les comparaisons avec J7, et § ou §§ pour les comparaisons avec J14. 

Figure issue de Gilardoni et al., 2021 (66). 
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Figure 52 : Détection des biomarqueurs spécifiques du CEES dans les extraits cérébraux après 

exposition cutanée au CEES.  

Analyse par UHPLC-MS/MS avec SPE en ligne. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM, 

p<0,005 ou p<0,01 avec * et ** pour les comparaisons avec J1, † ou †† pour les comparaisons 

avec J3, ‡ ou ‡‡ pour les comparaisons avec J7, et § ou §§ pour les comparaisons avec J14. 

Figure issue de Gilardoni et al., 2021 (103). 

 

Pour conclure, des adduits cérébraux du CEES (N7Gua-CEES, GSH-CEES, Cys-CEES et 

NAC-CEES) ont été détectés dès le 1er jour après exposition et sont restés détectables jusqu’à 

la fin de l’étude (J14).  
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IV.2.3 Discussion et conclusion de la partie cérébrale 

 

Les résultats des différents tests réalisés ont permis de mettre en évidence une anxiété 

et une atteinte de la mémoire de travail chez les seules souris exposées au CEES pur. En effet, 

les résultats des tests du labyrinthe en croix surélevé et de l’open-field montrent tous deux 

une anxiété chez les souris exposées au CEES pur, tandis que les souris exposées au CEES dilué 

ou à l’acide chlorhydrique ne présentent pas cette anxiété. En effet, les souris exposées au 

CEES pur ont passé plus de temps dans les bras fermés du labyrinthe en croix surélevé et ont 

mis plus de temps pour rejoindre le centre de l’open-field. De plus, elles ont traversé moins 

de sections de l’open-field. A noter que les souris exposées au CEES pur n’ont pas présenté 

davantage de déficit locomoteur, que ce soit lors de leur déplacement dans l’open-field ou 

lors du test du labyrinthe en croix surélevé, puisque le nombre total d’entrées dans les bras du 

labyrinthe était similaire aux autres groupes. Les souris exposées au CEES pur ont donc moins 

exploré les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé ou la zone centrale de l’open-field. En 

effet, les zones ouvertes et éclairées de ces deux tests sont aversives pour les souris qui 

manifestent une préférence pour les endroits fermés et obscurs, plus sécurisants.  

La souche de souris C57/Bl6 a été choisie pour ces tests comportementaux d’anxiété 

et de mémoire de travail. Elle possède l’avantage d’être largement utilisée pour ce type de 

tests (218-220). Son profil comportemental et émotionnel est donc bien documenté. 

Cependant, cette souche a l’inconvénient de nécessiter un rasage ou une dépilation avant 

l’exposition. Cette étape peut créer des microlésions ou modifier la surface cutanée suite à 

l’application d’une crème dépilatoire et de fait modifier la pénétration du toxique. Les souris 

SKH-1, utilisées pour l’étude cutanée, ont l’avantage d’être sans poils et ne nécessitent donc 

pas d’étape de rasage ou de dépilation. Cependant, le profil émotionnel et cognitif de ces 

souris n’est pas documenté. Une étude préliminaire (non publiée) conduite sur un faible effectif 

de cette souche a montré que les souris SKH-1 ne semblent pas adaptées pour la réalisation 

de ces tests comportementaux. En effet, ces souris sont déficitaires dans le test du labyrinthe 

en T. L’alternance ne semble donc pas être un comportement phylogénétiquement déterminé 

dans la souche SKH-1, contrairement aux souris C57/Bl6. De plus, le comportement 

exploratoire des SKH-1 a été observé dans le test de l’open-field. Il s’est avéré que leur 
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comportement était très hétérogène en termes d’exploration et de motricité. L’observation 

comportementale des souris SKH-1 montre qu’elles semblent posséder une anxiété naturelle 

plus importante que celle des souris C57/Bl6. Il a donc été décidé dans un premier temps, 

d’effectuer les tests de comportement avec des souris C57/Bl6 afin d’évaluer un potentiel effet 

du CEES. Un effet comportemental ayant été observé chez les C57/Bl6 exposées au CEES, il 

serait maintenant utile de mieux caractériser le profil émotionnel et comportemental de la 

SKH-1 sur d’autres tests avec de grands effectifs pour limiter la variabilité interindividuelle des 

résultats. Cela permettrait ainsi de réaliser les études cutanées et comportementales sur la 

même souche de souris SKH-1. 

 

Les souris exposées au CEES pur ont vu leur mémoire de travail affectée à J5, 

puisqu’elles présentent un déficit d’alternance spontanée entre les bras du labyrinthe en T. Le 

test du labyrinthe en T est pertinent pour l’évaluation de la mémoire de travail chez la souris 

puisqu’il demande une flexibilité mnésique avec une mise à jour permanente. En effet, le 

comportement phylogénétique d’exploration de la souris implique pour chaque essai la 

mémorisation de l’essai n-1 et l’oubli de l’essai n-2. L’alternance spatiale implique plusieurs 

structures cérébrales dont l’hippocampe, qui joue un rôle majeur dans la mémoire spatiale, et 

le cortex préfrontal (255, 256). Ainsi, le déficit observé lors de ce test chez les souris exposées 

au CEES pur suppose une atteinte de ces structures. Le 8ème essai, qui est effectué après un ITI 

raccourci, a par ailleurs démontré que les souris ne souffrent pas d’un manque de motivation 

à alterner après les 7 essais précédents (218). En effet, lorsque le temps de latence était plus 

long, (90 secondes lors des 7 premiers essais) une différence de pourcentage d’alternance est 

observée. Cette différence d’alternance ITI-dépendante montre que l’atteinte est d’ordre 

cognitif et non motivationnel ou sensorimoteur.  Ce 8ème essai est donc un critère d’inclusion 

des souris dans les différents groupes expérimentaux pour l’exploitation des résultats. Selon 

ce critère, aucune souris n’a été écartée pour l’analyse. 

Par ailleurs, un lien existe entre l’anxiété et l’altération de la mémoire de travail (199), 

probablement en raison du passage des glucocorticoïdes à travers la barrière 

hématoencéphalique (BHE) puis de leur action au niveau de leurs récepteurs hippocampiques 

(168). Sur le plan cognitif, l’état anxieux mobiliserait les ressources attentionnelles, entraînant 
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ainsi un effort plus important (142). L’altération de la mémoire de travail observée chez les 

souris exposées au CEES pur pourrait être une manifestation de l’anxiété observée lors des 

tests du labyrinthe en croix surélevé et de l’open-field. Un moyen de vérifier cette hypothèse 

serait d’injecter par voie systémique un inhibiteur de la synthèse surrénalienne de 

glucocorticoïdes, la métyrapone (176), chez les souris exposées au CEES pur puis d’évaluer leur 

performance en mémoire de travail dans le test du labyrinthe en T.     

 

Les effets cognitifs et émotionnels observés chez la souris suggèrent l’implication de 

trois principales  zones cérébrales : l’amygdale, le cortex préfrontal et l’hippocampe. Une 

atteinte des circuits neuronaux de ces zones cérébrales serait donc possible (155, 172, 178, 

191). En effet, ces trois zones sont principalement impliquées aussi bien dans l’anxiété que 

dans la mémoire de travail spatiale. Un possible déficit hippocampique pourrait être mis en 

évidence par un dosage des glucorticoïdes (corticostérone chez la souris) dont le taux se 

trouverait augmenté, ainsi que l’ont montré certains travaux (177, 178). En effet, dans la 

défense contre les effets du stress, les glucocorticoïdes entrent en jeu dans un second temps, 

après une latence de quelques minutes, après l’intervention immédiate des catécholamines 

(257) (voir Figure 21).  

 

Pour compléter l’exploration de la mémoire des souris après exposition au CEES, un 

test de reconnaissance d’objets mettant en jeu la mémoire à plus long terme, pourrait être 

envisagé. Ce test consiste, lors de la phase d’acquisition, à placer la souris dans un open-field 

contenant un petit objet, afin qu’elle puisse librement l’explorer et devienne familière avec cet 

objet. La souris est ensuite réintégrée dans sa cage puis replacée dans l’open-field au bout 

d’un délai variable (en général 24 h), avec le même objet ainsi qu’un nouveau. Il faut au 

préalable s’assurer que le nouvel objet présente pour la souris le même intérêt exploratoire 

que le premier, en mesurant les temps d’exploration respectifs des deux objets sur un groupe 

indépendant de souris. Plusieurs paramètres sont mesurés tels que le temps passé à explorer 

chaque objet, le nombre de redressements et de sections traversées. Selon le délai entre 
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l’acquisition et la phase de test, plusieurs formes de mémoire peuvent être explorées (court, 

moyen, voire  long terme).  

L’exposition des souris à l’acide chlorhydrique (HCl) avait pour but de distinguer les 

effets dus au CEES par rapport aux effets dus à la gêne et à la douleur induites par la brûlure 

chimique. Ainsi, les effets cognitifs et émotionnels observés peuvent être attribués au CEES 

lui-même et non à la brûlure chimique. En effet, le groupe HCl n’a pas présenté de signes 

d’anxiété ni d’altération de la mémoire de travail. Cependant, les brûlures induites par HCl et 

par le CEES ne sont pas totalement identiques. Comme détaillé plus haut, la brûlure induite 

par un agent vésicant tel que le CEES résulte d’un mécanisme de toxicité spécifique (voir Figure 

2 de Gros-Désormeaux et al., 2022 (258). Le nombre total d’entrées dans les bras du labyrinthe 

en T était similaire entre les différents groupes de souris. Ainsi, les lésions induites par le CEES 

ou HCl n’ont pas eu d’effet sur la performance motrice des souris.  

Cependant, des tests évaluant spécifiquement les capacités psychomotrices et la force 

des souris permettraient de mieux comparer l’impact des lésions cutanées entre les groupes 

brûlés. Pour mesurer les capacités motrices des souris, des tests d’activité spontanée, ou forcée 

sont disponibles. Ainsi, un test de mesure de l’activité spontanée (par exemple dans un 

actographe (259) ou à l’aide d’une roue instrumentée (260)) sur plusieurs jours pourrait être 

utilisé car il a été montré l’existence d’une relation entre la dépression et la baisse d’activité 

spontanée (261, 262). Ce test pourrait être complété par un test de motricité complémentaire 

tel que le tapis roulant qui consiste à faire courir les souris à une vitesse définie et variable, et 

à évaluer leur résistance à l’effort, leur endurance. Si les résultats sont similaires entre les 

groupes HCl et CEES, alors cela appuierait l’absence d’effets de la brûlure (par HCl ou CEES) 

sur la motricité. Le test du rotarod pourrait compléter l’exploration psychocomotrice en 

évaluant la coordination locomotrice (224). Ce test consiste à faire marcher des souris sur une 

barre qui tourne à une vitesse définie pouvant varier. La barre est divisée en plusieurs 

compartiments par des cloisons, permettant ainsi de tester simultanément plusieurs souris. Le 

temps passé par la souris sur la barre ainsi que la vitesse pour laquelle l’animal est tombé sont 

enregistrés. Si les animaux ont une mauvaise coordination psychomotrice, ils tomberont 

rapidement. Si l’impact des brûlures HCl et CEES est similaire, les souris des deux groupes 

devraient tomber pour des vitesses et temps comparables. Le test d’agrippement ou « grip 
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test » permettrait quant à lui d’évaluer le pic de force maximale développée par les souris 

avant et après exposition au CEES ou à l’HCl (224). En effet, ce test consiste à mesurer la force 

déployée par la souris pour rester accrochée sur une barre, ou une grille. Une diminution de 

la force des souris après l’exposition aux agents serait attendue du fait de l’apparition des 

lésions. En revanche, entre les groupes CEES et HCl, la force maximale devrait être identique si 

les lésions génèrent le même niveau de douleur. Il existe par ailleurs des tests mesurant la 

douleur. Ces tests basés sur le déficit de posture permettent d’évaluer la répartition du poids 

de l’animal sur ses pattes. Le principe de ce test pourrait ne pas permettre de mettre en 

évidence des différences intergroupes, du fait de la localisation des lésions au niveau du dos.  

Les tests effectués dans cette thèse (labyrinthe en croix surélevé, open-field et 

labyrinthe en T) ont permis d’évaluer l’anxiété et la mémoire de travail des souris après 

exposition au CEES. En revanche, la dépression n’a pu être explorée bien qu’elle fasse partie 

des principaux symptômes décrits chez les vétérans exposés à l’ypérite, plus de 40 % de cas 

selon les publications (136, 137, 263). La dépression pourrait être évaluée chez la souris, dans 

le cadre d’une étude à plus long terme, par le test de suspension caudale (tail suspension test) 

afin de compléter l’étude cognitive et émotionnelle des souris après exposition au CEES (264, 

265). Ce test consiste à suspendre les souris par la queue à l’aide d’un ruban adhésif. Les souris 

tentent à plusieurs reprises de s’échapper en se redressant. Leurs tentatives de redressement 

échouant, elles finissent par rester immobiles par résignation. Si le CEES a un effet dépresseur, 

alors l’état de résignation de ces souris sera atteint plus rapidement. Le test de Porsolt ou du 

désespoir comportemental, test de référence, évalue également la dépression bien qu’il soit 

plus difficile à mettre en œuvre, notamment pour juger de l’immobilité totale du rongeur (265). 

Après pénétration cutanée, l’ypérite diffuse dans les organes au moyen de la circulation 

générale. Des adduits de l’ypérite ont ainsi été détectés dans le cerveau après une exposition 

cutanée (130). Nous avons fait l’hypothèse que les effets cognitifs et émotionnels observés 

chez la souris intoxiquées au CEES pourraient être liés à la présence d’adduits cérébraux. Le 

CEES, utilisé lors de ces tests comportementaux, est électrophile mais monoalkylant du fait de 

la présence d’un seul chlore au lieu de deux dans l’ypérite. L’étude analytique, en collaboration 

avec le CEA, à partir d’extraits et d’ADN cérébraux issus de souris exposées au CEES par voie 

cutanée a permis de démontrer la diffusion systémique du CEES vers le cerveau, ainsi que son 
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effet alkylant à distance du site d’exposition (66). Des adduits d’ADN cérébraux ont ainsi été 

détectés, aussi bien après une exposition cutanée à l’ypérite (68) qu’au CEES (66). Une 

recherche d’adduits cérébraux menée chez des souris ayant subi au préalable des tests 

comportementaux, permettrait d’objectiver une corrélation entre la présence d’adduits 

cérébraux et les effets cognitifs et émotionnels observés.  

Par ailleurs, les adduits d’ADN cérébraux du CEES (66) et de l’ypérite (130) (en position 

N7 de la guanine) ont pu être détectés jusqu’à la fin des études, soit 14 jours après exposition. 

La persistance des adduits et l’évaluation du comportement des souris au-delà de 14 jours 

mériteraient d’être explorées. Ainsi, la mise en œuvre d’une batterie de tests 

comportementaux répartis sur plusieurs mois permettrait d’évaluer l’effet à long-terme du 

CEES. Le dosage de ces adduits, au CEA Grenoble, a fait appel à des techniques sophistiquées 

d’extraction automatisée solide/liquide (SPE) et d’analyse (chromatographie en phase liquide 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem, HPLC MS/MS). Les effets cognitifs observés 

chez les victimes perdurent de nombreuses années post-exposition (137, 139). La présence de 

ces adduits mise en évidence chez la souris ne permet sans doute pas d’expliquer à elle seule 

les effets cognitifs et émotionnels observés chez la souris ainsi que chez les victimes humaines. 

D’autres investigations cérébrales seraient à envisager afin d’explorer d’autres mécanismes et 

acteurs responsables de ces déficits. En effet, la toxicité de l’ypérite n’est pas uniquement due 

à son caractère alkylant. Sa toxicité se manifeste également par un stress oxydatif, une 

peroxydation lipidique et une forte inflammation conduisant à la mort cellulaire par la nécrose 

et l’apoptose (53, 258).  
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L’ypérite est connue pour induire un stress oxydatif (53, 132), or le cerveau y est 

particulièrement vulnérable du fait de son contenu limité en antioxydants (superoxyde 

dismutase, glutathion, α-tocophérol…(266)) et de sa forte consommation en oxygène (57, 131, 

267). Les neurones de l’hippocampe, de l’amygdale et du cortex frontal sont particulièrement 

vulnérables au stress oxydatif et aux maladies neurodégénératives (131). Ainsi, une hypothèse 

pouvant expliquer les effets du CEES observés chez la souris pourrait donc être une 

neurotoxicité consécutive au stress oxydatif impactant ces zones. 

 

Une étude effet-dose permettrait de savoir s’il existe un seuil en-dessous duquel aucun 

effet cognitif ne serait observé. En effet, les vétérans ont été exposés à des doses variables non 

quantifiables et tous n’ont pas présenté de symptômes cognitifs ou émotionnels. Dans notre 

étude conduite chez les souris, le groupe exposé au CEES dilué n’a pas présenté d’effet, 

contrairement au groupe exposé au CEES pur (268). Ainsi, une relation effet-dose peut être 

suggérée.  
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V. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

A travers les deux parties de cette thèse, cutanée et cérébrale, la pertinence du CEES en 

tant qu’analogue de l’ypérite a été évaluée.  

 

Pour évaluer, sur le plan cutané, les lésions induites les agents vésicants, nous avons mis 

au point un modèle d’exposition, sur le modèle souris SKH-1, tout d’abord aux vapeurs de 

CEES, puis aux vapeurs d’ypérite. Des étapes d’optimisation ont été réalisées pour aboutir aux 

protocoles décrits dans cette thèse. La comparaison des lésions induites par ces agents a 

montré des similarités macroscopiques et histologiques ainsi que des différences en termes 

d’intensité de l’inflammation et de cinétique d’apparition des lésions. En effet, le délai 

d’apparition des lésions après exposition au CEES est différé de plus de 24 h par rapport à 

l’ypérite.  

 

Lors de cette thèse, nous avons voulu évaluer une piste thérapeutique pour le traitement 

des lésions cutanées induites par l’ypérite. En effet, il n’existe aucun antidote et les seuls 

traitements mis en œuvre sont symptomatiques. La piste thérapeutique évaluée dans cette 

thèse ciblait la connexine-43 par l’ACT1 et l’ASODN. Cependant ces molécules n’ont pas permis 

d’améliorer significativement la cicatrisation des lésions induites par le CEES en termes 

qualitatifs ou temporels. D’autres pistes thérapeutiques émergent (258), notamment pour  

diminuer l’inflammation, telles que des modulateurs calciques agissant sur le canal TRPA1 ou 

encore des inhibiteurs de la FAAH (Fatty Acid Amide Hydrolase). Une étude conduite sur des 

souris exposées au CEES au niveau des oreilles a ainsi montré que deux inhibiteurs de TRPA1 

(HC-030031 et A-967079) administrés par voie orale ou intrapéritonéale, entre 1 et 16 h post-

exposition, permettaient de diminuer l’œdème, les taux de cytokines pro-inflammatoires et de 

MMP-9 (269). Une autre étude, également réalisée sur des souris exposées au CEES au niveau 

des oreilles, a montré que l’application d’un inhibiteur de la FAAH a permis de réduire 

l’inflammation induite par l’agent vésicant (270). La mélatonine est également une piste 

thérapeutique explorée du fait de son pouvoir antioxydant et également en raison de sa 
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capacité à piéger l’ypérite (« effet scavenger ») en formant l’ion thiirane moins toxique (271, 

272). De plus, la mélatonine  pourrait permettre de réduire les effets à long-terme de l’ypérite 

en modulant épigénétiquement l’expression des ARNm des enzymes antioxydantes ainsi que 

grâce à son potentiel rôle d’inhibition de l’ADN méthyltransférase (272, 273). La N-

acétylcystéine (NAC) avait également été étudiée en tant qu’antidote de l’ypérite pour son 

action sur le stress oxydatif et également pour son potentiel effet scavenger (274). Cependant, 

une étude de spectrométrie de masse in vitro a montré le faible impact de la NAC pour réduire 

la concentration d’ypérite dans le sérum humain (275). 

 

L’ypérite et le CEES vont tous deux agir sur des cibles cellulaires identiques et former des 

adduits aux protéines et à l’ADN. Le CEA de Grenoble avait précédemment mis en évidence la 

présence d’adduits cérébraux de l’ypérite à l’ADN (68) ainsi que le double adduit avec l’ADN 

et le glutathion (58). Notre étude, menée en collaboration avec le CEA de Grenoble, a mis en 

évidence la présence d’adduits cérébraux au glutathion, à la cystéine, à la N-acétylcystéine et 

à l’ADN (66). Cette étude prouve ainsi le passage du CEES au niveau du système nerveux 

central, tout comme l’ypérite. Le CEES revêt donc également un intérêt dans la mise au point 

de méthodes analytiques grâce à la détection de ses adduits dans les milieux biologiques. 

D’autres approches analytiques sont actuellement en cours de développement afin de mettre 

en évidence de nouveaux biomarqueurs et de tester d’autres méthodes d’investigation. Ainsi, 

nous poursuivons des collaborations avec l’Unité Risques des Technologies Emergentes (IRBA) 

ainsi qu’avec le CEA de Grenoble (INAC, MEM, Laboratoire Modélisation, Exploration des 

Matériaux – Université Grenoble Alpes, CEA) afin d’analyser les échantillons biologiques par 

spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) HR-MAS (High Resolution-Magic 

Angle Spinning). Cette méthode revêt l’intérêt de ne pas nécessiter de préparation 

d’échantillons. Ainsi, des biopsies de peau peuvent être directement analysées après les avoir 

disposées dans des rotors. Il s’agira de comparer les spectres obtenus à partir de peau saine 

avec ceux obtenus à partir de peau exposée à l’ypérite ou au CEES. La différence de spectres 

pourra ainsi mettre en évidence un profil signature d’exposition à un agent vésicant. De plus, 

nous collaborons avec les équipes du CEA de Grenoble (IRIG/DIESE/SyMMES ; UMR 5819  CEA-

CNRS-UGA), et du CEA de Saclay (MetaboHUB, LEMM, DRF/JOLIOT/DMTS/SPI ; CEA-INRA) et 



 
194 

 

de l’Unité Développements Analytiques et Bioanalyse (IRBA) dans le cadre d’analyses 

métabolomiques de plasma de souris et également de larmes de lapins exposés à l’ypérite. En 

effet, nous avons mis au point un modèle d’exposition oculaire aux vapeurs d’ypérite chez le 

lapin. Les yeux sont un organe particulièrement sensible à l’ypérite et dans un scénario 

d’exposition terroriste d’un grand nombre de personnes, il est nécessaire de mettre au point 

un système de détection permettant de confirmer l’exposition à l’ypérite et à terme d’orienter 

le diagnostic. Actuellement, les prélèvements sont issus d’une exposition à l’ypérite, mais les 

mises au point des méthodes analytiques ont été réalisées en amont avec du CEES.  

 

Notre étude portant sur les effets comportementaux du CEES a mis en évidence un 

comportement de type anxieux chez les souris exposées au CEES pur, à la fois lors du test de 

labyrinthe en croix surélevé, et également dans l’open-field. De plus, les souris exposées au 

CEES pur ont présenté un déficit de la mémoire de travail spatiale dans le test du labyrinthe 

en T (268). Ces résultats confortent les effets psychocognitifs décrits chez les vétérans et civils 

ayant été exposés à l’ypérite notamment en Iran et en Chine (64, 137). De plus, des adduits 

cérébraux ont été détectés chez la souris SKH-1 après exposition à l’ypérite et au CEES (66, 68). 

La présence de ces adduits cérébraux pourrait être corrélée avec les effets comportementaux 

décrits dans cette thèse. Actuellement, il n’existe pas de prise en charge spécifique concernant 

les effets psychologiques et cognitifs de l’ypérite. Un suivi psychiatrique préventif pourrait être 

préconisé afin de les prévenir et/ou de les prendre en charge.  

Par ailleurs, l’incident récent d’Arras de septembre 2021 révèle qu’une sensibilisation au 

risque d’exposition à l’ypérite semble nécessaire pour le personnel soignant et les populations 

du Nord et l’Est de la France, dont les sols contiennent encore de nombreux obus chimiques 

issus de la première guerre mondiale (41). En effet, plusieurs jours ont été nécessaires avant 

de poser le diagnostic d’exposition à l’ypérite chez l’ouvrier agricole ayant manipulé un obus 

fuyard. Ne se sachant pas exposé, cet ouvrier a ainsi contaminé sa famille. Le diagnostic 

initiallement posé par le premier médecin consulté par l’ouvrier était erroné, retardant encore 

la prise en charge. L’ouvrier a par la suite été hospitalisé puis les autres salariés ont été 

examinés. L’IRBA a été sollicité concernant la conduite à tenir face à cette exposition à l’ypérite. 
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Une méconnaissance de la fiche Piratox n°6 par les équipes médicales a ainsi été mise en 

lumière lors de cet évènement.  

 

Plusieurs moyens de détection permettent d’alerter sur un risque d’exposition à un agent 

chimique de guerre. Ainsi, le papier PDF1, qui se colore en rouge en présence d’ypérite, permet 

de réaliser une détection d’alerte. Néanmoins, ce papier ne convient pas pour la détection de 

vapeurs ou en présence de carburants, ces derniers engendrant des faux positifs. Dans notre 

laboratoire, nous utilisons des appareils portatifs de contrôle de contamination à 4 canaux 

(AP4C), pour la détection de contrôle. Ces appareils fonctionnent selon le principe de la 

spectrométrie de flamme. Les canaux de détection correspondent au phosphore, soufre, 

dérivés azotés et arsenic (276). Ainsi, selon le ou les canaux qui s’allument, il est possible de 

connaître la classe du toxique détecté. Si seul le canal soufre est allumé, alors il s’agit d’ypérite 

ou d’un analogue tel que le CEES qui contient lui aussi un atome de soufre. Si le canal arsenic 

s’allume en plus du canal soufre, il s’agit de la lewisite. Si les canaux soufre et phosphore sont 

allumés, il s’agit d’un neurotoxique organophosphoré de type agent V. Ces appareils AP4C ont 

l’avantage de pouvoir détecter des gaz et également des liquides en ajoutant un Système 

Portatif de Prélèvement de Produits Persistants par Evaporation (S4PE).  

 

Du fait de la pénétration indolore de l’ypérite, de la latence d’apparition des symptômes 

et de son caractère persistant, une décontamination rapide, dès les premières minutes, est 

cruciale. Parmi les moyens de décontamination existants, le gant poudreur a pour principaux 

inconvénients de déplacer le toxique et de mettre en suspension une grande quantité de 

poudre potentiellement contaminée. Son utilisation est donc inadaptée en milieu confiné. 

Après adsorption de l’ypérite liquide, la fiche Piratox n°6 de l’ANSM préconise une 

décontamination cutanée par de l’eau en grande quantité et du savon doux (44). En effet, 

l’ypérite étant faiblement soluble dans l’eau, l’étape d’adsorption de l’ypérite liquide est 

importante pour éviter le risque d’étalement de l’agent lors la douche. Dans cette thèse, nous 

avons décontaminé les souris à l’aide de compresses imprégnées d’eau savonneuse puis d’eau, 

sans étape d’adsorption puisque l’exposition était uniquement réalisée sous forme vapeurs. 
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Les deux délais de décontamination testés, 1 h et 4 h, ont tous deux conduit à des lésions 

nécrotiques avec une cinétique d’apparition plus rapide chez les souris décontaminées à 4 h. 

Ce résultat montre qu’une décontamination une heure après exposition est trop tardive. Dans 

le cadre de l’étude comportementale (268), dans laquelle le CEES a été appliqué sous forme 

liquide, la décontamination a été réalisée à l’aide de solution d’hypochlorite de sodium à 5 % 

puis d’eau afin de neutraliser le CEES pour permettre la manipulation des animaux en toute 

sécurité. L’autre moyen de décontamination souvent utilisé dans les armées est la Reactive 

Skin Decontamination Lotion (RSDL) qui agit notamment en solubilisant les composés huileux. 

Bien que le CEES soit facilement accessible et que les lésions induites par cet agent soient 

similaires de celles de l’ypérite, une seule étude a évalué l’efficacité de la RSDL sur le CEES 

(277). Cette étude de Cao et al., 2018 a été conduite in vitro sur des explants de peau humaine 

et a comparé l’efficacité de la RSDL avec une autre solution, le Dermal Decontamination Gel 

(DDGel). Les auteurs ont conclu que le DDGel était plus efficace que la RSDL en termes de 

diminution de la pénétration cutanée et de l’absorption systémique du CEES (277). A notre 

connaissance, cette étude n’a pas été conduite in vivo pour confirmer ces résultats. En outre, 

il serait intéressant d’évaluer ces solutions de décontamination sur nos modèles d’exposition 

vapeur afin d’évaluer leur efficacité sur le réservoir cutané de toxique. En effet, la plupart de 

ces études portent sur la décontamination d’un toxique liquide sur la surface cutanée, mais en 

raison de l’existence d’un réservoir cutané d’ypérite, cette seule décontamination ne permet 

pas d’empêcher l’apparition des lésions. Bien que les groupes d’animaux décontaminés avec 

une éponge RSDL présentent à 72 h des surfaces de lésions plus petites que les groupes 

contrôles non décontaminés, la décontamination n’a donc pas permis d’empêcher leur 

apparition (71, 72). Des pistes de recherche basées sur une décontamination enzymatique sont 

à l’étude (209, 278). Une solution enzymatique, à base d’haloalcane déhalogénases, 

permettrait ainsi d’hydrolyser l’ypérite présente à la surface de la peau en thiodiglycol (TDG), 

non toxique (209). Cependant, ce type de solution ne permettrait pas d’atteindre le réservoir 

cutané. Ainsi, la solution de décontamination idéale traverserait la peau et piégerait l’ion 

épisulfonium l’empêchant d’exercer sa toxicité. Dans cette optique, une étude conduite avec 

le CEES a montré que les thiopurines seraient de meilleurs « scavengers » ou « piégeurs » 

électrophiles que la NAC et le GSH (279). 



 
197 

 

 

Lors de cette thèse, nous avons montré que le CEES induisait des effets pouvant être 

comparés à ceux induits par l’ypérite, que ce soit sur le plan cutané ou cognitif. La facilité 

d’accès au CEES, disponible dans le commerce, peut conduire à se poser la question d’une 

éventuelle restriction de son utilisation à l’instar du TDG qui est classé dans le tableau 2 de 

l’OIAC en tant que précurseur. Au vu les lésions décrites dans cette thèse, le CEES pourrait en 

effet être utilisé tel quel à des fins terroristes ou bien subir une chloration afin de le transformer 

en ypérite. Cette dernière hypothèse est cependant moins probable, l’ypérite pouvant déjà 

être synthétisée, relativement facilement, à grande échelle, par d’autres voies de synthèses 

(280). Ces éléments font de l’ypérite un agent de la menace terroriste à prendre en 

considération. 
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VI. Annexes 

Annexe I : Protocole d’immmunomarquage de la connexine-43 
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Annexe II : Protocole de broyage et extraction 
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Annexe III : Protocole de reverse transcription 
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Annexe IV : Protocole PCR 
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Annexe V : Comparaison de l’évolution pondérale des souris exposées au CEES 

et à l’ypérite 

 

Les souris exposées à l’ypérite présentent une perte de poids de 5,3 % en moyenne à 

J1 et de 6,1 % en moyenne à J2 après exposition (Figure 53). Les souris retrouvent leur poids 

initial vers J8 et le dépassent en fin de procédure vers J13-J14. Les souris exposées au CEES 

présentent une perte de poids de 4,7 % en moyenne à J1 et J2 et retrouvent leur poids initial 

dès J4 et le dépassent durant la deuxième semaine suivant l’exposition. 

Les souris contrôles ayant subi le même protocole, à l’exception de la présence 

d’ypérite ou de CEES dans le bouchon, présentent également une perte de poids. Cette perte 

de poids est attendue du fait de l’anesthésie. Par ailleurs, les animaux sont isolés suite à 

l’exposition. Les souris sont des animaux sociables. Bien qu’un enrichissement de 

l’environnement soit apporté, un stress conduisant à une perte de poids peut également 

expliquer cette diminution pondérale observée chez tous les animaux, y compris les témoins. 
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Figure 53 : Evolution pondérale des souris après exposition au CEES ou à l'ypérite. 
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Annexe VI : Comparaisons macroscopiques des lésions induites par le CEES et 

l’ypérite 

 

Aspect des lésions :  

Les lésions induites par le CEES et l’ypérite évoluent de façon similaire d’un point de 

vue macroscopique. Un œdème est visible dès les minutes suivant le retrait du bouchon pour 

les souris exposées à l’ypérite (Figure 54) et à partir de 4 h post-exposition pour les souris CEES 

(Figure 55).  

 

 

Figure 54 : Souris exposée aux vapeurs d'ypérite présentant de l’œdème dans les minutes 

suivant le retrait des bouchons 

 

 

Figure 55 : Souris exposée aux vapeurs de CEES présentant de l'œdème, 4 h post-exposition. 
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Annexe VII : Comparaisons histologiques des lésions induites par le  CEES et 

l’ypérite 
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Figure 56 : Coupes de peau, coloration HPS, objectif x10.  

A: contrôle, B et C : groupes HD et CEES à J1, D et E : groupes HD et CEES à J3, F et G : groupes 

HD et CEES à J7, H et I : groupes HD et CEES à J14. Astérisque : inflammation ; double-flèche : 

profondeur de la nécrose ; flèche blanche : microvésication intradermique ; triangle : 

réépithélialisation ; barre d’échelle de 250 µm. 
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Annexe VIII : Comparaisons des paramètres cutanés après exposition au 

CEES et traitement avec l’ASODN, ACT1, gel Pluronic® F-127 

 

Tableau XI : Prise de poids moyenne (%) des souris après exposition au CEES, traitées avec 

l’ASODN, l’ACT1 et le Pluronic® F-127 

  
J0 J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14 

Témoin 

Moyenne 0,0 -1,4 -0,9 1,6 -1,5 1,1 1,8 4,0 3,5 4,6 4,8 3,4 3,8 5,2 5,0 

SEM 2,2 1,4 1,8 2,3 2,4 3,3 2,8 2,3 2,5 2,5 2,6 2,4 2,1 2,4 2,3 

n 8 5 5 5 4 4 4 5 5 5 5 4 4 5 5 

CEES 

Moyenne 0,0 -4,7 -4,7 -2,8 0,3 0,4 1,9 2,6 0,3 2,3 2,2 1,5 2,8 2,9 2,1 

SEM 1,4 2,2 1,6 1,5 1,7 1,8 1,4 1,4 2,0 2,0 2,1 2,2 2,2 1,9 2,2 

n 23 22 18 18 13 13 13 13 8 8 8 8 8 8 8 

CEES 

Pluronic 

Moyenne 0,0 -4,5 -4,4 -3,5 -1,1 -1,7 -0,1 0,3 -2,8 -2,1 -3,8 -3,5 -2,2 -1,6 -1,6 

SEM 1,8 1,9 1,6 1,5 1,8 2,0 1,6 1,5 1,7 1,4 1,9 1,3 1,1 1,3 1,7 

n 20 20 15 15 10 10 10 10 5 5 4 4 4 4 4 

CEES ACT1 

Moyenne 0,0 -4,9 -7,1 -6,6 -4,5 -4,0 -3,5 -2,1 -0,2 -0,9 -2,0 -1,9 -0,2 -0,2 -1,6 

SEM 1,6 2,1 1,7 1,9 2,7 2,4 2,5 2,5 3,3 3,4 3,2 3,5 3,3 3,0 3,2 

n 20 20 15 15 10 10 10 10 5 5 5 5 5 5 5 

CEES 

ASODN 

Moyenne 0,0 -4,8 -5,0 -4,3 -0,7 -1,2 0,2 -0,2 -2,0 -2,5 -1,3 -2,0 -1,2 0,3 -0,5 

SEM 1,4 1,8 1,4 1,4 2,1 2,0 2,0 1,8 2,0 1,5 2,5 1,8 1,8 1,7 1,9 

n 20 20 15 15 9 9 9 9 5 5 5 5 5 5 5 

 

Pas de différences significatives entre les groupes. 
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Tableau XII : Surfaces de lésions moyennes (mm²) des souris après exposition au CEES, traitées 

avec l’ASODN, l’ACT1 et le Pluronic® F-127 

  J0 J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 

CEES 

Moyenne 0,0 0,9 13,9 38,8 32,9 29,4 23,9 21,5 19,7 10,8 9,8 

SEM 0,0 0,5 3,8 3,2 2,6 1,6 2,2 2,0 1,2 1,7 1,7 

n 23,0 23,0 18,0 18,0 5,0 13,0 8,0 8,0 8,0 5,0 8,0 

CEES 

Pluronic 

Moyenne 0,0 3,6 27,8 43,3 35,1 27,1 24,2 22,1 19,2 10,8 7,9 

SEM 0,0 1,8 4,1 3,3 2,5 1,9 1,5 1,3 2,0 2,2 2,1 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 4,0 4,0 4,0 

CEES 

ACT1 

Moyenne 0,0 2,0 19,6 41,7 31,4 27,0 24,1 21,7 18,7 11,0 7,8 

SEM 0,0 1,0 3,7 3,6 2,4 1,8 1,1 1,5 1,2 1,6 1,8 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

CEES 

ASODN 

Moyenne 0,0 0,9 21,7 41,6 35,8 29,0 27,4 25,5 21,4 11,3 7,1 

SEM 0,0 0,5 3,8 2,2 2,7 2,7 1,7 2,4 1,9 1,4 1,1 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

 
Comparaisons CEES vs CEES Pluronic : ****p<0,0001 ; CEES vs CEES ASODN : §p<0,5 ; 

CEES Pluronic vs CEES ACT1 : #p<0,05. 
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Tableau XIII : ITA (°) moyens après exposition des souris au CEES, traitées avec l’ASODN, l’ACT1 

et le Pluronic® F-127 

  J0 J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 

CEES 

Moyenne 89,6 86,6 40,3 -34,1 -53,1 -48,9 -43,4 -49,8 -38,0 -2,3 -3,8 

SEM 0,2 3,2 13,3 8,1 3,8 3,9 5,2 7,4 5,5 19,0 13,1 

n 23,0 23,0 18,0 18,0 5,0 13,0 8,0 8,0 8,0 5,0 8,0 

CEES 

Pluronic 

Moyenne 89,7 75,8 -21,1 -54,1 -55,2 -58,9 -54,5 -53,1 -51,4 -5,4 0,7 

SEM 0,2 9,5 15,8 6,8 4,6 3,8 6,5 7,5 7,0 22,3 19,3 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 4,0 4,0 4,0 

CEES 

ACT1 

Moyenne 89,7 80,0 13,4 -48,2 -49,8 -52,8 -59,9 -56,4 -51,6 -14,6 7,1 

SEM 0,4 8,7 16,0 9,8 8,8 4,0 7,0 4,8 6,9 11,7 17,3 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

CEES 

ASODN 

Moyenne 89,7 86,5 -4,8 -57,3 -62,9 -59,3 -66,9 -56,8 -49,0 -22,9 -2,2 

SEM 0,1 3,3 15,9 3,6 2,7 3,6 5,8 8,4 7,2 7,4 17,0 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

 
Comparaisons CEES vs CEES Pluronic : ****p<0,0001 ; CEES vs CEES ASODN : §§§p<0,001 ; 

CEES Pluronic vs CEES : ACT1 #p<0,05 
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Tableau XIV : PIE moyenne (g/m²h) après exposition des souris au CEES, traitées avec l’ASODN, 

l’ACT1 et le Pluronic® F-127 

  J0 J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 

CEES 

Moyenne 10,6 18,4 82,8 133,7 116,7 104,0 92,4 95,4 95,0 63,7 80,9 

SEM 0,5 3,7 11,5 4,4 4,0 5,4 6,8 4,3 4,7 9,4 12,6 

n 23,0 23,0 18,0 18,0 5,0 13,0 8,0 8,0 8,0 5,0 8,0 

CEES 

Pluronic 

Moyenne 11,0 35,3 118,9 133,8 117,8 109,5 108,0 103,7 96,0 68,3 50,6 

SEM 0,5 9,4 7,9 3,2 3,7 3,7 3,5 4,8 5,1 10,2 11,5 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 4,0 4,0 4,0 

CEES 

ACT1 

Moyenne 10,7 32,0 104,2 128,5 120,7 106,0 100,8 93,8 90,3 69,7 62,6 

SEM 0,5 7,3 9,8 7,6 4,6 3,9 4,2 4,3 4,1 13,0 11,8 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

CEES 

ASODN 

Moyenne 11,0 26,9 115,7 138,8 119,0 111,6 112,2 93,8 92,6 72,4 52,6 

SEM 0,6 6,4 10,1 2,5 3,8 3,7 3,5 4,4 6,6 14,7 11,6 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

 

Comparaisons CEES vs CEES Pluronic : ***p<0,001 ; CEES vs CEES ASODN : §§§p<0,001. 
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Tableau XV : Hydratation cutanée (HC) moyenne (u.a.) après exposition des souris au CEES, 

traitées avec l’ASODN, l’ACT1 et le Pluronic® F-127 

  
J0 J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 

CEES Moyenne 41,4 24,6 11,2 4,5 0,5 0,4 0,8 0,0 0,0 0,0 0,6 

SEM 1,2 2,5 2,8 1,6 0,6 0,6 1,1 0,0 0,0 0,0 0,8 

n 32,0 32,0 24,0 23,0 12,0 16,0 8,0 8,0 8,0 4,0 8,0 

CEES 

Pluronic 

Moyenne 42,0 31,5 9,9 1,6 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 2,9 3,8 

SEM 0,8 1,8 3,3 1,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 2,7 3,9 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 4,0 4,0 4,0 

CEES 

ACT1 

Moyenne 40,7 30,1 16,6 1,5 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 2,0 3,2 

SEM 1,4 2,6 3,3 1,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 1,9 2,6 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

CEES 

ASODN 

Moyenne 41,1 31,2 13,3 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 3,5 

SEM 1,6 2,0 3,6 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 3,2 

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 

 

Comparaison CEES vs CEES Pluronic : **p<0,01. 

 

 

Tableau XVI : Score combiné lésionnel moyen après exposition des souris au CEES, traitées avec 

l’ASODN, l’ACT1 et le Pluronic® F-127 

 J0 J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14 

CEES 1,83 8,36 45,25 91,94 90,35 85 78,56 78,75 75,66 58,14 58,11 

CEES 

Pluronic 
0 15,79 76,33 99,14 92,23 86,36 83,68 81,29 77,76 57,84 50,99 

CEES 

ACT1 
0,78 14,28 58,61 96,19 89,66 84,66 83,1 79,62 76,35 60,26 52,62 

CEES 

ASODN 
0,54 10,9 67,18 100 94,2 88,06 88,47 81,99 77,99 62,9 51,6 
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Annexe IX : Article de Gilardoni et al., 2021 

 

Article Evidence for the systemic diffusion of (2-chloroethyl)-ethyl-sulfide, a sulfur 

mustard analog, and its deleterious effects in brain par Marie Gilardoni, Daniel Léonço, 

Fanny Caffin, Fanny Gros-Désormeaux, Camille Eldin, David Béal, Sadia Ouzia, Christophe 

Junot, François Fenaille, Christophe Piérard, Thierry Douki, Toxicology 462 (2021) 152950. 
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Annexe X : Article de Roser et al., 2021 

 

Article Glutathione conjugates of the mercapturic acid pathway and guanine adduct as 

biomarkers of exposure to CEES, a sulfur mustard analog de Marie Roser, David Béal, 

Camille Eldin, Leslie Gudimard, Fanny Caffin, Fanny Gros-Désormeaux, Daniel Léonço, François 

Fenaille, Christophe Junot, Christophe Piérard & Thierry Douki, Analytical and Bioanalytical 

Chemistry, volume 413, (2021) pages1337–1351 
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Annexe XI : Valorisation et formations 

 

Publications internationales 

• Gros-Désormeaux F, Béracochéa D, Dorandeu F, Piérard C. Cognitive and emotional 

impairments after cutaneous intoxication by CEES (a sulfur mustard analog) in mice. 

Toxicol Lett, 2018 Sep 1; 293:73-76.  

• Gros-Désormeaux F, Caffin F, Baccus B, Piérard C. Therapeutic perspectives for the 

prevention and treatment of skin lesions and sequelae induced by sulfur mustard, 

International Review of the Armed Forces Medical Services, mars 2022, 95/1, p38-51 

• Gros-Désormeaux F, Caffin F, Igert A, Guatto N, Piérard C. Is CEES a good analog of 

sulfur mustard? Macroscopic aspect, histology, and molecular biology comparisons 

between sulfur mustard and CEES-induced skin lesions », Tox Lett, Volume 361, 15 May 

2022, Pages 21-28. 

• Roser M, Béal D, Eldin C, Gudimard L, Caffin F, Gros-Désormeaux F, Léonço D, Fenaille 

F, Junot C, Piérard C, Douki T. Glutathione conjugates of the mercapturic acid pathway 

and guanine adduct as biomarkers of exposure to CEES, a sulfur mustard analog. Anal 

Bioanal Chem, 2021, 413: 1337-51 

• 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 analog, and its deleterious effects in brain, Toxicology 

462, 2021, 152950 

 

Publication nationale : 

• Gros-Désormeaux F. Diversité et propriétés des principales armes chimiques utilisées 

lors de la 1ère guerre mondiale. Médecine et Armées, 2017, 45, 1, 041-046, 
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Communications orales : 

• Gros-Désormeaux Fanny, Centenaire des « Premières attaques chimiques 1915-1918 

de la surprise à la riposte », colloque du 23 septembre 2015, Val de Grâce, Paris.   

• Gros-Désormeaux Fanny, Jaffré Nina, Piérard Christophe, A relevant model of sulfur 

mustard skin burns: the saturated-vapor caps of CEES, mai 2018, Congrès Bioscience 

Baltimore.  

• Gros-Désormeaux Fanny : Journée des doctorants IRBA janvier 2020  

• Gros-Désormeaux Fanny : Journée des doctorants IRBA janvier 2021 

• Gros-Désormeaux Fanny : Journée des doctorants IRBA janvier 2022 

 

Communications affichées : 

• Gros-Désormeaux Fanny, Jaffré Nina, Piérard Christophe. A relevant model of sulfur 

mustard skin burns: the saturated-vapor caps of CEES, mai 2018, Congrès Bioscience 

Baltimore.  

• Gros-Désormeaux Fanny, Caffin Fanny, Béracochéa Daniel, Piérard Christophe. 

Cognitive and emotional impairments induced by CEES after cutaneous intoxication in 

mice, 17th Medical Chemical defense Conference, mars 2019, Munich.  

• Gros-Désormeaux Fanny, CaffIn Fanny, Knoertzer Julie, Piérard Christophe. 

Improvement of a model of SM skin burns: the CEES gel vapor cap method, mai 2019, 

congrès CBRNe Nantes.  

• Gros-Désormeaux Fanny, Caffin Fanny, Béracoché  a Daniel, Piérard Christophe. 

Cognitive and emotional impairments induced by CEES after cutaneous intoxication in 

mice, mai 2019, congrès CBRNe Nantes.  

• Leonço Daniel, Gros-Désormeaux Fanny, Caffin Fanny, Modeste Fabrice, Piérard 

Christophe, Roser Marie, Douki Thierry, Fenaille François, Junot Christophe. 

Development of a global untargeted metabolomics approach for identifying 
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biomarkers of exposure to sulfur mustard in rabbit tears, mai 2019, congrès CBRNe 

Nantes.  

• Gros-Désormeaux Fanny, Caffin Fanny, Igert Alexandre, Piérard Christophe. Sulfur 

Mustard exposure: skin and eye animal models for countermeasure and biomarker 

researches. Sept 2021, congrès Eurotox Copenhague, Tox Lett, Volume 350, 

Supplement, p83 

• Gros-Désormeaux Fanny, Caffin Fanny, Igert Alexandre, Guatto Nathalie, Piérard 

Christophe. Is CEES a good analog of Sulfur Mustard? Comparison of SM and CEES-

induced skin lesions regarding macroscopic aspects, histology and molecular biology, 

mai 2022, congrès CBRNe Lille. 

• Caffin Fanny, Gros-Désormeaux Fanny, Kang Clara-Lou, Dumas-Croset Clémence, Igert 

Alexandre, Navarre Eléana, Piérard Christophe. Sulfur Mustard induced ocular injuries: 

Pathophysiology study in rabbit model, mai 2022, congrès CBRNe Lille.  

 

Formations : 

 2017 : Formation chirurgie expérimentale ; CNRS, Marseille 

 2017-2018 : DU NRBCe module chimique ; Sorbonne Université et Ecole du Val de 

Grâce, Paris 

 2018 : Conduite de projet ; CFMD Paris 

 2019 : Formation au logiciel ImageJ/Fiji ; IRBA, Brétigny-Sur-Orge 

 2019 : Formation « plaie et cicatrisation : prise en charge paramédicale » ; Hôpital 

d’Instruction des Armées Bégin, Paris 
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