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Résumé : L'ypérite, ou gaz moutarde (HD), est un agent chimique de
guerre vésicant utilisé pour la premiére fois en 1917. L'ypérite affecte de
nombreux organes dont les yeux, les poumons et la peau sur laquelle elle
induit des phlyctenes caractéristiques de son intoxication. De plus,
plusieurs publications décrivent des effets psychiques chez des victimes
ayant été exposées a l'ypérite. Son utilisation est prohibée par la
Convention sur [l'Interdiction des Armes Chimiques (CIAC). Elle est
uniquement possible a des fins de recherche, dans des laboratoires
habilités, dont I'Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA). De
ce fait, de nombreux laboratoires sont contraints de substituer I'ypérite par
des analogues tels que le 2-chloroéthyl-éthylsulfide (CEES), tres proche
structurellement. Cette theése comporte deux parties en lien avec |'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 Iésions semblables a celles provoquées par I'ypérite.
Nous avons ensuite comparé plusieurs parameétres physiologiques et
cutanés (taille des lésions, perte insensible en eau, hydratation, couleur) et
effectué des analyses d'histologie et de biologie moléculaire a partir de
biopsies de peau. Les résultats ont montré que le CEES et |'ypérite
induisent tous deux des nécroses profondes. Cependant, le stade
nécrotique a été atteint plus rapidement avec I'ypérite qu'avec le CEES (J1
vs J3 post-exposition). De plus, I'intensité des lésions induites par |'ypérite
était plus forte notamment en termes d'inflammation. Malgré cela, les
lésions induites avec les deux agents ont abouti a 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 a la chronicité des lésions. Le CEES semble donc étre un
analogue pertinent de I'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 a I'aide d'un ARN antisens anti Cx-
43 et du peptide ACT1. Ces deux molécules candidates ont été appliquées
quotidiennement par voie topique, jusqu'a 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/BI6) au CEES pur ou dilué ainsi qu'a de I'acide
chlorhydrique (témoin brilure). Les performances cognitives et le statut
émotionnel des souris ont ensuite été évalués grace a des tests
comportementaux standardisés réalisés jusqu'a 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. Parallélement, 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 étre 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 hypothése.

Nos travaux de thése ont donc permis de mettre au point un modele
d'exposition aux vapeurs de CEES et d'évaluer la pertinence et I'intérét du
CEES en tant qu'analogue de I'ypérite. En conclusion, nos résultats ouvrent
de nouvelles perspectives de recherches sur les effets physiopathalogiques
de I'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/BI6J 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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Abréviations

ACT1 : Alpha-connexin carboxyl terminal

ACTH : Adrenocorticotropic hormone

ADN : Acide désoxyribonucléique

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
ANP : Appareil Normal de Protection

APAC : Appareil Portatif de Contrdle de Contamination a 4 Canaux
ARN : Acide ribonucléique

ASODN : oligonucleotide antisens

BAL : British Anti-Lewisite

CEA : Commissariat a I'Energie Atomique et aux énergies alternatives
CEES : 2-chloroethyle ethyle sulfide

CIAC : Convention sur I'Interdiction des Armes Chimiques

CRH : Corticotropin releasing hormone

CT : Domaine C terminal

Ct : Cycle threshold

Cx : Connexine

Cys-CEES : Cysteine-CEES

DAM : Diacétyl mono-oxime

DAB : 3,3'-Diaminobenzidine

DDGel : Dermal Decontamination Gel

DGA : Direction générale de I'Armement

DL50 : Dose Létale 50

DO : Densité Optique

DMSA : Acide meso-2,3-dimercaptosuccinique

DMPS : Acide 2,3-dimercapto-1-propanesulfonique

ERO : espéces réactives de I'oxygene
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EPI : Equipements de Protection Individuels

FAAH : Fatty acid amide hydrolase

FC : Fold change

GSH : Glutathion

GSH-CEES : Gluthathion-CEES

HC : Hydratation Cutanée

HD : Ypérite

HETE-N3Ade : N3-hydroxyéthylthioéthyl-adénine
HETE-N7Gua : N7-hydroxyéthylthioéthylguanine

HETE-Val : adduit au N terminal de la valine de I'hémoglobine
HG : Housekeeping gene

HRP : Horseradish peroxidase

i.p. : Intrapéritonéale

IL : Interleukines

INCIA : Institut des Neurosciences Cognitives et Intégratives d’Aquitaine
INSUPE : Installation unique a petite échelle

IRBA : Institut de Recherche Biomédicale des Armées

ITA : Individual Topology Angle

ITI : Intervalle inter-essais

KBDO : 2,3 butanedione mono-oximate de potassium

LC-MS : Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse

LC-HRMS : Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse a haute
résolution

MAGUK : Membrane-Associated Guanylate Kinases (Guanylates kinases associées a la
membrane)

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

MMP : métalloprotéases matricielles

MSMTESE : 1-methyl-sulfinyl-2-[(methylthio)ethyl-sulfonyl]lethane
NAC : N-acétylcystéine

NAC-CEES : N-acétylcystéine-CEES
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NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

NFkB : Nuclear factor-kappa B

OIAC : Organisation pour I'Interdiction des Armes Chimiques
PARP : Poly(ADP-ribose) polymérase

PBS : Phosphate Buffer Saline

PIE : Perte Insensible en Eau

PFA : Paraformaldéhyde

PKA et PKC : Protéines kinases A et C

PP2A : Protéine phosphatase 2A

PTSD : Trouble de stress post-traumatique

RIN : RNA Integrity Number

RMN HR-MAS : Résonance Magnétique Nucléaire High Resolution-Magic Angle Spinning
RSDL : Reactive Skin Decontamination Lotion

RT-qPCR : Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction (réaction en chaine
par polymérase quantitative a 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 : Modele Sériel, Parallele et Indépendant
TDG : Thiodiglycol

TE Buffer : Tris EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid)
TGF-B1 : Transforming Growth Factor-31

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha

UHPLC-MS/MS : Chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a la
spectrométrie de masse en tandem

ZO- : Zonula Occludens
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|. INTRODUCTION

l.1. Les armes chimiques

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

premiere guerre mondiale

L'article intitulé « Diversité et propriétés des principales armes chimiques utilisées
lors de la premiére guerre mondiale », de Gros-Désormeaux F., Médecine et armées, 2017,
45, 1, 041-046, retrace l'utilisation des armes chimiques lors de la premiere guerre mondiale

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

La premiere guerre mondiale fut marquée par l'utilisation massive d'armes chimiques.
La premiere arme chimique utilisée fut le dichlore en avril 1915, a Langemark en Belgique.
Sous l'impulsion du chimiste allemand Fritz Jacob Haber, directeur du Kaiser Wilhelm Institute
de physico-chimie a 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 succomberent principalement d'cedéeme aigu du
poumon (1). Cette premiere attaque fut le début de |'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 étre classés selon leurs effets recherchés en deux catégories :

- Les agents incapacitants

- Les agents letaux
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Parmi les agents incapacitants, on distingue les irritants lacrymogenes 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 |étaux

(2).

Une description de ces armes chimiques est présentée dans I'article ci-apreés.
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Diversité et propriétés des principales armes chimiques
utilisées lors de la Premiére Guerre mondiale

F. Gros-Désormeaux

Résumeé

La Premiére Guerre mondiale fut le théitre de la premiire utilisation d’armes chimiques avec une visée de destruction
de masse. Auparavant, les bellipérants utilisaient des lacrymogenes pour le maintien de 'ordre. Les Allemands, malgré
la signature de la convention de La Haye en 1399, mirent en ceuvre la premiére arme chimique & visée de destruction de
masse, le chlore, en Belgique prés d Ypres en 1915, 11 5" ensuivit une course dans le développement, d'une part d"armes
chimigues de plus en plus destrucirices telles que le phosgine et U'ypérite et d antre part d’équipements de protection de
plus en plus performants. Ainsi, une grande diversité d’armes chimiques a été utilisée lors du premier conflit mondial.
Ces armes a fort impact psychologique se sont surtout révélées étre des movens de harcélement et d usure de | ennemi.
Cet article s"attache & présenter la diversité et les propriétés des principales armes chimigues utilisées lors de la Premitre
CGuerre mondiale. Bien que de nombreuses associations entre ces divers composés aient éié réalisées, cet article présentera
les agents de facon indépendante.

Mots-clés . Armes chimiques. Lacrymogenes. Premigre Guerre mondiale. Suffocants. Vésicants.

Abstract
DIVERSITY AND MAIN PROPERTIES OF THE CHEMICGAL WEAPONS USED DURING WORLD WAR L

The “Great War" was when chemical warfare agents were first used for mass destruction. Previously, the belligerents would
use tear gas (lachrymators), or chemical agents for riot control. The Germans used the first chemical weapon of mass
destruction, chlorine, in 1915 near leper {Belgium), despite the signature of the Hague Convention in 18949, Then followed a
race to develop even more destmictive chemical weapons, such as phosgene and sulphur mustard, and more effective protective
equipment. Many different toxic compounds were used during the Great War. These weapons with a high psychological
impact have mostly proved to be means of harassment and attrition of the enemy. This article will focus on the diversity
and the properties of the main chemical warfare agents used during the Great War. Although many associations between

these various compounds have been used, this article will present these agents independently.

Keywords : Chemical weapons. Lachrymators. First World War. Lung damaging apents. Vesicants.

Introduction

Deés octobre 1914, e front occidental étant stabilisé,
les Allemands ont cherché un moyen de réaliser une
percée. Malgré la convention de La Haye de 1899
interdisant 'emploi de gaz asphyxiants ou délétéres et
dont I’ Allemagne était signataire, le chimiste allemand
Fritz Jacob Haber propose de diffuser un gaz suffocant,
le dichlore (ou Bertholite selon "appellation francaise
historique) (1). Celui-ci étant plus dense que 1'air
(d = 2.5), des nappes dérivantes peuvent éire poussées
par le vent jusqu’aux lignes ennemies. Cette premiére
attaque par toxique chimique a été le début d'une
escalade dans le développement d armes chimigues.

F. CROS-DESORMEALTX, pharmacien des ammeées.
Correspondance: Madame e pharmacien des armees F. CROS-DESORMEALX,
Institst de recherche binmedicals des armees, département de Toxiologie et risgues
chimigues, BF 72 - §1223 Bretigny-Sur-Orge Cedex.
E-muil - fanny. grosdesormeaur@intradef gou fr

medecine ot armees, HHT, 46, 1, M41-45

De trés nombreux composés ont ainsi été synthétisés et
utilisés entre 1915 et 1918.

Ces composés chimiques peuvent étre classés en deux
catégories selon les effets recherchés : les agents létaux
et les agents incapacitants. Parmi les agents létaux se
trouvent les suffocants, les vésicants et les toxiques
généraux, tandis que les irritants lacrymogénes et les
irritants sternutatoires appartiennent a la catégorie des
agents incapacitants.

Les agents létaux

| es suffocants fvoir Renard, et al. dans ce numéro)

Chilore, dichlore ou bertholite Cl;

Le dichlore a été découvert en 1774 par Carl Wilhelm
Scheele mais ce n'est qu'en 1810 que Humphry Davy

4
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lui attribue le nom de chlore. Ce composé est tres réactif
et posside une forte capacité doxydation.

L’ attaque au dichlore du 22 avril 1915 4 Langemarck
pris de Y pres en Belgique a surpris les TmuEEs allides,
puisque cela était la premigre utilisation d'un agent
chimigue 1étal (voir Delacour et al. dans ce numéra).
Leffet toxtque du dichlore {asphyxie. irritation des yeux
et des voles respiratoires principalement) a été immeédiat
(1, 2). La cause principale de létalité au dichlore est
[cedime pulmonaire secondaire (3). Eneffet, le dichlore
est un agent suffocant entrainant une sensation de
brilure au niveau de la gorge. une toux SEEasmudique et
suffocante ainsi que d’épaisses mucosités hémoptoigues.
Celles-ci participent au phénoméne de suffocation
Eély?ue I'organisme tente vainement de les expulser.

plus. les cordes vocales sont atteintes ce qui empéche
I'intoxiqué de communiquer. Les lésions au chlore sont
souvent profondes et laissent des séquelles méme aprés
guérison (4, 5).

Des m-né,'nns de protection d’abord trés rudimentaires,
tels que des chiffons imprégnds d'urlne, recouvrant
les voles respiratoires ont été utilisés rapidement sur
le champ de bataille. Ces chiffons ont trés vite 6té
remplacés par des tampons contenant une solution
d’hyposulfite et de carbonate de soude rendant ainsi
le dichlore inefficace (1. 2). Le dichlore a donc été
remplacé au profit dautres composés passant a travers
les premiers masgues de protection développés.

Pho=sgéne COCI:

Apris le dichlore, le phosgéne (synthétisé pour la
[:u'emiére fois en 1812 par John Davy) a été utilisé par
o5 Allemands en 1913 (6, 7) mais les Francais ont été
les premiers a charger le phosgene dans des obus en
1916 (5).

Lephl:ﬁﬁémesluna nt plus perniciews que le dichlore
en raison d 'une période d apparente rémission allant de
6 10 h aprés la premidre phase symptomatique, puls
I'cediéme pulmonaire est déclars. Lors des intoxications
afaibles doses, la premiére phase de |"intoxication peut
ttre asymptomatique, les symptomes n’apparalssant
qu'aprés une latence pouvant aller jusqu'a plusieurs
jours (5, 8, 9). De plus, le phosgéne étant incolore et
moins odorant que le dichlore, les soldats mettent plus
de temps a se rendre compie de leur intoxication.

A noter que des mélanges dichlore-phosgéne ont
également été utilisés lors de la Premikgre Guerre
mondiale (10).

Chloropicrine CNOCl;

Les Russes ont été les premiers a utiliser ce
composé en 1916 sous forme de mélange avec du
chlorure de sulfuryle ou du chlore. La chloropicrine
est un dérivé du chloroforme trés volatil, persistant et
lacrymogéne. Les symptomes d'une intoxication a la
chloropicrine sont proches de ceux du phosgéne, i la
différence que de nombreux vomissements ainsi qu’une
méthémoglobinémie sont associés (5).

La chloropicrine est lpophile, contrairement au
phosgéne et au dichlore, ce qui lui permet de pénétrer
dans 1'organisme par d’autres voies que la vole

4z

respiratoire. telle que la voie percutande (5, 11). De plus,
elle posside | avantage de passer 4 travers les masques
de "épogue fabriqués & 'alde de tampons imprégnés
(1). De nouveaux masques contenant du charbon actif
retenant 1a chloropicrine, furent mis en place pour s"en
protéger.

Dwrant 1a Premiere Guerre mondiale, la chloropicrine
a été tros peu utilisée i 1 état pur. elle fut principalement
employée avec d'autres toxiques (5).

Les vésicants

Le 12 juillet 1917, un nouveau type d'agent létal est
introduit dans le conflit: les vésicants, avec pour chef
de file la moutarde au soufre (ypérite) qul présente
I'intérot, pour |'agresseur, d’agir non seulement par la
voie respiratolre, mals également par 1a voie cutanée. De
plus, la moutarde au soufre passe a travers de nombreux
matériaux. dont les tissus utilisés pour confectionner les
uniformes de 1'époque (1, 5, 11).

L'ypérite ou moutarde au soufre (CIC.H).5

Durant [a Premiére Guerre mondiale, de nombreuses
variétés et mélanges de moutardes au soufre ont éé
employes.

L'ypérite, ou sulfure de 2,2-dichlorodiéthyle, tient
son nom de la ville d™Ypres en Belgique a proximité
de laquelle elle a 6té utilisée pour la premiére fois dans
le conflit le 12 juillet 1917 (voir Dorandew, et al. dans
0 NUmErn).

L'ypérite est insidieuse car elle pénetre de trés
nombreux matériaux et la peau en guelques minutes
seulement, mais les effets ne se font ressentir qu’aprs
un temps de latence de plusieurs heures (12). De plus,
I"ypérite est persistante puisqu’elle résiste i 'eau et
reste active durant de nombreuses années (5). Les sols
et surfaces restent donc contaminés durant de longues
périodes et I"ypérite contenue dans des obus n’ayant pas
explosé reste active. Les obus allemands contenant de
I'ypérite étatent marqueés d une crolx jaune.

L'ypérite provogue des lésions cutandes, oculaires
et également pulmonaires sulte & son inhalation. La
cicatrisation des bralures & 1"ypérite est trés lente et
laisse des séquelles la plupart du temps (10). De plus,
en raison de ses effets de type radiomimétique., le blessé
ypérité doit done étre considéré et pris en charge comme
un bralé immunodéprimé (9, 13, 14). ce qui concourt
a rendre la prise en charge médicale délicate, surtout a

I époque.

Arsines vésicantes: dichlorure d'éthylarsine
(C;HzAsSCIl;) et dichlorure de phénylarsine
(CeHsASCly)

Le dichlorure d’éthylarsine a été utilisé pour la
premiére fois en mars 1918, tandis que le dichlorure
de phénylarsine 1'a été dés novembre 1917, A "état
liquide, ces arsines sternutatoires possédent également
des propriétés vésicantes (voir Renard, et al. dans ce
numérn). Le dichlorure de phénylarsine posséde de
plus des propriétés émétisantes (11). A la différence
de I'ypérite, les phlycténes guérissent rapidement

1. gros-désomaats

21



sans complications. Les obus allemands contenant du
dichlorure d’éthylarsine étaient marqués d une croix
jaune, comme pour ["ypérite, en raison de sa propriété
vésicante, mais comme cet agent éait surtout utilisé
dans le méme plan de tirs que les suffocants, il a éé
chargé dans des obus croix vertes 3 (5, 11).

L es toxigues généraux

Acide cyanhydrique HCN

C'est le chimiste suédois Scheele qui a tsolé I"acide
cyanhydrique a I'état pur en 1T83. Son mécanisme
d action toxigque repose sur 1" inhibition de la cytochrome
oxydase mitochondriale par lHaison avec le fer, inhibant
ainst 1a respiration cellulaire (7). Les cellules du systbme
nervewx central sont les plus sensibles i cette anoxie.
L'action toxique de ce composé est trés rapide et sa
gravité dépend de la quantité a laguelle le sujet est
exposé et donc du taux d'inhibition de la respiration
cellulaire. Le déces survient en quelques minutes selon
la concentration dexposition (5, 8).

Ce toxique est peu persistant mais pénitre de trés
nombreuses surfaces telles que les textiles et divers
matériawy, que ce soit sous sa forme liquide ou gazeuse.
Ce sont les Francais qui, durant la %mmibre Guerre
mondiale, ont les premiers exploités ce composé a des
fins militaires. Sa premiére utilisation a eu lieu sur
le front de la Somme en juillet 1916 (5, 15). L acide
cvanhi,'drlque a été utilisé sous forme de mélange avec
du chlorure d arsenic, du tétrachlorure d'étain et du
chloroforme afin de "alourdir et de rendre le nuage
visible. Ce mélange portait le nom de Vincennite. Un
autre mélange avec du trichlorure d arsenic a également
été employe sous le nom de Manganite. Cetie association
avait pour but de ralentir la décomposition de 1"acide
cyanhydrique et d’empecher son inflammation lors de
I"explosion des obus (3).

L'intéret militaire de cet agent est d'agir trés
rapidement. Cependant, pour 8tre efficace, ce composé
doit étre rapidement dispersé a de fortes concentrations.
Lacide cyanhydrique a donc été assez vite remplace car,
a I'époque, il était techniquement difficile d atteindre
Ia concentration efficace, notamment en raison de
I'inflammabilité du composé déja mentionnée. De plus,
des masques retenant ces composés ont éé rapidement
mis au point (8).

Chlomure de cyanogéne CNCI

Le chlorure de cyanogéne est un toxigque géndral ayant
une densité de vapeur (2, 13) supérieure a celle de ["acide
cyanhydrique mais inférieure i celle du phosgéne (5, ).
Cot agent agit également sur la cytochrome oxydase en
inhibant la respiration cellulatre. Il possbde de plus des
propriétés suffocantes et lacrymogéenes. Adnsi, ses effets
sont proches de ceux de |'acide cyanhydrique combing
au phosgene (6).

11 a 6té parfois wiilisé en mélange avec du trichlorure
d'arsenic pour des raisons de stabilité. Ce mélange,
nommé vitryte, avalt pour but de remplacer [a vincennite
qui était peu efficace (5).

Bromure de cyanogéne CNBr
Le bromure de cyanogbne a été uniquement utilisé par

les Autrichiens, seul ou en mélange avec du benzbne et
e 1a bromacétone. Cet agent est pFus toxique que | acide

cyanhydrique (3).
Les agents incapacitants

[ es iitants lacrymogénes

Les lacrymopenes ont été utilisés dés le début de
la guerre, mals a partir de 1915 leur utilisation s'est
intensifiée, notamment parce gue les masques de
|"époque n'offraient pas de protection satisfaisante.
L'effet incapacitant des lacrymogines a été recherché,
plutot que leur effet Iétal.

Une grande diversité dirritants lacrymogines a ainsi
été utilisée lors de la Premibre Guerre mondiale, Leur
action toxique se traduit par une irritation localisée
des mugueuses de U'ell et des voles respiratoires. A
I'exception de |'acroléine, les composés testés et utilisés
a I"époque sont halogénés. Un classement des atomes
d'halogéne peut étre réalisé selon le depgré d’intensité
de 1'irritation: jode = brome = chlore > fluor. On
distingue ainsi deux catégories : les cétones halogénées
aliphatiques et aromatiques ainsi que les aromatiques
azotés halogénés (5).

Bromaceétate d'ethyle CH;BrCO-CaoHs
Le bromoacétate d"éthyle a été utilisé dis 1914 par les
Francais (15), composé bien connu et maftrisé puisqu'il

était auparavant utilisé, notamment par la police, dans
des grenades 4 main des 1912.

Chloracétone CHsCOCH:CI

La chloracétone a remplacé le bromacétate déthyle
dis avril 1915 en raison de la pénurie en brome. Elle
était charpée dans les grenades and (11).

Bromacétone BrCH,COCH,

La bromacétone, surnommée B-5toff, a été utilisée
dis 1915 par les Allemands, soit pure, soit en mélange,
notamment avec le bromure de xylyle, moins volatil
(T-5toff vert). Les Francais |'ont utilisée en 1916 mais
sous forme de mélange avec d autres dérives (5). La
bromacétone imprégne les tissus, de sorte que la vicime
soustraite de la zone contaminge peut encore inhaler les
vapeurs dégapées par ses vetements (11).

Chlorure de benzyle CgHsCOCHCl, de wylyle
CH;CgH,CH,Cl et de cacodyle (CH;),ASCI

Le chlorure de benzyle a été rapidement remplacé
car il a I'inconvénient d’étre peu volatil. De ce fait, il
devalt étre %ulvérlsé et dispersé par de petites charges
explosives. De plus, la durde d’action de cet agent était
faible.

Bromure de benzyle CgH;CH.Er et bromure de
®ylyle CHzCgH.CHzBr

Le bromure de benzyle a 6té rapidement remplacé
par le bromure de xylyle car le toluéne nécessalre a sa
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synthése était tris utilisé, notamment pour la fabrication
d explosifs nitrés. Jusqu'il ya pew, ce liquide a 6ié utilise
par les armées francaises pour 1'entrainement au port
du masque de protection respiratoire dans les salles
d’atmosphire viciée.

Comme déja mentionné, le bromure de xylyle est
connu sous le nom de T-5toff chez les Allemands, le
« T = faisant référence au chimiste Tappen qui a proposé
son emploi. Ce toxique, tris peu létal, (concentration
létale = 6000 mg/m7), est facilement retenu par le
charbon actf. Il dégage une odeur de lilas ce qui le rend
détectable. Par ailleurs, sa volatilité diminue fortement
avec la température (de 600 mg/m® 3 20 "C a 140 mg/m®
a4 0°7°C), ce qui a conduit les Allemands 2 le remplacer
par la bromacétone par temps froid (5, 11).

lodure de benzyle CgH:CH,l et de xylyle
CH3CgH,CHzl

L'iodure de xylyle est un lacrymogéne puissant qui
a été utilisé par les Francais en 1915 en opposition au
bromure de xylyle et au bromure de ben Iie employés
par les Allemands (ils détenaient en effet le quasi-
monopole du brome).

lodacétate d'éthyle ICH,COOCH; et de méthyle
ICH2CO0OCHS

L'iodacétate d'éthyle était le plus souvent dilué dans
de I"alcool ou en mélange aver la chloropicrine.

Acroléine ou papite CH:CHCOH

L'acroléine, également appelée papite, du nom de
Lepape qui a travaillé sur ses usages, a été utilisée
les Francais en remplacement de la chloracétone
en 1916 (11). La particularité de 1'acroléine est que,
contrairement aux principaux lacrymogenes, elle n est
pas halogénéde. Elle est produite par dessiccation de
la glycérine et a été principalement utilisée dans des
nades & main, son mode de dispersion le plus efficace
11). L acroléine est peu létale dans des espaces ouverts,
tandis que dans des espaces clos, la concentration létale
peut otre plus facilement atteinte (50 mg/m?) (3). Son
utilisation était donc surtout destinée a faire sortir
I"'ennemi des tranchées.

Les imitants stermutatoires

Les irritants sternutatoires sont également appelés
« arsines » du fait de leur structure chimigue comprenant
un atome darsenic. Deux groupes chimigques peuvent
eire distingués selon leur sl.%stilutiun : les dérivés de la
énylarsine (aromatiques) et les dérives de "éthylarsine
aliphatiques). Les aromatiques sont liquides,
contrairement aux aliphatiques qui sont sous forme
solide (11). Le but de ces irritants sternutatoires était
de traverser le masque pour exercer leur action irritante
sur ["arbre respiratoire supérieur afin d’empécher le
port du masque (16). Il n'existe pas de traltement
contre ces agents. Toutefols, les concentrations utilisées
militairement n"étaient pas létales, celles-ci ne pouvant
etre atteintes que dans des enceintes confinées.
Les dérivés dichlorure et dibromure d"éthylarsine
possbdent en plus des propriétés vésicantes.
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Chilorure de diphénylarsine (CzHz).AsCl et cyanure
de diphénylarsine (CgHs) 2ASCN

Le chlonure et le cyanure de diphénylarsine, également
appelés respectlveﬁm Clarkpi eL}lI:Iark Ilﬂm des
irritants des mugqueuses respiratolres et oculaires. Des
effets sur le systéme nerveux ont pu étre observes a la
suite de leur inhalation avec des troubles moteurs et
d’équilibre ainsi que des douleurs dans les membres.
Le maximum des effets surviennent de 5 & 10 minutes
aprés 'exposition. Le port du masque devenant
triés vite insupportable, les personnes exposées sont
obligées de 'enlever. Pour cette raison, ces composeés
sont aussi connus comme des « brises-masque ». Le
Clark II. insoluble dans I"eau, a remplacé le Clark I qui
présente 1'inconvénient de se décomposer rapidement
en milieu aquewx, diminuant ainsi son efficacité. Les

effets toxiques du Clark II sont les mémes que ceux du
Clark I (5).

Le chlorure de diphénylaminarsine ou adamsite
HN {CH JLASC

Le chlorure de diphénylaminarsine porte le nom
d'adamsite, en référence a " Américain Adam qui a
revendiqué sa découverte en 1918. Cependant, d'un
point de vue historique, 1" industrie Bayer & Co avait
déja breveté son procédé d’élaboration en 1915 (5).
Son emplot durant la Premibre Guerre mondiale reste
en discussion (16). Seuls les Italiens 1 auraient utilisé
(3). Ses effets toxigues sont semblables a ceux des
Clarks I et II. L'adamsite avait I'avantage par rapport
aux Clark [ et II d’étre plus aisé a synthétiser et a
manipuler et d’étre moins codteux. L adamsite est
resté utilisé par de nombreuses armées occldentales
au cours du XX sibcle.

Conclusion

Malgré la convention de La Haye en 1898, de
nombreuses armes chimigques ont été employées durant
la Premibre Guerre mondiale. Des paz lacrymogénes,
auTamvant utilisés pour le maintien de "ordre, ont été
utilisés les premiers, notamment par les Frangais. La
premiére attagque au dichlore en 1915 a marqué le réel
début de I'emploi darmes chimiques létales. Ces armes
sont devenues de plus en plus performantes, tandis qu’en
paralléle les movens de protection étatent de plus en plus
efficaces. Les champs de bataille sont ainsi devenus le
théatre de tests et de mise au point de nouvelles armes
chimigues.

De nombreux paramétres ont conditionné le choix
des toxiques, notamment leur concentration efficace
ou létale, leur volatilité, leur stabilité, leur capacité a
traverser les protections mises en place par le camp
adverse, leur facilité et leur codt de synthése pour
pouvoir les produire en grandes quantités, leur stabilité,
les moyens de dispersion possibles par obus ou grenades
notamment (12).

Cet article s'est attaché a présenter la diversité des
composés synthétisés et utilisés lors de la Premibre
Guerre mondiale & travers cette liste non exhaustive.

1. gros-ddsomaaLs:
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Tableaws | Récapitulbatil des priocipau agents uiilisés lors de k3 Pramiére Cuerre moadiale (1, 5. §).

Classe Agent Nom de code Diate de premiére utilisation

Chicre Bermolthe 2241816
Suffocants Phosgans Collongite 18121915

Cnloropicrns Anuinita FAn 1918
Sulfura d'eZhyle dichiong Yperie, Gaz moutarde 1271817

vasicants Dichiorure drétmylarsing Dick 41918

Dichionure de phanylarsing Dilck
Acida cyanhydrique Forestibe THa18
Tl gUErs QaneraL Chiomra de cyanopane Mauguinie, CK [GE)
Brofmiura de cyanopans

Bromacatate d'étyle Macatite BHa14

Chiloracstons Tonie 24841918
ACTokineg Papite 1816
Chilorure de benzyle, wytyle, cacodyle Cedenite [Chionres da nirobanzyle)
iritants lacrymoganes Iodure de xytyle, Denzyle Fralssie jodure de benzyle)
Indacitate d'efyle, de mathyle SK (GHE)
Bromurs de benzyie Cyeltte 1515

Bromure da xylyle T-Sioff (alemand) 1815

Bromacedane B@Emﬁm} 71815
Chicrure e diphanyiarsine Clark 1 (allzmand} 1MAAgE
Imitants stemutatoires Cyanure de diphénylarsing Cilark 2 (allamand) 20/5M1918

Ghignura de diphénylaminarsing

Adamslie

Parmi tous ces composés, certains n'ont été cependant
que tris peu utilisés en raison de leur moindre efficacité
sur le terrain ou i cause des équipements de protection
qui se développaient trés rapidement. Les principaux

toxiques font 1"objet d'autres articles de ce numéro

spécial.

L'auteure ne déclare pas de conflit d'intérét
concernant les données présentées dans cet article.
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1.1.1 Historique : les agents vésicants

Dans ce contexte de guerre chimique, la premiére utilisation de I'ypérite eut lieu dans
la nuit du 12 au 13 juillet 1917 a 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'intérét d'exercer une toxicité a la fois sur les systemes
respiratoire et oculaire, et également par voie cutanée. De plus, elle a la faculté de traverser
de tres nombreux matériaux comme le caoutchouc ou le cuir par exemple, utilisés a I'époque

pour les équipements de protection individuels.

L'ypérite fut synthétisée pour la premiere fois en 1822 par le chimiste francais César
Despretz en faisant barboter de I'éthyléne 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 synthese compléte (4, 5).

CI S g

Figure 1: Formule chimique de l'ypérite (sulfure d'éthyle dichloré ou sulfure de
2,2'-dichlorodiéthyle)

SCL, + 2(C,Hy) —> (CICH,CH,),S

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

Il a fallu attendre 1860, pour que l'anglais Frederick Guthrie et I'allemand Albert
Niemann, ayant également synthétisé de I'ypérite, décrivent ses propriétés irritantes. Albert
Niemann décrivit ainsi les premieres 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
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vésicule sévere, qui suppure pendant longtemps et est tres difficile a cicatriser » (6). Niemann
souffrira par la suite d'effets pulmonaires probablement induits par I'ypérite, provoquant une
mort précoce a l'age de 27 ans (5, 7). En 1886, Victor Meyer décrivit sa structure chimique
compléte et produisit de I'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).

K,S + 2CICH,CH,0H — (HOCH,CH,),S + 2KClI

3(HOCH,CH,),S + 2PCl; — 3(CICH,CH,),S + 2H;PO;

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

L'ypérite obtenue par cette réaction dite de Meyer est pure et induit des effets plus
déléteres que I'ypérite obtenue précédemment. Meyer décrivit que méme 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 paupiéeres « collées » par les

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

En 1913, Hans Thacher Clarke remplaga le trichlorure de phosphore par de |'acide

chlorhydrique concentré (Figure 4) (8).

S(CH,CH,0H), + 2HCI — S(CH,CH,CI), + 2H,0

Figure 4 : Synthese de l'ypérite par Clarke en 1913 (8)
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La réaction de Meyer fut utilisée comme procédé de fabrication de I'ypérite par les
Allemands lors de la premiére guerre mondiale. Les alliés, qui n'avaient pas tous les réactifs a
disposition, ont utilisé un autre procédé : le procédé Levinstein consistant a faire réagir de
I'éthylene avec du dichlorure de soufre comme Despretz I'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 I'odeur alliacée de I'ypérite (Figure 5) (9, 10).
Ces impuretés sont la signature chimique de la fabrication de I'ypérite par ce procédé et
permettent ainsi d'identifier le pays I'ayant synthétisée. En 1916, deux chimistes allemands,
Wilhelm Lommel et Wilhelm Steinkopf, ont développé une méthode de production d'ypérite

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

Figure 5 : Deux fioles contenant de l'ypérite a différent degrés de pureté
a) >99.9 %, b) 98.5 % (par analyse en spectroscopie RMN) (7)

Bien que I'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 |étal (2, 14). En effet, le nombre moyen de jours a I'écart
des combats fut de 42. L'utilisation de I'ypérite avait ainsi pour but de désorganiser et
d'affaiblir I'ennemi (15). De plus, I'ypérite est un agent persistant qui résiste a 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 possede un
atome d'arsenic lui conférant une toxicité systémique liée a I'arsenic en plus de ses propriétés
vésicantes. Les lésions apparaissent plus rapidement que I'ypérite et induisent une coloration
grisatre caractéristique autour de la zone de contact. La lewisite a été synthétisée en 1918 par
un capitaine de I'armée américaine W. L. Lewis, a la fin de la premiere guerre mondiale, mais
n'a pas été utilisée, I'armistice ayant été signée auparavant. Le processus de production de la
lewisite génere, 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 possede I'inconvénient de s’hydrolyser rapidement, la rendant inactive lors de temps
pluvieux, humide (13). L'usage de la lewisite par le Japon et 'URSS était principalement en tant
qu’additif de I'ypérite pour augmenter sa volatilité (2) ou abaisser son point de fusion (4). Par
ailleurs, la lewisite perdit son intérét militaire suite a la découverte de son antidote, le BAL
(British Anti-Lewisite) ou dimercaprol. Cet antidote, chélateur des métaux lourds (dont
I'arsenic), développé en 1940 par des biochimistes anglais, agit en protégeant la pyruvate
déshydrogénase et en inversant les effets de I'arsenic sur I'enzyme (18). Cependant, il n'existe
plus de préparation de BAL a usage oculaire ou cutané (13), son seul mode d’administration
est l'injection intramusculaire profonde (19). Les injections, qui sont par ailleurs tres
douloureuses, sont a réaliser avec des seringues en verre, le plus tot possible. La 1% injection
devra étre suivie de 5 autres injections espacées de 4 h, puis 6 injections au 2°™ jour, 4 le 3°™
jour, puis 2 injections par jour pendant 7 a 10 j (19). D'autres chélateurs hydrosolubles utilisés
en clinique pourraient étre utilisés tels que I'acide meso-2,3-dimercaptosuccinique (DMSA) et
I'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 a la lewisite ne permet pas de préjuger de leur efficacité dans ce contexte

(19).
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Trois autres moutardes, a l'azote cette fois, (bis(2-chloroéthyl)éthylamine, bis(2-
chloroéthylyméthylamine et tris(2-chloroéthyl)amine) (4), ont été synthétisées durant la
seconde guerre mondiale dans le but d'étre utilisées comme armes chimiques, mais n'ont
jamais été employées a cet effet. En revanche, elles ont été utilisées a des fins médicales pour
le traitement de lymphomes. Ainsi la chlorméthine a été la premiere moutarde a I'azote qui fut
utilisée en chimiothérapie en 1942. La premiere indication fut le traitement du lymphome du
fait de la sensibilité du tissu lymphoide qui a été observée apres les expositions aux agents
vésicants (20). Auparavant, a la fin des années 1920, une diminution de « divers types
histologique de tumeurs superficielles » avait été observée apres application par voie topique
d'ypérite dissoute dans de l'alcool (21). Cependant, des difficultés d’administration par voie
intraveineuse ont conduit a abandonner I'utilisation de I'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).

1.1.2 Nomenclature des composés

De tres nombreux composés furent utilisés lors de la premiere guerre mondiale. Des
codes et abréviations différents selon les pays furent utilisées afin d'identifier le contenu des
obus. L'ypérite, qui est I'appellation francaise 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 a 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 I'ypérite pure, I'abréviation « HD » f(t 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 I'ypérite sont « H », et « HD » pour sa forme distillée, quel que soit le
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processus de fabrication. Les moutardes azotées possedent quant a elles le code « HN », la

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

Dans cette these, I'abréviation HD sera utilisée pour désigner |'ypérite.

1.1.3 L'Organisation pour I'Interdiction des Armes Chimiques (OIAC)

Des armes chimiques ont été utilisées depuis des siecles (fleches empoisonnées, fumées
d'arsenic,...) mais I'essor de la chimie industrielle du XIX°™ siécle a réellement enclenché une
course a l'innovation dans ce domaine. Ainsi, la premiere guerre mondiale a vu de nombreuses
armes chimiques étre utilisées malgré des accords interdisant leur emploi (27). Le premier
accord datait de 1675, et avait été signé a Strasbourg de maniére bilatérale entre la France et
I’Allemagne pour interdire I'utilisation de balles empoisonnées. En 1874, un nouvel accord
international, entre 15 états, portant sur les lois et coutumes de guerre, a été conclu a Bruxelles.
Ce texte interdisait I'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 « I'emploi des projectiles ayant pour unique but de répandre des
gaz asphyxiants ou déléteres » (29). Malgré ce traité, de nombreuses armes chimiques furent
utilisées lors de la premiere guerre mondiale. 90 000 soldats en seraient morts et pres 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 Geneve de
1925 interdisant I'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, apres la premiere guerre mondiale et malgré
la signature du Protocole de Geneve, 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 nommerent 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, I'ypérite fut utilisée lors de conflits

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

- 1919 : conflit entre le Royaume-Uni et I'armée rouge
- 1921-1927 : Espagne contre les insurgés du Rif au Maroc
- 1930 : Italie contre Lybie
- années 1930:
o Union Soviétique contre Japon,
o ltalie 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

Apres la Premiere Guerre Mondiale, I'ypérite fut utilisée de facon massive lors de la Guerre

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

Ce n'est que le 13 janvier 1993 que la Convention sur I'Interdiction des Armes Chimiques
(CIAC) fut signée a Paris par 130 pays, puis entra en vigueur en 1997. L'OIAC est composée de
trois organes principaux : la Conférence des Etats parties, le Conseil exécutif et le Secrétariat
technique. Cette Organisation veille a 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-apres l'article premier de la CIAC fixant les principes généraux de cette Convention.

ARTICLE PREMIER
OBLIGATIONS GENERALES
1. Chaque Etat partie a la présente Convention s'engage a ne jamais, en aucune circonstance :

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

chimiques, ou transférer, directement ou indirectement, d'armes chimiques a 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 maniere que ce soit, a entreprendre
quelque activité que ce soit qui est interdite a un Etat partie en vertu de la présente

Convention.

2. Chaque Etat partie s'engage a 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 contrdle,

conformément aux dispositions de la présente Convention.

3. Chaque Etat partie s'engage a 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 a 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 contrdle, conformément aux dispositions de la présente Convention.

5. Chaque Etat partie s'engage a 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 (Israél) 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 intérét commercial
et pouvant étre utilisés a des fins militaires ainsi que des précurseurs du tableau 1 fabriqués
en petites quantités industrielles ». Le troisieme tableau regroupe « d'anciens agents de guerre
chimique aujourd'hui fabriqués en grandes quantités industrielles a des fins non interdites par
la CIAC ainsi que des précurseurs de la synthese de produits du tableau 1 ou du tableau 2 »

(38).

L'ypérite figurant sur le tableau | 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, I'ypérite est facilement
synthétisable (33), ne posséde pas d'antidote, et induit des lésions particulierement
impressionnantes, pouvant terroriser la population (39). Tous ces aspects font de I'ypérite un
agent de la menace. En plus du risque terroriste, il existe un risque accidentel puisque de
nombreux obus de la premiere guerre mondiale chargés d'ypérite sont encore enfouis. Chaque
année, environ 20 tonnes d'obus chimiques sont déterrés dans le Nord et |I'Est de la France
(40), lors de travaux de terrassement, agricoles ou encore par des collectionneurs de militaria,
engendrant des expositions accidentelles a I'ypérite. Ainsi, en septembre 2021, un agriculteur
a été exposé a de |'ypérite aprés 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 a I'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 a des fins de recherche. Ainsi en France, une seule installation unique a
petite échelle (INSUPE, a DGA Maitrise NRBC) est habilitée a 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 a lui habilité a utiliser ces agents dans le cadre de ses recherches. Ces autorisations font
I'objet de contrdles, d'inspections et de procédures strictes. Ainsi, dans le cadre de travaux de
recherche portant sur |'ypérite, des laboratoires universitaires et/ou privés se trouvent
contraints de substituer |'ypérite par un de ses analogues, tels que la moutarde a I'azote ou le
2-chloroéthyl-éthyl sulfide (CEES) structurellement tres proche de I'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 these était donc d'évaluer la pertinence du CEES en

tant qu'analogue de I'ypérite dans le cadre d'études physiopathologiques et thérapeutiques.

l.2. L'ypérite

1.2.1 Physiopathologie

L'ypérite, sous forme liquide ou gazeuse, pénetre dans I'organisme par plusieurs voies :
pulmonaire, oculaire, cutanée et entérale (en cas d'ingestion d'aliments contaminés). La
pénétration de |'ypérite est indolore et les premiers effets apparaissent aprés un délai de
latence. Ce délai de latence ainsi que la sévérité des Iésions dépendent principalement de la
dose, de la voie et du mode d'exposition (43). Ainsi, les délais d'apparitions des premiers
symptomes différent selon les sources. Le Tableau | ci-dessous résume les principaux effets
selon la voie d'exposition et les délais moyens d'apparition des premiers symptémes (3, 13,
44, 45). Les principaux organes affectés correspondent aux voies d’'exposition, cependant,
I'ypérite diffuse dans tout I'organisme et peut induire des effets cliniques sur d'autres organes

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

Atteinte

Sévérité

Délai d’apparition des

1¢rs effets

Oculaire

Légere a modérée

- larmoiement intense

- sensation de brilure, sensation granuleuse
- rougeur

- irritation conjonctivale

- photophobie

- douleurs oculaires croissantes

- vision floue

3-12 h (13, 44)

Sévere

- blépharospasme,

- douleurs trés vives

- hémorragie conjonctivale

- larmoiement purulent

- cedéme puis vésications palpébrales
- possibilité d’ulcérations cornéennes

- cécité possible

1-6 h (13, 44)

Pulmonaire

Légére a modérée

- signes d'irritation avec congestion non
spécifique des voies aériennes supérieures
(rhinorrhée, éternuements, épistaxis, toux
seche)

- trachéobronchite avec expectoration

6-24 h (13, 44)

Sévere

- toux productive

- cedéme entrainant dyspnée et dysphonie
- nécrose muqueuses bronchiques

- atélectasie et bronchopneumopathie avec
expectoration purulente

Puis :

- cedéme pulmonaire

- insuffisance respiratoire

2-8 h (13, 44)

Cutanée

Modérée

- érytheme

- prurit

2-12 h (3, 44, 45)

Sévere

- phlycténes

12-48 h (44)

36




L'ceil est I'organe le plus sensible a I'ypérite (46). 80 a 90 % des victimes présentent des
symptomes oculaires (47). Aprés une période asymptomatique variable, les premiers
symptomes sont une irritation accompagnée d'une rougeur et d'un larmoiement puis, avec
I'augmentation de la dose d'exposition, d'autres symptomes apparaissent notamment un
blépharospasme, une douleur de plus en plus intense, des dommages cornéens et une
photophobie (13, 47). Cette derniere peut durer des semaines (13). L'acuité visuelle diminue
proportionnellement aux dommages cornéens (47). La guérison complete d'une conjonctivite
modérée nécessite environ 2 semaines, tandis que pour une conjonctivite sévere, avec une
faible atteinte cornéenne, il faut compter 5 semaines. Pour les cas plus séveres, plusieurs mois
sont nécessaires (13) et parmi ceux-ci, 0,5 % des victimes ont développé une kératite ulcéreuse
retardée jusqu’'a 40 ans apres leur exposition (47). Une décontamination immédiate est cruciale

du fait de la vitesse de pénétration oculaire de I'ypérite estimée a quelques minutes (13, 48).

Sur le plan respiratoire, les voies supérieures puis inférieures sont atteintes par |'ypérite
de facon dose-dépendante. A faible dose, les premiers symptomes sont une irritation, une
toux seche et un enrouement, puis les symptomes nasaux apparaissent peu apres. La sévérité
des symptomes augmente avec la dose. La formation de pseudomembranes et la présence de
débris inflammatoires conduisent a une occlusion des voies respiratoires supérieures puis
inférieures (13, 49, 50). Les premiers jours, les bronchites sont non bactériennes, tandis qu'a
partir du 4°™ jour environ, une infection bactérienne apparait (13), 'ypérite induisant une
immunosuppression. La mortalité par |'ypérite est généralement due a une défaillance

respiratoire ou a une immunosuppression différée (47, 50).
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Sur le plan cutané, les Iésions apparaissent apres un délai de latence variable selon la
dose d’exposition, la forme (liquide ou vapeur), la température, I'hnumidité... Les premiers
symptomes sont un érytheme et un prurit. Des phlyctenes peuvent ensuite se développer.
Celles-ci sont remplies d'un exsudat jaunatre translucide. Ce liquide ne contenant pas d'ypérite
mais du thiodiglycol (TDG), un métabolite pouvant servir de biomarqueur (13). 0,1a 1 pg.cm™?
d'ypérite suffisent a induire un érythéme et un prurit et 2,5 ug.cm des phlycténes (3). Du fait

du risque d'infection des lésions, les victimes sont prises en charge comme des brilés

immunodéprimés (44).

[.2.2 Mécanisme d'action

Contrairement a la lewisite, le mécanisme d’action de |'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 |ésions dépendent de la dose, de la température,
de I'humidité ainsi que de I'épaisseur de la peau. Environ 80 % de la dose d'ypérite recue 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 méme, la pénétration de I'ypérite sera plus élevée par les follicules pileux que par les

glandes sudoripares (56).

Aprés pénétration, l'ypérite va se cycliser en présence d'eau par une réaction de
substitution nucléophile pour former l'ion épisulfonium. Cet ion, trés 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 I'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).

Cl +
s Ny 3 - .
—_——
a” TN — — o NS lon épisulfonium
1% cyclisation
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(o}
N
/ NH
<N | /k Guanine (ADN)
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Cl/\/s\/\ﬁ NH N S~ \/\ﬁ ”
</ | nde o 5 - </ |
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N7-HETEG j‘\ | \>
H,N Y N
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Figure 6 : Alkylation de 'ADN par l'ypérite.

La cyclisation intramoléculaire de l'ypérite par libération de Cl aboutit a 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 caractere bialkylant de l'ypérite.
(D’apres Mostafalou and Abdollah, 2015, (51))
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Ces alkylations vont conduire a l'arrét du cycle cellulaire et activer le systeme de
réparation de 'ADN dont I'enzyme poly (ADP-ribose) polymérase (PARP). L'activation de la
PARP va conduire a la déplétion de son cofacteur, le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD™)
(51, 52). Lorsque I'exposition a I'ypérite est modérée, la cellule pourra soit réparer son ADN,
soit entrer dans la voie de I'apoptose. Dans le cas d'une plus forte exposition, la déplétion de
NAD* va entrainer la mort cellulaire par nécrose via l'activation de protéases et de cytokines

proinflammatoires (52, 53).

Une autre voie de toxicité de I'ypérite décrite est celle des thiols, cibles d'alkylation par
I'ion épisulfonium. Parmi les composés comportant un groupement thiol, le glutathion (GSH)
est un acteur majeur de la défense contre le stress oxydatif grace aux enzymes antioxydantes
(superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase). La déplétion du GSH et I'alkylation
de ces enzymes entrainent ainsi une augmentation des espéces réactives de I'oxygene (ERO).
Ces ERO seront responsables de la peroxydation lipidique des membranes cellulaires et de

leur dégradation (51, 59).

Une troisieme voie de toxicité liée aux médiateurs de I'inflammation a été décrite. En
effet, apres une exposition a I'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 aprés une exposition cutanée a I'ypérite sont le Tumor
Necrosis Factor alpha (TNF-a), les Interleukines-1a, -1pB, -6 et -8 (IL-1a, IL-1pB, IL-6 et IL-8) (6,
51, 59). Il a de plus été décrit que les voies du Nuclear Factor-kappa B (NFkB) et du Mitogen

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

Tous ces dommages cellulaires vont particulierement affecter les cellules a division
rapide telles que les cellules de la couche basale épidermique ou les cellules de la moelle

osseuse, si bien que I'ypérite peut étre considérée comme un agent radiomimétique (61).
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|.2.3 Biomarqueurs

Comme mentionné dans la fiche Piratox n°6 de I'’Agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé (ANSM) portant sur I'ypérite, « a ce jour, il n’existe aucun
marqueur d'exposition a I'ypérite qui soit dosé en routine ou aidant directement a la prise en
charge des intoxiqués » (62). Or, afin de faire la preuve médico-légale d'une exposition a
I'ypérite, il est nécessaire de disposer de biomarqueurs spécifiques. De plus, ceux-ci doivent
étre rémanents afin de pouvoir réaliser la détection le plus longtemps possible apres
I'exposition. Les méthodes de détection doivent étre par ailleurs suffisamment sensibles pour

détecter de faibles quantités de biomarqueurs.

Les méthodes actuelles de détection de biomarqueurs de |'ypérite visent a doser ses
métabolites issus de I'hydrolyse ou ses adduits (63). Les métabolites de I'ypérite issus de ses
principales voies métaboliques sont les produits d'hydrolyse et d'oxydation, les produits de la
B-lyase (conjugaison au glutathion), les adduits de I'ADN et les adduits protéiques (Figure 7)
(64, 65).
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Figure 7 : Biomarqueurs de ['ypérite issus de ses principales voies métaboliques.
L’hydrolyse et l'oxydation, les produits issus de la voie de la B-lyase, les adduits aux protéines et
a U'ADN. (D'apres 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 a la spectrométrie de masse (LC-MS) (64) ou a la
spectrométrie de masse a haute résolution (LC-HRMS) (66), la chromatographie liquide a ultra
haute performance couplée a 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 I'extraction sur phase solide (SPE), de réduction, de dérivatisation peuvent étre

nécessaires (66, 67).
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Le principal produit d’hydrolyse est le thiodiglycol (TDG) (Figure 8). Il peut étre détecté
dans l'urine et I'exsudat de phlycténe durant une environ une semaine, et pendant moins de
48 h dans le sang (64). En plus de cette courte fenétre de détection, le TDG a l'inconvénient
d'étre endogene (63, 64). Ce biomarqueur n'est donc pas spécifique de I'ypérite. Par ailleurs,
le TDG figure au tableau 2 de la CIAC car il peut servir de précurseur a la synthese de I'ypérite

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

Cr
C|/\/SV‘\C|—_4.

Ypérite (HD)

H,0
q ;D—b C|/\/S\/\OH

.S
CI/\/

H,0 cr
Ho/\/ S \/\OH 1—4—4 D S‘\/\OH

Thiodiglycol (TDG)

Figure 8 : Hydrolyse de ['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 B-lyase issus de la conjugaison avec le glutathion (1-
méthyl-sulfinyl-2-[(méthylthio)éthyl-sulfonyl]léthane  ou  MSMTESE, 1,1'-sulfonylbis[2-
(méthylsulfinyl)éthane] ou SBMSE, 1,1'-sulfonylbis[2-(méthylthio)éthane] ou SBMTE) sont
quant a eux spécifiques de I'ypérite. Ces adduits ont été détectés dans l'urine, le sang et
I'exsudat de phlycténes durant environ 10 j, chez des victimes exposées a I'ypérite (64). Cette

fenétre de détection est donc également relativement courte.

Concernant les adduits de I'ypérite avec I'ADN, le principal représentant est I'adduit de
la guanine en position N7 (HETE-N7Gua). Cet adduit est détectable chez I'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 étre détectés (63, 69). Ainsi,
I'adduit au N terminal de la valine de I'hémoglobine (HETE-Val) est détectable durant plus de
3 mois apres 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 I'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 I'adduit de I'ypérite avec la kératine. Ce type d'approche pourrait permettre a terme de
développer des kits de détection d'une exposition a I'ypérite, directement applicables sur la

peau (70).
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|.2.4 Prise en charge d'une exposition cutanée a I'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'étre mis en ceuvre lors
d'une intoxication cutanée a l'ypérite font I'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 premiere étape de la prise en charge, apres 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 possede 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 I'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 a 1,25 M) et de son oxime libre (diacétyl mono-oxime, DAM a 5 %) dans un support de
polyéthyléne glycol monométhyl éther (PME) dans I'eau » (72, 74). L'oxime a pour but d'agir
contre les agents neurotoxiques, ou a défaut de les détruire par une réaction nucléophile de
type 2, tandis que le support glycol solubilise les agents huileux, tels que I'ypérite et les retient

afin d'éviter qu'ils pénetrent dans la peau (75, 76).
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Il n"existe a ce jour aucun antidote de I'ypérite. La prise en charge recommandée par
I’ANSM (Fiche Piratox n°6) est uniquement symptomatique et vise a soulager la douleur par
des antalgiques (morphine, buprénorphine) et a limiter I'infection (pansement a la pommade
de sulfadiazine argentique en couche épaisse). La prise en charge est identique a celle des
brilés immunodéprimés. En milieu hospitalier, une mise a plat des phlyctenes menacant de se
rompre peut étre réalisée ainsi que le traitement des zones nécrosées. Comme pour les
brilures thermiques, il faudra veiller a corriger les pertes hydro-électrolytiques et a lutter
contre la dénutrition. Plusieurs techniques de détersion (laser, hydrochirurgie) peuvent étre

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

Figure 9 : Eponge RSDL.
Ce dispositif permet de décontaminer une zone exposée a un toxique persistant tel que
l'ypérite. Il faut essuyer la zone avec l'éponge imprégnée de la solution RSDL. Un rin¢age a
l'eau des que possible est ensuite recommandé.

Afin d’'améliorer la prise en charge des victimes exposées a l'ypérite, des pistes
thérapeutiques émergent. Ces thérapeutiques couvrent différentes temporalités de prise en
charge, puisque certaines seraient a mettre en ceuvre avant I'apparition des lésions, d'autres

une fois que les signes cliniques apparaissent et enfin les dernierfes pour traiter les séquelles.
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Des approches innovantes cherchent a piéger |'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 I'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 |ésions et faciliter la cicatrisation.
Enfin, le dispositif médical Recell® pourrait permettre de traiter les dyspigmentations,

séquelles des lésions induites par I'ypérite.

Toutes ces approches thérapeutiques sont décrites dans l'article ci-dessous.
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Therapeutic Perspectives for the Prevention and

Treatment of Skin Lesions and Sequelae Induced
by Sulfur Mustard.
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RESUME

Perspectives thérapeutiques pour la prévention et le traitement des lésions et des séquelles cutanées
induites par le gaz moutarde.

L'ypérite (M) demeure un agent de la menace chimique. La prise en charge de ses lésions représente un défi netamment sur le
plan cutané, a la fois pour le traitement des lésions lors de la phase aiqué de I'exposition, mais également pour le traitement des
séquelles,

La prise en charge thérapeutique actuelle est symptomatique et comprend des soins de support, une antalgie et une prévention
des infections. Plusieurs pistes thérapeutiques visant & accélérer la cicatrisation, et a traiter les séquelles cutanées émergent.
Parmi elles, se dégage la mélatonine administrée avant exposition & ['ypérite qui agirait comme un piégeur de 'ypérite; des antagomirs
et agomirs permettant de favoriser la cicatrisation et de lutter contre des cancers, ou encore, le dispositif Recell* pour traiter la
dépigmentation qui est une séquelle fréquente.

Les traitements présentés dans cette revue permettraient de prévenir I'apparition des lésions induites par I'ypérite, faciliter la
cicatrisation, réduire les séquelles et améliorer ainsi la qualité de vie des victimes.

KEYWORDS: Sulfur mustard, Skin lesions, Therapeutics, Wound healing, Sequelae.
MoTs-CLEs : Ypérite, Lésions cutanées, Traitements, Cicatrisation, Séquelles.
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and the main agent is sulfur mustard (SM), also called
mustard gas, yperite or HD.

SM induces severe and widespread tissue damage (burns,
blisters, necrosis), as well as systemic effects. Easily synthe-
sized, this chemical weapon is likely to be used in non-
conventional conflicts or for terrorist attacks. It is also esta-
blished that ISIS had SM in his possession® °. Beside, despite
the commitment of the States Parties which have agreed
the CWC, stockpiles can persist or have been disseminated.
Alongside to its non-conventional use, SM is a source of
recurrent accidental exposure due to numerous shells of
the WWI still present in the fields which were heavily bom-
bed. Indeed, 10 to 20 tons are discovered in France each
year®. Since its first use in 1917 and despite numerous
research programs, its mechanism of action remains par-
tially understood. SM has multiple tissue, cellular and
molecular targets and its distribution through the body
takes only few minutes’. The targeted organs are mainly
skin, eyes and lungs, but systemic effects are also possible.
Moreover, radiomimetic effects of SM lead medical staff to
consider casualties as immunocompromised burn victims.
Because of the lack of antidote, the medical strategy is still
limited to symptomatic and supportive cares to manage
pain, to prevent infection and to improve the skin healing.
One of the objectives of recovery is to mitigate functional
and esthetical sequelae.

The aim of the present paper is to review the most pro-
mising therapeutic approaches intended to prevent or
to treat SM-induced skin lesions as well as sequelae.

MECHANISM OF ACTION

While SM penetrates into the skin, an episulfonium ion is
formed by cyclization (Figure 1). This ion represents the
main actor of SM toxicity due to its high electrophilic

Figure 2: Metabolic pathways involved

reactivity and its ability of alkylation®, thus forming DNA
and protein adducts®. These alkylations have several
deleterious effects (Figure 2):

- Inhibition of protein synthesis and mitosis confer-
ring radiomimetic properties to SM. Regarding the
skin, these cytostatic, cytotoxic and mutagenic effects
particularly alter the rapidly dividing cells, especially in
the epidermal germinal basal layer cells'®. The alteration
of proteins such as laminin-5 and integrin-o6-f4 causes a
detachment of the dermis and epidermis inducing blisters
and delaying wound healing".

Figure 1: Cyclisation of sulfur mustard in episulfonium ion,
its main reactive form.
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- Activation of DNA-repair enzyme, such as poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP). The excessive activation of
this enzyme leads to a depletion of its cofactor NAD +,
thereby inhibiting glycolysis and mitochondrial respira-
tion, inducing a bio-energetic failure, cell necrosis'?, and
a release of proteases involved in blister formation'3.

- Metabolism alteration by generation of Reactive
Oxygen Species (ROS), peroxidation of lipids and loss of
defense against oxidative stress, as a consequence of
the alkylation of thiol groups of antioxidant enzymes
(e.g. superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase)'" 14,

PATHOPHYSIOLOGY OF
SM-INDUCED SKIN LESIONS

SM is characterized by a strong penetration power and
a rapid distribution due to its lipophilic character. It
quickly crosses the skin barrier: epidermis within 2
minutes and dermis within 30 minutes'®. The penetra-
tion is insidious because it is painless, thus delaying the
decontamination of exposed victims, which is however
crucial to prevent the apparition of skin lesions.

Skin can be exposed by SM vapor or liquid. First cuta-
neous symptoms (erythema and pruritus) appear after a
delay of 4 to 12 h depending of the dose and the route
of exposure (e.g. liquid or vapor)'®. Blisters containing a
non-toxic light yellow serous liquid'” may then arise in
12 to 48 hours at the periphery or in the center of the
erythematous area. The basement membrane is dama-
ged with the formation of intra and extra-cellular
vacuoles causing dermal-epidermal dissociation'®.

Erythema disappears within 1 to 2 weeks, often leaving
hyper and hypo-pigmented zones'® '°. Complete scar-
ring of blistered areas may take several weeks to seve-
ral months. Moreover, sequelae such as pruritus, bur-
ning sensation, pigmentation disorder, angioma or
even cancers are frequent. It has been observed that
blistered areas are most likely to develop sequelae
several years after the exposure??. Rarely, poikiloder-
mal lesions can persist after several years. Persistence of
scar is dependent on the depth of the lesion''.

CURRENT CARE RECOMMENDATIONS
IN FRANCE

The persistence of SM leads to a major risk of contami-
nation transfer. Therefore, decontamination, starting
with the undressing of the exposed people, is the first
step of casualty management' 2'. The powder glove
containing an adsorbent (fuller’s earth) constitutes an
emergency decontamination device, currently available
in the United Kingdom and the French armed forces,
whereas skin decontamination in the US and Canada is
based on M291 Skin Decontamination Kit and RSDL
(Reactive Skin Decontamination Lotion) respectively?. A
thorough decontamination with smooth soap and water
may be used to complete the emergency decontamina-
tion?*. After decontamination, medical management is
symptomatic, similar to those of immunocompromised
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burn patients’>. Control of the hydro-electrolytic
balance, infection prevention, administration of opiate
pain relievers in addition with supportive care, repre-
sents the main treatments of severe SM-exposed peo-
ple®. In order to prevent infections and to facilitate
healing, a silver sulfadiazine dressing can be applied on
skin lesions'>. Pruritus, which is a source of infection by
scratching, can be relieved by the administration of
antihistaminic drugs such as hydroxyzine and doxepine'.

A laser debridement, hydro-dissection as well as sur-
gery can be needed, depending on the extension and
the severity of the lesions, such as flattening of the lar-
gest blisters likely to burst, excision of necrotic tissues
and even skin grafts.

PRE-TREATMENTS AND EARLY TREATMENTS

In order to limit the occurrence of skin lesions after
cutaneous SM exposure, or their severity in a delayed
phase, many therapeutics approaches are developed.
The main two approaches described below consist on i)
to pretreat soldiers, or even people, at risk of exposure
(pre-treatments) or ii) to treat as soon as possible after
SM-exposure but before the apparition of symptoms
(early treatments).

Protease inhibitors

A local release of some tissue Matrix Metallo Proteases
(MMPs) oceurs in all the organs affected by SM?4, For
example, MMP-9 is up-regulated after SM-exposure
and contributes to blister formation by facilitating
degradation of the extracellular matrix (ECM) including
laminin?®. To prevent degradation of ECM, protease
inhibitors were tested on cultured normal human epi-
dermal keratinocytes exposed to 200pum SM. Thus, the
serine protease inhibitor aprotinin (100pm) and the
metalloprotease inhibitor amastatin (100mM) added 30
min prior to the SM-exposure prevented the laminin-
5y2 degradation?.

Protease inhibitors could represent an interesting the-
rapeutic approach, mainly in pre-treatment or shortly
after SM exposure?® 27,

Cannabinoids

Endogenous cannabinoids play an important role in the
wound healing, especially via the migration of kerati-
nocytes and the regulation of inflammation. They act
on cannabinoids receptors CB-1 and CB-2 and on peroxi-
some proliferator-activated receptor alpha (PPAR=).
The level of endogenous cannabinoids is regulated by
the fatty acid amide hydrolase (FAAH). A study demons-
trated in vivo that topical application analogues of SM,
nitrogen mustard and 2-chloroethyl-ethy! sulfide (CEES
also called half-mustard) increased expression of CB-1,
CB-2, PPARz and FAAH in immunochemistry experi-
ments?®, In order to promote wound healing by limiting
inflammation, a FAAH inhibitor belonging to the class
of vanillyl alcohol carbamates has been tested in vivo on
mouse ears exposed to CEES?. Indeed, a diminution of
CEES-induced inflammation was observed. However,
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since mice were sacrificed 5 h after exposure, a longer
study would be necessary to better evaluate the effecti-
veness of the above FAAH inhibitor. In addition,
URB597, another FAAH inhibitor, was also found to
accelerate in vivo the skin healing in a dose-dependent
manner, daily topically applied on mice excision
model®,

Calcium modulators

Human hTRPA1 calcium channel receptors activation by
SM has been evidenced by intracellular calcium dosage.
N-acetylcysteine (NAC) delivered early after exposure
inhibits calcium influx, probably through to its direct
action on hTRPA1 receptor. Thus, hTRPA1 receptor
seems to be a therapeutic target of interest®®. An in
vivo study on CEES-exposed mouse showed a decrease
of oedema and pro-inflammatory cytokines expression
after topical or intraperitoneal administration of
TRPA1 antagonists (respectively A-967079 and HC-
030031) after 1 h, 8 h and 16 h post-exposure3'. NAC
was also co-administrated with 2-oxo-thiazolidine-4-
carboxylate (OTC) and acetaminophen. An in vitro
study demonstrated, after SM exposure, that this asso-
ciation induced an increase in catalase activity (100%)
and GSH activity (470%) in addition with a better cel-
lular viability (about 40%)32. Moreover, older papers
have demonstrated the effectiveness of calmodulin
antagonists (10% pentamide, 1% trifluoperazine, 2%
thioridazine) and local anesthetics (20% lidocaine and
3% benoxinate) applied as ointments or by intradermal
injection for the treatment of cutaneous SM-induced
lesions on pigs, 5 minutes post exposure, twice a day
for at least 3 days®.

Melatonin

Several studies dealt with the efficacy of melatonin as
a scavenger of SM, and of both oxygen and nitrogen
based radicals**. Indeed, melatonin could counteract
the formation of the episulfonium ion, which is res-
ponsible for protein and DNA/RNA alkylation and par-
ticipates to oxidative stress, More precisely, melatonin

acts with SM to form the thiirane, a far less toxic com-
pound?®® 37, Interestingly, it was observed in Iranians
veterans exposed to 5M and having lung and sleep
disorder, that oral melatonin (3mg) taken 1 h before
bedtime during 56 days increases total antioxidant in
blood from 0.43 = 0.01 to 0.48 = 0.01mmol/L3%,
Furthermore, a study was conducted in rats to test
the effectiveness of melatonin administration (intra-
peritoneal route) 1h before to be intradermal SM
intoxicated. An increase in antioxidant production in
blood was observed for high doses of SM. However,
this study did not confirm a clinical improvement of
the treated rats, since they were sacrificed 2 h after
exposure®,

ACUTE PHASE TREATMENTS OF SM EXPOSURE

In the acute phase, the first effects of SM on skin
appear after a latency period depending on concentra-
tion and route of exposure®?. Thus, treatment of
casualties often follows the appearance of the first
local symptoms including pruritus, erythema, burning
sensation, blister formation* 4% 41, The most promising
acute-phase treatments are described below.

Anti-inflammatory and antioxidants

Based on the known SM mechanism of action, most
research works are focused on molecules with anti-
inflammatory and/or antioxidant properties.

An original bi-functional non-steroidal anti-inflamma-
tory drug was recently tested on SKH-1 hairless mouse:
NDH4338%2. One part of the molecule targets cyclooxy-
genase 2 (COX2), while the other acts on acetylcholi-
nesterase®>. Local application of NDH4438 following
SM vapor exposure allows a dermal oedema reduction
at 96 hours, increased re-epithelialization, restoration
of basement membrane integrity as well as reduced
COX2 expression*2, Another in vivo study conducted in
mouse with NDH4338, also reduce skin inflammation,
injury and enhanced tissue repair with a decreased
mast cell degranulation®.

Table 1: Pre-treatments and early treatments SM skin exposure.

Grourp MoLEcuLes REFERENCES
Protease Amastatin Xiannu et al, 20167
inhibitors Aprotinin Xiannu et al, 2016%°

Vanillyl alcohol carbamates

Wohlman et al, 20162

Cannabinoids

URB597

Sasso et al, 2016%°

HC-030031 and A-967079

Achanta et al, 20184

NAC + OTC + acetaminophen

Saberi and Mahmodabady, 20093

Calcium Pentamide Kadar et alf, 20003
modulators
Trifluoperazine Kadar et al, 20003
Thioridazine Kadar et al, 200033
Melatonin Pohanka et al, 201139
Melatonin
Melatonin Shahriary et al, 20183
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Antioxidant molecules of natural origin, such as flavo-
noids mixtures®®, caffeic acid*, or vitamin E¥ have
been successfully tested. Among these molecules, silibi-
nin was studied in U.S.A and Germany. This molecule
seems to act on multiple pathophysiological mecha-
nisms linking oxidative stress and inflammation to
reduce damages induced by SM or its analogues (CEES
and nitrogen mustard)®*', It would also exhibit anti-
necrotic and pro-apoptotic properties by eliminating
irreversibly damaged cells*® *°. Encouraging results
obtained with silibinin have led the American National
Institute of Health (NIH) to consider its development as
a medical countermeasure for SM injuries®®,

Anti-connexins 43

Connexins is a family of ubiquitous proteins®, espe-
cially expressed in skin. As gap junction (GJ) proteins,
they allow intercellular exchanges of metabolites,
second messengers and mediators (of inflammation for
example). Regulation of their expression is needed to
respond to physiological and pathological stimuli®.
Connexin 43 (Cx43) is the main connexin found in pro-
liferating cells of epidermis basal layer®. After skin
lesion, the Cx43 decrease at the beginning of healing,
especially promotes a decrease in the inflammatory res-
ponse, an increase in angiogenesis, fibroblast migra-
tion and reepithelialisation®®. Several molecules such as
ACT1 peptide corresponding to the C-terminal part of
Cx43 or siRNA or Cx43 antisense oligonucleotides have
been identified to improve wound healing, especially
in the diabetic ulcer®%, Clinical trials testing ACT1 are
ongoing®®, A relevant study has demonstrated the inte-
rest of these molecules in skin healing after exposure to
a blistering agent (nitrogen mustard) on mice, by limi-
ting inflammation and facilitating healing®. Further
works must be carried out to verify the effectiveness of
these Cx43 modulators on SM induced skin lesions.

Antagomirs and mimics

Micro-RNAs or miRNAs are intracellular short RNA
molecules regulating mRNAs by base-pairing, thus
conducting to silencing mRNAs. During SM dermal
exposure, miRNAs dysregulation has been reported®'.
Antagomirs, synthetic inhibitors of miRNA, have been
studied to improve skin healing. Indeed, sorme miRNAs,
as miRNA-203 and -210, play a role in re-epithelializa-
tion of lesions by acting on proliferation and migration
of keratinocytes®264. An in vitro study demonstrated
that these miRNAs are overexpressed after SM expo-
sure, only in hypoxia for miR-210 and both normoxia
and hypoxia for miR-203. A consequence of theses
miRNAs overexpression is a dysregulation of cell
growth and differentiation®. SM-induced skin lesions
are characterized by hypoxic areas. Thus, targeting
these miRNAs with antagomiRs would improve re-epi-
thelialization®. This hypothesis was confirmed in vivo
by the injection of 16 ug of miR-210 antagomir prior to
SM exposure. It has been shown, in SKH-1 hairless mice,
a downregulation of SM-induced miR-210 expression
that promotes skin healing®®.

Another therapeutic strategy would be the use of synthetic
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miRNAs (also called agomirs or mimics), especially miR-21
and 20a. Indeed, it has been observed in SM casualties, a
down-regulation of miR-21 and miR-20a, in skin SM-
exposed tissuess’.

Thus, antagomirs and agomirs represent promising
approaches for the treatment of SM-induced skin
lesions.

Mesenchymal stem cell transplant

Stem cells therapy is one of the vanguard strategy of
regenerative medicine®®. Mesenchymal stem cells
(MSCs) are being investigated as a therapeutic tool for
both chronic diabetic ulcers and severe thermal
burns®. In addition, it has been shown in vitro that
MSCs extracted from human femoral heads are highly
resistant to high concentrations of SM (up to 40pm),
without alteration of their ability to differentiate’.
However, they lose their ability to migrate (from 1um
of SM)?". This lead to consider stimulation of M5Cs SM-
altered migration by cytokines as a new therapeutic
option”. Therewith, in a context of SM-induced chro-
nic pulmanary injury with systemic injections of MSC,
the evolution of lesions was favorable’. Thus, MSCs
seem to be an encouraging approach for the treatment
of SM-induced skin lesions.

TREATMENTS OF SKIN SEQUELAE

In addition to the early symptoms, SM also induces
sequelae which may persist decades after exposure?’,
Most common skin sequelae induced by SM exposure
are pruritus, burning sensation’>7% and pigmentation
disorders™s. An increase of skin cancer has also been
observed in SM-exposed veterans’’. Some therapeutic
approaches aimed to treat SM-induced skin sequelae
are presented below.

Treatments of pruritus and atopic dermatitis

Aloe vera

Classic treatments for pruritus and atopic dermatitis are
topical corticosteroids as well as antihistaminic drugs’®.
However, these molecules have side effects that lead
researchers to consider molecules with better tole-
rance, especially in long-term therapies. A study dea-
ling with pruritus mitigation in SM-exposed Iranian
casualties during the Iran-lrag war (1980-1988) compa-
red a betamethasone ointment and a formulation com-
bining olive oil and Aloe vera. Aloe vera is a traditional
medicine plant used for many centuries because of its
anti-inflammatory and antioxidant effects”™. This for-
mulation combining Aloe vera and olive oil signifi-
cantly reduced pruritus and burning sensation in
Iranian veterans. This formulation appeared to be at
least as effective as betamethasone, without common
side effects observed with corticosteroids®.

Curcumin

A clinical trial was conducted on Iranian veterans suffe-
ring from pruritus following SM exposure during Iran-
Irag war. This clinical trial compared the efficacy of cur-
cumin vs placebo, administered per os for 4 weeks.
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Table II: Treatments of the acute phase of SM skin exposure.

Group MoLEcuLES REFERENCE
Chang et al, 2014%
NDH4338 Joseph et al, 2018%
Flavonoides Li et al, 2015%
. Cafeic acid Kim et al, 2016
Anti-inflammatory
and antioxidants Vitamin E Pohanka 20124
Tewari-Singh et al, 2012%
silibinin Tewari-Singh et al, 2016%%
Balszuweit et al, 2013%°
Jain et al, 2015
Montgomery et al, 2018%
ACT1 Ongstad et al, 201157

Rhett et al, 2008%3

Anti-connexin 43

antisens Cx43 RNA

Wang 20145
Rhett et al, 200853
Coutinho et al, 2015%*

siRNA Montgomery et al, 20185
miR-203 Deppe et al, 20165°
Antagomir 65
miR-210 Deppe et al, 2015?
Ye et al, 2019
miR-21 Valizadeh et al, 201557
Agomir

miR-20a Valizadeh et af, 2015%7

Schmidt et al, 20137°

MSC Schreier et al, 2018™

Nejad-Moghaddam et al, 201772

Patients treated with curcumin have improved their
quality of life (from 35.63 = 3.85 to 24.78 = 522, P
< 0.001) as well as their pruritus score (from 40.60 + 4.43
t0 28.23 + 4.95, P < 0.001)8". In addition, curcumin have
been found to contribute to the prevention and treat-
ment of various cancers and premalignant lesions®.
Nowadays, in vitro and in vivo studies have evidenced
the antitumoral properties of curcumin for the treat-
ment of melanomas® 8, However, curcumin antitumo-
ral properties remain to be confirmed in SM-induced
skin cancers.

Interferon-y

A clinical trial has been conducted on SM-exposed Iranian
veterans suffering from severe chronic atopic dermatitis
about 20 years after SM exposure®. These veterans were
treated with a subcutaneous injection of interferon- (IFN-
) three times a week in comparison with a topical appli-
cation of betamethasone-based cream every night for 30
days. All scores for atopic dermatitis index (SCORAD) were
lowered in IFN-y-treated group. In addition, a greater
quality of life was observed by the Dermatology Life
Quality Index (DLQI). Side effect incidence in the different
groups was similar although routes of exposure were dif-
ferent. Furthermore, the biochemical measures did not
reveal side effects.

Cancer treatment (gene and epigenetic therapy)
Surgical resection of the tumor represents the first
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therapeutic approach for melanoma. Chemotherapy,
targeted therapy or immunotherapy can complete this
strategy. Alternative treatment such gene therapy,
appears to be a relevant option to enhance the effec-
tiveness of currently available melanoma treatments
and thus extending patient survival time86,

Epigenetic therapy seems to be another relevant
option. Indeed, SM exposure has been reported to
cause epigenetic changes, such as DNA methylation
increase. These alterations could explain the cancers
observed years after SM exposure®”. An increase in the
number of cancers, especially in skin, has been observed
among SM-exposed Iranian veterans (1.1% of non-
melanoma skin cancer in Iranian exposed to SM vs
0.01% in non-exposed Iranians)”. However, there are
accumulating evidence of the link between miRNAs and
regulation of their expression, correlated with skin can-
cer occurrence®. Therefore, it would be interesting to
correlate these identified miRNAs with those found in
patients with sequelae of 5M exposure. Furthermore, it
has been observed on Iranian veterans suffering from
moderate to long-term severe complications, a modifi-
cation of their miRNA expression profile. These promi-
sing biomarkers seem to be valuable therapeutic targets
that deserve to be investigated®.

To treat cutaneous T-cell lymphoma (CTCL), vorinostat and
romidepsin have been validated as the first epigenetic
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treatments approved for clinical use by the FDA%,
Likewise, in order to improve melanomas treatment,
numerous clinical trials are in progress. One strategy is
based on the use of epigenetic therapies alone or in com-
bination (decitabine and peg interferon, valproic acid and
karenitecin, entinostat)®'. These different approaches
seem to be interesting to treat SM-induced skin cancers.

Another promising strategy would be melatonin.
Indeed, melatonin could be used both as a SM scaven-
ger in order to prevent protein and DNA alkylations,
and to fight oxidative stress, and also to decrease long-
term epigenetic effects®*. However, this last review

based on in vitro results must be consolidated by in vivo
studies.

Treatment of dyspigmentation

Dyspigmentation (hyper or hypopigmentation) is a
common sequela of SM-induced lesions’ that impacts
the quality of life of the patients®. Hyperpigmentation
could be treated with laser resurfacing or pharmacolo-
gically, in combination with sunscreens, with molecules
such as hydroquinone, azelaic acid, kojic acid, licorice
extracts, ascorbic acid, niacinamid, N-acetylglucosa-
mine (NAG) or retinoids’® %2, As compared to hyperpig-
mentation, hypopigmentation is more challenging

Table III: Treatments of sequelae of SM skin exposure.

GRoup

MoLEcuLES

REFERENCES

Treatments of pruritus
and atopic dermatitis

Corticosteroids

Shohrati et al, 200778

Antihistamines

Shohrati et al, 20077

Aloe vera

Visuthikosol et al, 19957

Aloe vera + olive oil

Panahi et al, 201280

Curcumin Panahi et al, 201281

Interferon-y Interferon-y Panahi et al, 20128
Gene therapy Menezes et al, 2018%

Kunnumakkara et al, 201982

Curcumin Anand et al, 2008%

Vollono et al, 2019%

miRNA Gharbi et al, 2018%
Corinostat Rahmani et al, 2017%°

Cancer treatment

Comidepsin Rahmani et al, 2017%0

Decitabine + Peg interferon Rollins et al, 2016%

Decitabine Rollins et af, 2016%

Valproic acid + karenitecin Rollins et al, 20167

Entinostat + pembrolizumab Rollins et alf, 2016%"
Laser resurfacing Graham et al, 200973
Hydroguinone Graham et al, 200973

ydrog Davis et al, 2010
Azelaic acid Graham et al, 200973

Davis et al, 2010%
Koiic acid Graham et al, 200973

! Dauis et al, 2010%2

Hyperpigmentation Licorice extracts Davis et al, 2010%

Ascorbic acid

Davis et al, 2010%2

Niacinamids

Davis et al, 2010%2

niacinamids + NAG

Davis et al, 2010%

NAG Davis et al, 2010%2
Retinoids Davis et al, 2010%2
ReCell® Graham et al, 2005%
IB-MECA Madi et al, 2012%
Hypopigmentation
) Carney et al, 2018%
tacrolimus

Travis et al, 2003%®
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since less treatments are available. A possible approach
to treat hypopigmentation is based on the use of
Recell® device, which rapidly provides, via a spray,
living allogenic skin cells, including functional melano-
cytes. This device is quick to set up, indeed only 30
minutes are required between donor cell collection and
cell delivery®. Another option is the use of small mole-
cules that stimulate the melanogenesis, such as IB-
MECA which increases the level of melanin in human
skin explants®™. In addition, clinical studies report the
efficacy of tacrolimus, an immunosuppressant drug, on
patients suffering of vitiligo. A complete repigmenta-
tion was observed after 2 or 4 months of twice-daily
topical treatment with 0.1% tacrolimus ointment®: %,
These different strategies seem promising but should
be tested on hypopigmentation sequelae following
SM-exposure.

CONCLUSION

Chemical weapon of the last century and terrorist
threat agent of the present, SM is still challenging for
health services. Indeed, SM has strong contaminating
power, insidious and painless penetration (delaying
diagnosis and medical management), diversity of
effects, disabling, slow wound healing, delayed seque-
lae. Presently, there is still neither antidote nor specific
treatment. Therefore, the first step of medical mana-
gement is the decontamination, which is critical and
must be performed as soon as possible. Then victims
must be considered as immunocompromised burn
patients.

Numerous studies on pathophysiology, biochemistry,
pharmacology and therapeutic approaches have been
performed since SM first use in 1917. Due to its com-
plex and poorly understood mechanism of action,
many pathways such as oxidative stress and inflamma-
tion have been explored. In the context of SM-induced
skin lesions, different therapeutic strategies emerge, as
regards the delay between SM exposure and treat-
ment: pre and early treatments, acute phase and then
sequelae treatments.

Nowadays, no therapeutic consensus exists. However,
some therapeutic approaches seem to emerge accor-
ding to the treatment delay: melatonin as pre-treat-
ment; antagomir and agomir for the acute phase and
Recell® device for dyspigmentation sequellea.

ABSTRACT

Sulfur mustard (SM) still represents a chemical threat.
Management of SM-induced lesions still represents a
challenge, particularly on skin, both for the treatment
of lesions in acute phase following exposure, and also
for delayed effects and sequelae.

Current therapeutic strategy includes symptomatic and
supportive cares, pain management and prevention of
infectious complications. Several therapeutic trends
aiming to prevent the apparition of skin lesions or to
accelerate wound healing and to treat cutaneous

Internafional Review of the Armed Forces Medical Services

sequelae are emerging. Among the most promising
treatments, melatonin could be administrated before
SM exposure in order to act as a scavenger. Moreover,
antagomir or agomir are promising to promote wound
healing and to fight cancer. In addition, Recell® device
has good results to treat hypopigmentation which is a
common skin sequelae.

The treatments presented in this review would prevent
SM-induced skin lesions, enhance wound healing or
reduce sequelae, thus improving the quality of life of
victims.
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|.3. Les effets cutanés de I'ypérite

1.3.1 La peau : rappels histologiques

La peau représente environ 18 % de la masse corporelle. C'est I'une des principales
voies d'exposition de I'ypérite (50). La peau est composée, du plus superficiel au plus profond :
de I'épiderme, du derme et de I'hypoderme. La peau assure, notamment grace a I'épiderme,

une fonction barriere 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 a 95 % (77, 79)) mais possede également des mélanocytes, des cellules
de Langerhans et des cellules de Merkel. Il ne possede 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 I'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 a la
membrane basale, séparant le derme de I'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 barriere et
I'architecture de la peau en synthétisant principalement des protéines de kératine. En effet,
elles peuvent représenter jusqu'a 80 % des protéines totales des cornéocytes (80). A c6té de
cette fonction barriére, les kératinocytes ont aussi un réle dans I'immunité par la production
de cytokines telles que les interleukines IL-1, IL-6, ou encore le TNF-a... (79, 81). L'inflammation

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

Les mélanocytes sont la deuxieme population cellulaire de I'épiderme, a raison de 1

mélanocytes pour 10 kératinocytes dans la couches basale (82). lls synthétisent la mélanine
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donnant la coloration a 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'antigenes (78, 79) présentes dans le stratum spinosum principalement (83). Les cellules de

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

kératinocytes du stratum basale (84).

Epiderme

Derme

- —

Stratum corneum :
e A
R Cornéocytes

Stratum granulosum

Cellule de Langerhans

Stratum spinosum

., +— Kératinocytes

gt
B )+ Mélanocytes

L
/_‘ Cellule de Merkel

+——— Membrane basale

Stratum basale

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 a I'épiderme, ainsi que des annexes cutanées telles que les glandes sudoripares
dérivant de |'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 I'hypoderme (85). L'atteinte de cette couche réticulaire
va induire une cicatrice pouvant nécessiter une greffe (77). Les fibroblastes synthétisent le
collagéne (de types | et Ill majoritairement (86)), les fibres d'élastine et de réticuline, ainsi que
les composants de la matrice extracellulaire (79, 85). Le derme assure la structure, |'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).

.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 premiere phase de la cicatrisation qui a lieu deés les premiéres minutes
apres la lésion. Cette phase correspond a I'activation des plaquettes afin de permettre la
coagulation et d'arréter le saignement ainsi qu'a la sécrétion de nombreuses cytokines et
hormones. Celles-ci vont permettre I'afflux de cellules inflammatoires au niveau de la Iésion 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 |ésée dans les 24 h suivant la lésion, tandis que les
macrophages arrivent dans les 48 h et y demeurent jusqu'a la fin de cette phase (77). Ces
cellules de linflammation permettent de lutter contre I'infection et de réaliser une détersion
de la plaie a I'aide d’enzymes protéolytiques et d'ERO (88). Elles ont de plus un réle dans la
synthese de la matrice extracellulaire ainsi que dans I'angiogenése (89). Cette phase
inflammatoire est cruciale et son inhibition peut entrainer un défaut de cicatrisation (77). Une
prolongation de cette phase inflammatoire de plus de 3 semaines peut conduire a une plaie
chronique (77). Une corrélation a été établie entre les taux élevés de cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, IL-1[ et Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1) et les plaies

ne cicatrisant pas (90).

La libération par les cellules de I'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 |ésion 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 I'épiderme (77). Sous ce nouvel épithélium, un tissu conjonctif transitoire appelé
tissu de granulation se forme environ 4 jours aprés la lésion. Ce tissu, indiquant une
cicatrisation optimale, est constitué de fibroblastes, de nouveaux vaisseaux sanguins et d'une

forte proportion de collagéne de type Il (77, 90, 91).
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La derniere étape est celle de remodelage et de maturation de la cicatrice qui a lieu 2 a 3
semaines apres la lésion et peut durer pendant plus d’un an (88). Un remodelage de la matrice
extracellulaire a lieu. Le collagene de type Il est dégradé et remplacé par du collagene 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
synthése et la dégradation permet d'assurer une bonne cicatrisation. En effet, un exces de

fibrose entrainerait une cicatrice hypertrophique ou chéloide (77).
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Figure 11 : Phases de la cicatrisation (homéostasie, inflammation, prolifération et remodelage).
D’apres Zomer et al, 2018 (87).

On parle de plaie chronique lorsque la Iésion ne traverse pas les différentes phases de
cicatrisation dans I'ordre, qu'il survient une interruption entre les différentes phase ou que la

plaie met plus de 6 semaines a cicatriser (77, 92).
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.3.3 Les différents types de brilures

Les lésions de type brllure suivent les 4 phases de cicatrisation énoncées plus haut.
Cependant, quelques différences existent entre les |ésions de type coupure et les brllures. La

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

En effet, les brllures sont classées en plusieurs catégories, principalement en fonction
de la cause de la brllure mais également de la sévérité et de la profondeur, afin de définir les

soins qui seront a apporter.
En termes de causes de brllures, on distingue les brdlures :

- chimiques
- thermiques
- électriques

- radiologiques

Plusieurs méthodes permettent d'estimer la surface de la brllure afin d’en évaluer la
sévérité. Pour déterminer rapidement I'étendue de la brdlure, la regle des 9 de Wallace dans
laquelle un pourcentage est associé a chaque zone brulée, peut-étre 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 Il : Regle des 9 de Wallace permettant d'évaluer rapidement ['étendue de la brilure

Zone briilée Pourcentage - Etendue de la bralure

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

I'age de la victime (93).

Afin de déterminer un pronostic, la regle de Baux additionne I'age de la victime et la

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

Les brilures peuvent également étre classées selon la profondeur de I'atteinte (Figure 12).

Ainsi, on distingue les brilures dites (
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Tableau IlIl) (94) :

- du 1% degré, ou brilures superficielles : seul I'épiderme est atteint.

- du 2™ degré, ou brilures d'épaisseur partielle : I'épiderme et le derme sont atteints.
Les annexes cutanées peuvent étre intactes (si seul le derme papillaire est atteint) ou
alors pour la plupart détruites si le derme réticulaire est atteint.

- du 3°™ degré, ou brilures de pleine épaisseur : I'épiderme, le derme et toutes les
annexes sont détruites.

- du 4°™ degré, ou brilures de pleine épaisseur également : toutes la peau est atteinte

(épiderme, derme, hypoderme) ainsi que le fascia, le muscle voire I'os.
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Tableau Il : Tableau résumant les caractéristiques des brilures selon leur degré.

Brilure du 1°" degré

Histologie Epiderme uniquement

Brilure du 2"! degré

Epiderme + derme +/-

annexes

Brilure du 3™ degré

Epiderme + derme +

annexes

Brilure du 4™ degré

Epiderme + derme +

hypoderme + fascias,

muscles +/- os

Erythéme, sec, rouge
Apparence ou rose, blanchit en
clinique appliquant une

pression

Phlyctenes, humide a
cireux, couleur variable,
blanchit +/- en
appliquant une pression

selon la profondeur

Blanchatre a noire,
seche et cartonnée, ne
blanchit pas en
appliquant une

pression

Noire, séche et terne

Douloureuse

Sensation

Douloureuse (derme
superficiel) ou perception
uniquement de pression

(derme profond)

Insensible (pression

profonde uniquement)

Insensible
(pression profonde

uniquement)

Guérison 3 a6jours

7 a 20 jours

Ou >21 jours

Pas de guérison

spontanée

Pas de guérison

spontanée

Peau normale

1¢ degré

épiderme

derme

hypoderme

muscle

Figure 12 : Classification des brilures selon leur profondeur.
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.3.4 Caractéristiques des lésions cutanées induites par |'ypérite

L'ypérite pénetre rapidement, en 3 a 5 minutes, a travers la peau (45). Apres 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 brilures induites par I'ypérite
different des bralures thermiques ou chimiques par I'absence de thrombose des vaisseaux et
la présence d'un cedéme 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 I'ypérite (liquide ou gazeuse),
les conditions environnementales, les symptomes vont apparaitre plus ou moins rapidement.

On distingue classiquement 5 phases (96) :

- latence

- érythéme

- vésications
- nécrose

- guérison

Aprés une exposition a une faible dose d'ypérite (100 a 300 mg/min/m?* de vapeurs, ou
bien de 10 a 20 pg/cm? d'ypérite liquide), un érythéme associé a une démangeaison sont
observés aprés 4 a 8 h. Pour une dose plus forte (1000 a 2000 mg/min/m? d'ypérite sous forme
vapeurs ou 40 a 100 pg/cm? d'ypérite liquide), les symptdmes apparaissent en quelques
minutes. lls sont plus intenses et vont traverser les 5 phases (45, 96). Des petites vésications
apparaissent environ 18 h apres exposition. Ces vésications vont devenir coalescentes pour
former des phlyctenes sub-épidermales contenant un liquide jaune. L'ypérite ayant déja réagi
lors des premieres minutes apres pénétration a 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 a 2 jours post-exposition
(96). Au 4°™ 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 possede davantage de follicules pileux, augmentant ainsi la pénétration

de I'ypérite (45).

Le temps de guérison varie en fonction de la profondeur de I'atteinte. Ainsi, 2 a 8 semaines
pourront suffire pour les phlyctenes superficielles, tandis qu'un temps de guérison allant
jusqu’a plusieurs mois pourra étre 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 |ésions nécrotiques laisseront des séquelles (97).

Les principales complications observées dans une étude menée aupres de 236 vétérans
iraniens, 2 ans apres leur exposition, sont I'hyper-pigmentation (34 %), I'hypo-pigmentation
(16 %) et la présence de cicatrices (8 %) (97). Dans une autre étude conduite aupres de 40
vétérans iraniens, 16 a 20 ans apres leur exposition a I'ypérite, les trois complications les plus
fréquentes sont des dyspigmentations (55 % hyperpigmentation, 25 % hypopigmentation),
une éruption papulause érythémateuse (42,5 %) et une peau séche (39 %) (98). De plus, les
vétérans se plaignent principalement de démangeaisons, de sensation de brillure et de
desquamation (45, 97). D'autres études ont montré un lien entre I'exposition a I'ypérite et une
prévalence de vitiligo, angicedeme, eczéma, psoriasis (45). Un lien entre I'exposition a I'ypérite
et le développement de cancer cutané a été décrit notamment dans une étude portant sur 800

vétérans iraniens (99).
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[.3.5 Les connexines
Généralités

Les connexines sont des protéines transmembranaires ubiquitaires, constitutives des
jonctions communicantes « gap junctions ». Ces jonctions permettent la communication
intercellulaire grace au passage de petites molécules, d'ions, de seconds messagers jusqu'a
1000 - 1200 Da (100-102). La quasi-totalité des cellules des vertébrés synthétisent des
connexines, a lI'exception des cellules musculaires striées adultes, quelques neurones, les

spermatozoides 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 NH, et COOH (domaine CT pour C-terminal) sont

cytoplasmiques.

Boucles extracellulaires

N\

Domaines
transmembranaires

NH,

Extracellulaire

Membrane cytoplasmique

Cytoplasme COOH

!

Boucle cytoplasmique

Figure 13 : Schéma d'une connexine.
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Les connexines s'assemblent par six pour former un hexamere 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 a 4 nm de diamétre
sur 10 nm de longueur (103). Ces jonctions ont une densité de 10* canaux par um? de

membrane, formant une plaque jonctionnelle (104).

Connexine Connexon

Membrane cytoplasmique

Membrane cytoplasmique

Jonction communicante

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 mammiferes (20 chez la souris
et 21 chez I'Homme (Tableau 1V) dont le nom correspond a leur poids moléculaire estimé (101,
102). Il existe également une autre classification en sous-groupes a, B et y (dont les noms
commencent par « GJ » pour Gap Junction), basée sur leur homologie génétique (105). Leur
numeérotation correspond a l'ordre dans lequel elles ont été découvertes. La connexine 43,
correspond dans cette seconde nomenclature a GJal (GJA1) car il s'agit de la premiere

connexine découverte dans le groupe o (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 genes associés.

Connexines murines Connexines humaines

Cx GJ chromosome Cx GJ chromosome
mCx23 10 hCx23 6
hCx25 6
mCx26 | Gjb2 14 hCx26 GJB2 13
mCx29 | Gjel 5 hCx30.2 (hCx31.3) GJET 7
mCx30 | Gjb6 14 hCx30 GJB6 13
mCx30.2 | Gjal1 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 GJBS 1
mCx32 | Gjb1 X hCx32 GJB1 X
mCx33 | Gjab X
mCx36 | Gja9 2 hCx36 GJA9 15
mCx37 | Gjad 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 | Gjal2 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
méme type de connexines, alors il s'agit d'une jonction communicante hétérotypique. La
troisieme possibilité est la jonction communicante hétérotypique dont les connexons sont

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

Hémi-canaux
hétéromériques

Hémi-canaux

homomeériques 9

Jonction communicante  Jonction communicante  Jonction communicante
homotypique hétérotypique hétérotypique

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 (TMACI)> chlorure de tétraéthylammonium (TEACI) (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.
Stratum
corneum
Stratum Cx26 8;‘2?
granulosum Cx30.3 Cx31.1
Cx37
> Cx40| Cx45
Stratum +Cx43
spinosum
Stratum
basale{ } Cx26
Figure 16 : Localisation des connexines dans ['épiderme (105).
Régulation

L'oligomérisation des connexines a pour particularité, par rapport aux autres protéines
membranaires intégrales, de se produire apres la sortie du réticulum endoplasmique, dans le
transport trans-golgien (111). Les connexons sont ensuite transportés vers la membrane
plasmique via des vésicules a I'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 étre impliquées dans leur dégradation : la voie
lysosomale et la voie protéosomale (105, 112). La dynamique de synthese 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 a la surface de la cellule sous forme

fonctionnelle (109, 113).

La communication intercellulaire est régulée a plusieurs niveaux, a la fois par la
composition des canaux (cf supra), mais également par les modifications post-
trasncriptionnelles telles que la phosphorylation, I'acétylation, la nitrosylation, la sumoylation
et I'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 I'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 a la membrane (MAGUK). A |'état quiescent,
Cx-43 se lie préférentiellement a ZO-1, contribuant ainsi a la stabilité de la jonction. Il a
également été démontré que l'interaction de Cx-43 avec ZO-1, permet de contrdler la taille
des canaux (102, 114). Cette interaction régule négativement la taille de la jonction (115). Ainsi,
I'expression de la connexine 43 et son état de phosphorylation varient durant le processus de
cicatrisation. Contrairement aux autres connexines, la Cx-26 ne posséde pas de site de
phosphorylation dans sa partie C-terminale, mais présente de nombreuses modifications post-

traductionnelles (110).

Dans le cas d'une plaie aigle, une diminution de |'expression de toutes les connexines
est observée dans les premieres heures suivant la lésion, puis I'évolution des Cx-26, 30 et 43
va différer (116). Les Cx-26 et 30 vont évoluer de la méme facon, différemment de la Cx-43
(110, 116). Ainsi, dans les 24 h suivant la lésion, une diminution de I'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 I'épiderme
(116-119). Plusieurs jours apres la lésion (5-6 jours), les Cx-26 et -30 restent fortement

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

Pour conclure, dans le cadre d'une plaie aigle, I'expression des Cx-26 et 30 est
rapidement augmentée apres la lésion, tandis que la Cx-43 est fortement diminuée jusqu’a
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).

Lésion cutanée

J inflammation Jfibrose

“Mcontraction plaie Amélioration de la réépithélialisation

™ prolifération kératinocytes ™ angiogénése

I migration fibroblastes

™ vascularisation cutanée

Figure 17 : Principales conséquences de la diminution de la Cx-43 dans le cas de la
cicatrisation d'une plaie aiglie, d’'apres Wong et al., 2016 (121).
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Dans le cas d'une plaie chronique, c'est-a-dire une plaie mettant plus de 6 semaines a
cicatriser, ou qui ne traverse pas correctement les phases de cicatrisation (92), une modification
de I'expression des connexines est observée (Tableau V). Ainsi, des études conduites sur des
biopsies issues de plaies chroniques (pieds diabétiques et ulcéres 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 a elles augmentées dans |'épiderme (110, 120, 122). La

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

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

Type de plaie Cx-43 Cx-26 Cx-30
Plaie aiglie 1 7 7
Plaie chronique ) 7 7

Des thérapeutiques visant a 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 aCT1, ou encore ACT1) et un oligonucléotide antisens (ASODN) de la Cx-43
(124, 125). Le peptide ACT1 vise ainsi a 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
apres des incisions chez 'Homme. Apres 9 mois, les |ésions 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 controle (127).
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Liaison Cx 43 et ZO-1 ACT1 Liaison peptide ACT1 et ZO-1
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Figure 18 : Peptide ACTT.
Le peptide ACTT1 correspond a la partie C-terminale de la Cx-43 associée a la séquence

d'internalisation antennapedia. Ce peptide agit comme un inhibiteur compétitif pour ZO-1,
d‘apres Rhett et al., 2008 (128)

Des essais cliniques ont évalué I'efficacité d'oligonucléotides antisens (ASODN) de la
Cx-43 dans le cadre de traitement d'ulcéres veineux et de pieds diabétiques (études
NCT01199588, NCT00820196 et NCT00820703). Ces ASODN ont pour but de diminuer
I'expression de la Cx-43 en ciblant son ARNm. Les résultats de I'essai clinique NCT00820196
montreraient notamment une réduction de 69 % de la taille de I'ulcére veineux en 4 semaines,

d’'apres Laird and Lampe, 2018 (102).

Par ailleurs, d'autres études cliniques évaluent le peptide ACT1 et I'ASODN afin de

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

Plusieurs mois sont nécessaires a la cicatrisation des lésions cutanées induites par
I'ypérite. Celles-ci rentrent donc dans la définition des plaies chroniques (50). Ainsi, dans cette
these, nous avons étudié I'évolution des Cx apres une exposition cutanée a |'ypérite et a 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 a accélérer la cicatrisation pourraient

étre évaluées.
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l.4. Les effets cérébraux induits par I'ypérite

1.4.1 Principaux effets comportementaux de I'ypérite décrits chez I'Homme

Quelle que soit la voie d’exposition, I'ypérite diffuse dans tout I'organisme et atteint de
nombreux organes via la circulation générale. Cette distribution s'opere rapidement puisque
Yue et al,, 2015, ont détecté la présence, notamment dans le cerveau, d’adduits de I'ypérite a
I’ADN des 10 minutes apres I'exposition (129). De plus, Batal et al., 2015, ont détecté, apres
exposition cutanée, des adduits de I'ypérite avec I'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 |I'organe concentrant le plus d'adduits
(130). Par ailleurs, le cerveau est un organe particulierement sensible au stress oxydatif (131).
Or, I'ypérite induit un stress oxydatif important y compris dans des organes distants du site
d'exposition. Ainsi, apres une injection d'ypérite par voie intrapéritonéale (i.p.) chez des rats,
un stress oxydatif cérébral accompagné d'une perturbation de leur systeme de défense
antioxydant ont été observés (déplétion du glutathion, diminution de la superoxyde
dismutase) (132). De plus, un lien entre I'anxiété et le stress oxydatif a été décrit (133, 134). Du
fait du stress oxydatif et de la présence d'adduits cérébraux induits par I'ypérite, nous pouvons
donc émettre I'hypothese selon laquelle I'ypérite induirait des effets cognitifs et/ou

émotionnels.

Bien que quelques publications aient montré que I'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 a long terme chez des vétérans Iraniens exposés a I'ypérite lors de la
guerre Iran-lrak (1980-1988). Ainsi, une étude conduite entre 2005 et 2006 aupres de 136
vétérans iraniens exposés a |'ypérite décrit, en plus des complications a long terme (cutanées,
oculaires et pulmonaires), des complications neurologiques : 26,86 % des patients présentent
des maux de téte, 16,42 % de I'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 a noter
que ces vétérans ont été exposés a de l'ypérite ainsi qu'a du tabun (agent neurotoxique
organophosphoré). Les effets décrits ne peuvent donc pas étre attribués a 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 a 65 % d'anxiété, de 6 a 46 % de dépression sévere,
98 % de troubles émotionnels, 80 % de comportements anormaux, 80 % de trouble de la
mémoire, 3 % de psychose, de 8 a 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 ou de I'ypérite aurait été utilisée. La premiere ville,
Sardasht, a été le théatre d'utilisation d'armes de guerre a haute intensité ainsi que d'armes
chimiques. En effet, en juin 1987, un bombardement avec 4 ogives de 250 kg contenant de
I'ypérite a eu lieu dans cette ville, exposant ainsi environ 4500 habitants. Des symptomes
caractéristiques de I'ypérite ont été observés tels que des brilures cutanées et oculaires ainsi
que des symptomes respiratoires. La seconde ville est Rabat. Dans cette ville, seul de
I'armement conventionnel a été utilisé, a haute intensité également. La troisieme ville,
Oshnaviyeh, a été exposée a 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). lls
montrent que |'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 lintensité des combats et l'exposition a l'ypérite. N=51 par ville.
D’apres Hashemian et al., 2006 (138).

Ville Sardasht Rabat Oshnavieh
Haute intensité : Haute intensité Faible intensité
Exposition conventionnelle + conventionnelle conventionnelle
chimique
Anxiété sévere 65 % 26 % 18 %
Dépression sévére 41 % 12 % 6 %
PTSD a vie (full lifetime PSTD) 24 % 6 % 0%

Par ailleurs, une étude chinoise rapporte également un lien entre des complications
neuropsychologiques et une exposition a un agent vésicant (139). En effet, 44 victimes ont été
exposées en aolt 2003 a Qigihar en Chine, a un mélange de deux agents vésicants, I'ypérite
et la lewisite, en manipulant 5 fats chimiques abandonnés par I'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 apres I'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 a la présence
de troubles des facultés visuospatiales, de la mémoire a court terme, ainsi que de PTSD et de

dépression suite a cette exposition a 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 I'ypérite, il subsiste des
incertitudes concernant la nature de 'agent, la dose recue par les victimes ainsi que la voie
d'exposition (cutanée, pulmonaire, oculaire,...). Dans le but d'attribuer a I'ypérite les effets
cognitifs et émotionnels décrits chez les victimes iraniennes et chinoises, des études in vivo
conduites en laboratoire sur modele 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 I'ypérite sur le systeme nerveux central.
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1.4.2 Anxiété et mémoire de travail : rappels bibliographiques

Parmi les troubles émotionnels et cognitifs décrits chez les vétérans exposés a |'ypérite,

I'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 I'anxiété basée sur les concepts de Barlow : « I'anxiété est un état
d’esprit orienté vers |'avenir, associé a la préparation possible d'événements négatifs a venir »
(140). En outre, selon le DSM-IV (manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux),
des symptdmes somatiques sont associés aux symptdmes 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 a 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, I'anxiété peut étre décrite comme une peur plus
élaborée permettant a l'individu d'augmenter sa capacité d'adaptation (145). Bien qu'une
distinction entre la peur et l'anxiété puisse étre faite, il existe une similarité dans leurs
mécanismes comportementaux (145). L'expression de I'anxiété et de la peur sera dans les deux
cas la préparation de l'organisme a se défendre, a échapper a une situation de danger (145).
Les manifestations de I'anxiété peuvent étre cognitives, comportementales et physiologiques
(146). Les manifestations somatiques peuvent étre une tension musculaire, des cervicalgies,
des céphalées, des douleurs rachidiennes, des troubles du sommeil et des symptémes digestifs
(147). Les troubles cognitifs associés sont des troubles de la concentration, de I'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 I'anxiété et de la peur sont

I'amygdale, le thalamus, I'hippocampe et le cortex préfrontal (Figure 19).

Amygdale  Hinnocampe

Figure 19 : Principales structures cérébrales impliquées dans le circuit de la peur et de l'anxiété.

L'amygdale

L'amygdale est une structure particulierement 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 I'hippocampe et fait partie du systeme
limbique. Le systéeme limbique est un ensemble structures cérébrales controlant le
comportement affectif, la motivation et certaines formes de mémoire (150). De par ses
nombreuses connexions, (notamment avec I'hippocampe, le thalamus et le cortex), 'amygdale
joue un role essentiel dans les émotions, la récompense, la motivation, I'apprentissage, la
mémoire et |'attention (148, 151, 152). L'amygdale est ainsi impliquée dans la réponse aux

stimuli, au conditionnement. Il a été démontre le role fondamental de I'amygdale dans les
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études de peur conditionnée chez I'animal, par l'association d'un stimulus neutre (son,
environnement spatial) a un stimulus intrinséquement 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 I'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 a la réception
des informations provenant de ses différentes connexions, I'amygdale va agir sur des
structures responsables des réactions somatiques de la peur (tachycardie, sudation...) (155). En

effet, 'amygdale est connectée avec tous les cortex sensoriels (155).

Le thalamus

Le thalamus est une structure du diencéphale principalement constituée de matiere
grise, située au-dessus de I'hypothalamus (150, 156). C'est un ensemble de noyaux ayant
chacun un réle, depuis le relai des informations sensorielles et motrices afférentes jusqu'a la
régulation de la conscience et de la vigilance (156). En effet, une des principales fonctions du
thalamus est de jouer un réle d'interface, de relai, puisqu'il recoit des informations depuis tous
les systemes sensoriels, puis les integre et les transmet vers |'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 systeme limbique, impliquant ainsi le thalamus dans |'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 '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 systeme limbique. Cette structure bilatérale se
situe dans le lobe temporal médian, en prolongement de I'amygdale avec de nombreuses
projections réciproques (159). L'hippocampe joue un role important dans le « controle des
comportements spécifiques des espéces ainsi que dans la mémoire et la navigation spatiale »
(150, 160-164). Une différenciation fonctionnelle de I'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 I'hippocampe joue un
role préférentiel dans I'apprentissage et la mémoire (spatiale notamment), tandis que la partie
antérieure (ventrale) est associée aux émotions (159, 165). Cette derniere est liée
principalement a 'amygdale et a I'hnypothalamus, tandis que la partie dorsale (postérieure) est
principalement liée au néocortex (168, 169). Cependant, I'hippocampe ventral (antérieur) est
également impliqué dans I'acquisition de la mémoire spatiale et le rappel de cette mémoire
engage |'axe dorsoventral de I'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 I'amygdale.

Le cortex préfrontal

Le cortex préfrontal permet le controle des fonctions exécutives et du comportement
au contexte environnemental (150). Il regoit des informations provenant de nombreuses
structures telles que l'amygdale, le thalamus, le cortex sensoriel associatif. La région
préfrontale inférieure envoie des projections sur I'amygdale et I'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 I'hippocampe,
I'amygdale et le cortex préfrontal. L'interaction de I'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 recoit les informations via le thalamus. Le
cortex préfrontal a pour réle d'analyser des stimulus et des situations complexes et de
controler les réponses émotionnelles (145). Ainsi, le cortex préfrontal va maintenir ou freiner

I'amygdale en fonction de son analyse de la situation.

Les circuits de la peur

Les structures impliquées dans la peur et de I'anxiété s'articulent en deux circuits : le
circuit court (voie ventrale), passant du thalamus a I'amygdale, et le circuit long (voie dorsale)

impliquant de plus le cortex préfrontal et I'hippocampe (Figure 20).

Cortex préfrontal
Analyse la situation

Hippocampe
Contexte

Circuitlong

Circuitcourt

Thalamus Amygdale
Stimulus Réponse
émotionnel émotionnelle

Figure 20 : Circuits de la peur.

Le circuit court transmet l'information du thalamus vers 'amygdale qui activera rapidement les
réponses émotionnelles. Le circuit long passera par le cortex préfrontal et '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 ceuvre de la voie
courte, du thalamus a I'amygdale, nécessite quelques millisecondes (12 ms chez le rat pour
une stimulation acoustique), tandis que la voie longue (incluant le cortex et I'hippocampe)
nécessite deux fois plus de temps (155). En effet, dans la voie longue, le cortex va analyser
I'information tandis que I'hippocampe va mémoriser le contexte associé au stimulus. Le cortex
et I'hippocampe maintiendront ou freineront I'action de I'amygdale (151, 155, 163, 171). La
voie courte, plus rapide, a ainsi un role dans la survie, tandis que la voie longue permet de
rationaliser le danger potentiel grace a 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 I'amygdale et I'hippocampe. Il a été démontré que I'amygdale
joue un role essentiel dans la « mémoire émotionnelle » puisqu’une Iésion de I'amygdale abolit
ce type de mémoire (150, 173). Ainsi les évenements liés a des émotions fortes seront plus
facilement mémorisés notamment grace aux glucocorticoides passant au niveau du systeme
nerveux central (164, 174-176). En effet, une étude conduite chez des souris a montré un
passage rapide et transitoire de glucocorticoides dans I'hippocampe aprés un stress aigu et
une inversion de la mémoire sérielle (177). Un contexte associé a un événement traumatisant
pourra étre source d'anxiété. En outre, une réduction du volume de I'hippocampe de 6 a 8 %
a été observée chez des vétérans souffrant de stress post-traumatique (178). Chez I'animal, il
a été observé que le stress chronique induit également une dégénérescence de I'hippocampe
via un taux anormalement et durablement élevé de glucocorticoides (150, 178). De méme,
dans le cas de pathologies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, une
dégénérescence des neurones hippocampiques en lien avec une altération de 'homéostasie

des glucocorticoides 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 premiére réponse consiste en la transmission
d'un message nerveux par I'hypothalamus, via la moelle épiniere, jusqu’aux glandes surrénales
(partie médullaire) afin de libérer des catécholamines, I'adrénaline en particulier (150). Cette

premiere réponse, tres rapide, de |'ordre de la seconde, permet a I'organisme d'étre en état
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d'alerte avec une vigilance augmentée (150, 181). En paralléle de cette premiére réponse
rapide, la stimulation de I'amygdale va conduire a la synthése du peptide corticolibérine (ou
CRH pour corticotropin releasing hormone) dans I'hypothalamus vers I'hypophyse qui libere
de la corticotropine (ou ACTH pour adrenocorticotropic hormone), conduisant a la synthese
et a la libération de glucocorticoides (cortisol chez I'Homme et corticostérone chez le rongeur)
par le cortex des glandes surrénales (150, 181). Les glucocorticoides vont permettre a
I'organisme de concentrer les dépenses énergétiques au niveau des muscles et du cerveau et
de réduire les autres dépenses énergétiques afin de le préparer a la fuite ou a la survie. Cette
voie du cortisol est activée en quelques minutes ou quelques heures (150). Ainsi, I'association
des deux séquences de réponses va permettre de préparer I'organisme a la survie ou la fuite
de facon rapide, et de concentrer les ressources nécessaires via la réponse plus lente (Figure

21) (150).
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Réponse rapide ka”ess Réponse lente

Thalamus, amygdale, cortex
préfrontal, hippocampe

Hypothalamus

Hypophyse

Glandes surrénales Glandes surrénales
meédulla cortex

Catécholamines « Glucocorticoides

Préparationde I'organisme a la Mobilisation des ressources
fuite, survie énergétiques

Figure 21 : Réponse de l'organisme face a un stress.

Apres analyse de la situation par le thalamus, 'amygdale, le cortex préfrontal et ['hippocampe,
['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 a la fuite et a la survie. Dans un second temps, ['hypothalamus va également
synthétiser le peptide CRH a destination de ['hypophyse qui va libérer de 'ACTH. L'ATCH va
agir sur la partie corticale des glandes surrénales conduisant a la libération de glucocorticoides
qui permettront la mobilisation des ressources énergétiques.
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Classification des systemes de mémoire

En 1992, Squire a proposé une classification dichotomique de la mémoire basée sur
des observations menées chez 'Homme et I'animal (160, 182). Ainsi, la mémoire peut étre
divisée en deux systemes : la mémoire déclarative (explicite) et la mémoire non-déclarative

(implicite) (157).

La mémoire déclarative ou explicite correspond aux informations stockées, accessibles
a la conscience, tandis que la mémoire non déclarative, ou implicite, est généralement non
accessible a 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 facon
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 I'hippocampe, le cortex et I'amygdale (183).

A l'inverse, dans la mémoire non déclarative, ou implicite, le rappel des souvenirs
s'effectue de maniere inconsciente sans le contexte associé. Cette mémoire concerne ainsi les
habiletés motrices, cognitives et perceptives, les associations et indices d’amorcage et le
conditionnement classique (157, 182, 184, 185). La mémoire non déclarative dépend

essentiellement du striatum, du néocortex, de I'amygdale et du cervelet (160, 182).

Les mémoires déclarative et non déclarative font toutes deux partie de la mémoire a
long-terme. En effet, une notion de durée peut étre ajoutée a cette classification (Figure 22).
Ainsi, 3 types de mémoires peuvent étre distingués en fonction de leur durée : la mémoire
immédiate (moins d'une seconde), la mémoire de travail ou a court-terme (de quelques
secondes a quelques minutes) et la mémoire a long terme (plusieurs jours a années) (157). Par
un mécanisme de consolidation du souvenir, des informations de la mémoire a court-terme
peuvent étre encodées dans la mémoire a long-terme (157). La mémoire de travail, a court-

terme, est généralement étudiée dans le contexte de la mémoire déclarative (157).
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Mémoire

Mémaoire a court
terme
Mémoire de travail

Mémoire a long
terme

Non-déclarative ou
implicite

Déclarative ou
explicite

 Amorcageet
Sémantique Episodique \ Procédurale ) apprentissages
_ perceptifs

Diencéphale
Lobe temporal médian Néocortex
(hippocampe, amygdale,

cortex)

Conditionnement
classique

Réponse
émotionnelle
Amygdale

Figure 22 : Classification dichotomique de la mémoire chez 'Homme.
Ce modele distingue la mémoire a court-terme et a 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 modele de classification de la mémoire est celui proposé par Tulving en 1995.
Dans son modele, les mémoires sémantique et épisodique appartiennent a deux systéemes
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-a-dire,
quoi, ou et quand (186). Les souvenirs en mémoire épisodique impliquent donc une
composante temporelle. La mémoire épisodique est sous-tendue par le cortex préfrontal pour
I'encodage et le rappel (187). La mémoire épisodique a été décrite comme étant uniquement
présente chez I'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 caractére périssable ou non (187, 188). Dans le modele de Tulving, la mémoire

épisodique est représentée au-dessus des autres systemes de mémoire. Son modeéle est dit
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Sériel, Parallele et Indépendant (SPI). Dans le modele de Tulving, I'encodage des informations
est sériel et dépend des systemes de mémoire précédents a partir du systeme de
représentations perceptives jusqu'a la mémoire épisodique (Figure 23). Le stockage des
informations se fait de facon parallele dans les systémes de mémoire, et le rappel des
informations d'un systeme de mémoire est indépendant des autres systemes (189). L'une des
limites de ce modele est la relation entre la mémoire procédurale et les autres systemes. Un
modele intégrant la notion de buffer épisodique proposée par Baddeley, permettrait de faire

le lien entre la mémoire de travail, procédurale, et les autres systemes de mémoire (189).
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Figure 23 : Modele de Tulving SPI (sériel, parallele et indépendant).

Dans ce modele, la mémoire épisodique est placée au-dessus des autres systemes de mémoire.
L'encodage des informations se fait en série (du systéme des représentations perceptives a la
mémoire épisodique(189)), le stockage des informations est effectué en parallele dans les
différents systemes. Le rappel des informations est indépendant, c’est-a-dire que seul le rappel
s'effectue dans le systeme le plus approprié, indépendamment des autres systemes.
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La mémoire de travail

La mémoire de travail se référe a un systéme cérébral qui permet un stockage
temporaire et une manipulation des informations nécessaires pour des taches cognitives
complexes telles que la compréhension du langage, I'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 réle crucial dans la mémoire de travail (155, 191, 192). Le
modele de mémoire de travail de Baddeley et Hitch (1974) distingue un centre exécutif et deux
sous-systemes dits « esclaves » : la boucle phonologique et le calepin visuospatial (193, 194).
Le centre exécutif coordonne et supervise les deux sous-systemes permettant de stocker et de
traiter simultanément des informations (189, 195). Il alloue I'espace de mémoire en fonction
des besoins des sous-systemes en augmentant la mémoire de I'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 tres bréve, de I'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 €galement intervenir un mécanisme pour
récapituler les informations contenues dans I'espace de stockage (196). En 2000, Baddeley a
ajouté a son modele 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 tache réalisée, I'information est effacée s'il n'y a pas de consolidation.
Ainsi, une caractéristique de la mémoire de travail est un stockage de I'information durant un

temps court, suivi de son effacement, ce qui nécessite une flexibilité cognitive.
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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 a la fois les informations liées a 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 a I'anxiété et ceux
liés aux taches. 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 I'organisme a lutter
ou fuir. Cependant, lorsque le stress devient chronique, ces modifications vont conduire a des
perturbations neurochimiques et neurobiologiques affectant le fonctionnement de structures

cérébrales, notamment celles impliquées dans la mémoire de travail et I'attention (150, 173).

Afin d'étudier les effets cognitifs et émotionnels propres a I'ypérite, la seconde partie
de cette thése s'attachera a explorer, chez I'animal, I'anxiété et les troubles de la mémoire de
travail apres exposition a un analogue de I'ypérite, le CEES. Ces résultats permettront ainsi
d'étudier les effets d'un agent vésicant apres une exposition cutanée, sans le biais induit par
le stress de guerre chez I'Homme. En effet, les études décrivant les effets comportementaux
de I'ypérite ont été conduites aupres de victimes dont I'exposition au toxique, non quantifiable,
a pu étre multiple, via plusieurs voies d'exposition (pulmonaire, oculaire, cutanée...), sous
forme liquide et/ou vapeurs, dans des conditions thermiques non définies (la chaleur et
I'numidité modifiant la volatilité et la pénétration de I'ypérite). A ces variables, s'ajoute le stress
de guerre qui est par ailleurs connu comme pouvant induire a lui seul des troubles cognitifs

et émotionnels (201-203).
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[l. OBJECTIFS

I.1. Premiere partie : effets cutanés

La premiere partie de cette these porte sur les effets cutanés et visait a évaluer la
pertinence et les limites du CEES, analogue de I'ypérite. En effet, du fait des restrictions légales
d'utilisation de I'ypérite, de nombreux laboratoires se tournent vers cet analogue. Cependant,
tres peu d'études ont comparé les lésions induites par le CEES avec celles induites par I'ypérite.
Apreés la mise au point d'un modeéle d'exposition au CEES, les lésions obtenues avec le CEES
d'une part et I'ypérite d'autre part ont été comparées. La finalité de cette partie était
I'évaluation de deux molécules a visée thérapeutique agissant sur la Cx-43 afin d'accélérer la

cicatrisation cutanée apres une exposition au CEES.

Objectif 1 : mise au point des brllures cutanées au CEES et a I'ypérite
Cet objectif a consisté a mettre au point les modéles d'exposition aux vapeurs
saturantes de CEES et d'ypérite afin de créer des Iésions 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 a comparer les lésions cutanées obtenues avec le CEES et
I'ypérite, a partir des modeles et protocoles validés dans I'objectif 1. Cette comparaison avait

pour but d'évaluer la pertinence de I'utilisation du CEES comme analogue de I'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 troisieme objectif de la partie cutanée était un objectif a 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.

I.2. Seconde partie : effets cérébraux

La seconde partie de cette these porte sur les effets cérébraux de I'ypérite. Cette partie
trouve son origine dans des publications, principalement iraniennes, décrivant des effets
psychiques chez des victimes ayant été exposées a |'ypérite (137). Cependant, il est difficile
d'attribuer ces effets a I'ypérite en elle-méme, principalement a 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 a une exposition cutanée
a un agent vésicant

Cet objectif avait pour but d'évaluer, grace a des tests comportementaux, la réponse
émotionnelle et cognitive de souris exposées au CEES par voie cutanée. Cet objectif a été
réalisé en collaboration avec I'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 apres une exposition cutanée

Ce second objectif de la partie cérébrale a consisté a rechercher la présence d'adduits
cérébraux apres une exposition cutanée au CEES et a étudier leur persistance. Cet objectif a
fait I'objet d'une collaboration avec le Commissariat a I'Energie Atomique et aux énergies

alternatives (CEA — IRIG/DIESE/SyMMES/CIBEST, UMR 5819 CEA-CNRS-UGA) de Grenoble.
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I1l. MATERIELS ET METHODES

[1I.1. Partie cutanée

Agents vésicants : l'ypérite et le CEES

L'ypérite (HD) a été fournie par DGA maitrise NRBC (Vert-le-Petit). Cet établissement
est le seul habilité en France par 'OIAC a synthétiser « a des fins médicales, pharmaceutiques,
de recherche ou de protection » des agents chimiques réglementés inscrits au tableau 1. Les
expérimentations ont eu lieu a I'Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA) au sein
du Laboratoire de Toxicologie du batiment confiné, habilité a héberger des recherches avec

de l'ypérite. L'ypérite a été utilisée pure.

Du fait de la restriction d'utilisation de I'ypérite, de nombreux laboratoires travaillant
sur cet agent sont contraints de la substituer par un de ses analogues (Figure 24) (204, 205).
L'ypérite, posseéde de nombreux analogues plus ou moins proches structurellement. Parmi eux,
le CEES (2-chloroéthyle éthyle sulfide) est le plus proche puisqu'il ne difféere de I'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
tres 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 | de la CIAC, a été acheté chez Sigma Aldrich
(référence 242640). Tout comme |'ypérite, le CEES est sous forme liquide et émet des vapeurs
a température ambiante. Sa volatilité est de 16 570 mg/m?* a 20 °C (207) tandis que celle de
I'ypérite est de 610 mg/m?® & 20 °C (208). Ainsi, il est donc possible de mimer des Iésions
induites par |'ypérite avec du CEES, a la fois par une exposition liquide et également par une
exposition vapeur. Les propriétés physico-chimiques du CEES sont proches de celles de
I'ypérite. Le CEES semble donc étre I'analogue le plus pertinent de I'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 a celle de I'HD puisque les Doses Létales
50 (LD50) de I'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 VIl : Comparaison de l'ypérite et du CEES.
DL50 : dose létale 50, s.c. : sous-cutané, p.c. : per cutané, iLp. : intrapéritonéal

Pression
Masse Densité Point de Volatilité DL50
Solubilité
Formule molaire de d’ébullition vapeur Log Kow (mg/m3, souris
(mg/L, 25°C)
(g/mol)  vapeurs (§(9) (mm Hg, 20°C) (mg/kg)
25°C)
19,3 (s.c.)
2,41-
Ypérite CaHsCI2S 150,07 54 218 0,11 684 610 9,7 (p.c.)
2,55
48 (i.p)
566 (s.c.)
CEES C4HoCIS 124,63 4,27 156,5 34 1062 2,2 16570 1425 (p.c.)
17,7 (i.p)

Les mémes précautions de manipulation ont été prises pour I'ypérite et pour le CEES, a

savoir :

- Equipements de Protection Individuels (EPI) : gants butyle, tablier et manchettes
Tychem® 6000 F, Appareil Normal de Protection (ANP) avec des cartouches filtrantes
A2B2P3 a proximité.

- Equipements de protection collective : manipulation sous hotte chimique, Appareil
Portatif de Contréle de Contamination a 4 Canaux (AP4C) afin de contréler 'ambiance

chimique.
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Les consommables ayant été en contact avec le CEES ou |'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 |'exposition (pinces, pipettes...) ont été

décontaminés avec une solution d'hypochlorite de sodium a 2,6 %.

Modele animal : la souris SKH-1

Comme il a été décrit précédemment, I'ypérite touche de nombreuses cibles cellulaires
et moléculaires, rendant notamment la cicatrisation complexe et retardée. Pour étudier I'effet
cicatrisant de molécules candidates, il est donc nécessaire d'utiliser un modeéle animal en
I'absence de modele alternatif pertinent pour étudier la cicatrisation des lésions induites par
les vésicants. Le modele animal choisi est la souris sans poils SKH-1 provenant de Charles

River© (Crl:SKH1Hr™ fonds génétique albinos (210)) (Figure 25).

N
- £\

Figure 25 : Souris SKH-1 (Charles River©)

Cette souche, non consanguine, a l'avantage d'étre sans poils tout en étant
immunocompétente. Il n'est ainsi pas nécessaire de la raser ou d'appliquer une créme
dépilatoire évitant ainsi de créer des microlésions ou des bralures chimiques. Ce modéle a de
plus I'avantage d'étre documenté et classiquement utilisé pour étudier les effets cutanés des
lésions a I'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 'Homme et possede 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, fleche
noire : utricule connecté a la surface de la peau

L'épaisseur de la peau de la souris SKH-1 est de 22 + 2 um pour I'épiderme et de 140
+ 10 um pour le derme (chez des femelles) (213). L'épaisseur de |'épiderme est identique entre
les males et les femelles, tandis que le derme est plus épais chez le male et I'hypoderme plus
mince que chez la femelle (211). Pour cette these, seules des souris males ont été utilisées pour

avoir une homogeénéité des coupes de peau et s'affranchir des fluctuations hormonales.

Les souris SKH-1 ont été recues a un age de 5 semaines, puis utilisées apres une
semaine de quarantaine et de stabulation. Les animaux ont été hébergés par 4 en cages
collectives jusqu’au jour de I'exposition. Apres exposition, les souris ont été placées en cages
individuelles jusqu’a la fin de la procédure afin de réduire le risque de lésions cutanées par
griffures et morsures entre congéneéres. 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®) a 150 mg/kg en i.p. suivie d'une dislocation cervicale. Des prélevements de peau,

de sang et du cerveau ont ensuite été réalisés.
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Suivi des animaux

Suivi macroscopique

Afin de suivre I'évolution de la lésion et sa cicatrisation, de nombreux parametres
cutanés ont été évalués quotidiennement. Pour cela, I'unité Vésicants s'est dotée d'un plateau
technique d'ingénierie cutanée permettant de mesurer de nombreux parameétres de fagon non
invasive. Toutes ces mesures ont été effectuées sur I'animal anesthésié par voie gazeuse
(isoflurane dans I'air médical). L'anesthésie est induite dans une boite (isoflurane a 4-5 %, débit
2 L/min) puis I'anesthésie est maintenue au masque apres 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 modeéle miniHUB V3 de Temsega® (Figure 27). Durant toute I'anesthésie, les
souris ont été placées sur un plateau chauffant pour prévenir I'hypothermie engendrée par

I'anesthésie.

Figure 27 : Poste d'anesthésie gazeuse MiniHUB V3 de Temsega®.
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Surface des lésions

Le premier parametre mesuré était la surface des lésions afin de comparer leur taille.
Dans ce but, les lésions ont été photographiées quotidiennement a I'aide d'un appareil photo
Nikon® D40X avec un objectif Sigma© 17-70 mmf/2,8-4 DC Macro. Grace a un systeme de
fixation de I'appareil réalisé sur mesure dans les ateliers de I'IRBA, la distance entre I'objectif
et 'animal restait constante (Figure 28). De plus, des étiquettes portant I'identifiant de I'animal,
la date, ainsi qu'un repére de 2 cm étaient placées a c6té de chaque animal afin de calibrer
I'échelle de mesure pour le calcul des surfaces de lésions. Plusieurs éclairages étaient
positionnés autour de l'animal afin d'illuminer les lésions de facon homogéne. Les
photographies ont ensuite été analysées a I'aide du logiciel ImageJ afin de calculer la surface
des lésions. Pour cela, I'échelle de mesure a été calibrée puis I'image a été séparée selon les
canaux Red Green et Blue. Seule I'image dans le canal Blue est analysée. Le seuil (threshold)
est ensuite ajusté afin de mettre en surbrillance les zones |ésées. 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-a-dire |'évaporation de l'eau a
travers la peau, exprimée en g/m*h. Ce paramétre refléte la fonction barriére de la peau,
parameétre important de la cicatrisation (214). Il existe deux catégories d'appareils pour
mesurer la PIE : les appareils a chambre ouverte (Monaderm® - Tewameter) et ceux a chambre
fermée (Delfin technologies® - Vapometer) (215). L'avantage des systémes a chambre fermée
tel que le Vapometer est de fournir des mesures non perturbées par le flux d'air ambiant. Dans
les laboratoires de I'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 thése (Figure 29). L'appareil est muni d'un adaptateur de 4,5
mm de diametre afin de ne recouvrir que la zone exposée. Le Vapometer est posé a la surface
de la zone cutanée a mesurer, et enregistre I'augmentation de I'humidité relative dans la
chambre de mesure par comparaison avec I'humidité ambiante. La mesure est obtenue au
bout d'une période de quelques secondes. Toutes nos mesures ont été effectuées dans une
méme salle d’expérimentation, a un endroit défini et constant. Les parametres 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 a l'aide du MoisterMeterD (Delfin
technologies®) (Figure 30). Cet appareil mesure la constante diélectrique de la peau et des
tissus sous-cutanés de maniere non-invasive, en appliquant la sonde sur la peau de I'animal.
Le résultat s'affiche sur I'écran au bout de quelques secondes. La constante diélectrique de la
peau est proportionnelle a son taux d'hydratation. Ainsi, plus la valeur est élevée, plus le tissu
contient de I'eau. A l'inverse, une valeur faible signera une déshydratation. Plusieurs sondes
existent en fonction de I'épaisseur de la peau a mesurer (216). Nous avons opté pour la sonde
de 10 mm de diametre permettant de mesurer I'hydratation jusqu’'a 500 um de profondeur,
qui est ainsi adaptée a I'épaisseur de la peau des souris. En effet, nos mesures ont montré que
I'épaisseur moyenne de la peau des souris SKH-1 (de I'épiderme jusqu’a la partie dorsale de la

couche musculaire) était comprise entre 550 et 650 um.
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Figure 30 : MoisterMeterD (Delfin technologies®) équipé de la sonde permettant de mesurer
['hydratation cutanée chez la sourts.
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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
parameétres tels que les valeurs RGB (Red, Green, Blue), le taux de mélanine, I'Individual
Typology Angle (ITA) qui classifie la teinte de la peau entre — 90° et + 90°. L'ITA est calculé a
partir de la clarté de la zone allant du noir au blanc (de 0 a 100) et de la couleur allant du bleu

au jaune (- 128 a + 127). Plus la peau est claire, plus I'ITA est élevé et inversement (
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Tableau VIII). Les souris de notre étude avaient toutes le méme phototype (couleur de
peau), leur ITA initial était donc identique. Ainsi, lorsque la souris présente une lésion, la valeur
de I'ITA est basse. Plus la crolte a la surface de la Iésion est foncée, plus I'lTA 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 I'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 cm?.

o

=

Figure 31 : Skin Color Catch (Delfin Technologies®).
Appareil permettant d'estimer la couleur de la peau gréce a la mesure de U'Individual Typology
Angle (ITA).
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Tableau VIl : Classification de la teinte de la peau en fonction du degré ITA (selon la notice de
Delfin Technologies®)

Classification de la teinte de

ITA (°)
la peau
55-90 Tres claire
41-54 Claire
28-40 Intermédiaire
10 - 27 Bronzée
-30-9 Marron
-90 - -29 Foncée

Score combiné lésionnel

Afin de compiler les différents parametres 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
parameétres aient la méme incidence sur le score final. L'expression du score combiné Iésionnel

est la suivante :

Score combiné lésionnel = (S + PIE) — (HC + ITA)

D’apres 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 I'lITA et le taux d'hydratation diminuent, plus le score combiné Iésionnel sera

élevé et la peau sera lésée.

Ce score, exprimé en pourcentage, permet ainsi de quantifier la Iésion en prenant en

compte les parametres cutanés mesurés de fagon non invasive.
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Analyses histologiques

Prélevement de biopsies

Lors du sacrifice des animaux, un repére est tracé au niveau de la nuque de I'animal
puis la peau du dos est découpée et déposée sur un plateau en inox désinfecté entre chaque
préléevement (Figure 32). Des biopsies de peau des zones exposées et témoins sont ensuite
prélevées a I'aide de punchs stériles de 8 mm de diamétre. Les biopsies de peau sont ensuite
placées sur un morceau de polystyrene et maintenues a l'aide d’aiguilles. Les biopsies sont
immergées dans du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % dans du Phosphate Buffer Saline (PBS)
(Cliniscience ref : ART068PFA) pendant 24 h, puis transférées dans du PBS 1X pendant 24 a 48
h. Elles sont ensuite placées dans des cassettes d'inclusion puis disposées dans les paniers de
I'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 prélevement de biopsies cutanées.
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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 um, posées sur des lames SuperFrost® Plus Gold (réf : 045795).
Une coloration Hémalun, Phloxine, Safran (HPS) est ensuite réalisée a l'aide de |'automate
Leica® ST5020, puis apres des bains successifs d'éthanol et de xylene pour déshydrater les
coupes, les lames sont montées avec de I'Eukitt®. Les lames ont ensuite été scannées et
analysées a l'aide du scanner de lames NanoZommer (Hamamatsu®) et du logiciel NDP
view®, La coloration HPS permet de colorer les noyaux par I'hémalun (tons violets), le
cytoplasme par la phloxine (tons roses), et le collagéne 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 |.

Brievement, les lames sont tout d’'abord déparaffinées par passages successifs dans
plusieurs bains: xylene, 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 empéchent la
fixation des anticorps. Apres 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 I'Emerald (ref 936B-08 Cell marque)
avant l'incubation avec l'anticorps primaire dilué dans de I'Emerald (ref 936B-08 de Cell
marque®). Afin de visualiser |'expression de la connexine 43 dans les coupes de peau,
I'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
I'anticorps dure toute une nuit. Un controle négatif est systématiquement réalisé sur chaque

lame avec de I'Emerald seul. Ce controle permettra de visualiser le bruit de fond du marquage.
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La peroxydase endogene est ensuite bloquée par de I'eau oxygénée avant incubation avec
I'anticorps secondaire, ImmPress® HRP antiRabbit IgG polymer detection kit (ref MP-7451,
Vector). Cet anticorps, issu de la chevre, est couplé a I'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'intérét. Avant la
déshydratation puis le montage des lames, une contre-coloration a I'hémalun permet de

marquer les noyaux.

Analyses en biologie moléculaire

Prélevement des biopsies

En vue de la réalisation des analyses de biologie moléculaire, des biopsies de peau des
zones exposées et témoins sont prélevées a l'aide de punchs stériles de 8 mm de diametre.
Les biopsies sont ensuite coupées a l'aide d'un bistouri stérile en quatre morceaux puis
plongées dans du RNAlater™ (ref AM7021 Thermofisher scientific®) afin de préserver les ARN.
Les biopsies sont conservées 24 h a 4 °C puis stockées a -20 °C dans l'attente de I'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 a partir des tissus riches en lipides grace a une
lyse par du phénol/sels de guanidine suivie d'une purification sur membrane (Annexe ). Les
biopsies sont broyées au moyen de I'homogénéiseur a 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 diamétre (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 a 7 m/s est lancé. Du chloroforme est ensuite ajouté a 'homogénat obtenu afin
de séparer les ARN de I'ADN, des protéines et des débris cellulaires a I'aide d'une
centrifugation. Deux phases, aqueuse et organique, sont ainsi obtenues. Les ARN se trouvent
dans la phase supérieure, aqueuse ; les ADN a l'interphase ; les proéines et les débris cellulaires
dans la phase organique inférieure. Les ARN sont ensuite récupérés, puis de I'éthanol est
ajouté pour obtenir les conditions optimales de liaison de I’/ARN sur la membrane filtrante des
colonnes. Apres différents ringages, permettant I'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 I'absence de contamination.
En effet, le rapport DO2sonm/DO2s0nm permet de déterminer I'absence de contamination par des
protéines puisque les acides nucléiques absorbent a 260 nm tandis que les protéines a 280
nm. Le rapport DOz6onm/DO230nm permet de mettre en avant une contamination par des
composés organiques qui absorbent a 230 nm. Ces rapports doivent étre compris entre 2 et

2,2 pour que I'échantillon soit considéré comme pur.

La qualité des ARN est vérifiée par I’Agilent RNA tapestation© en utilisant le kit Agilent
RNA 6000 Nano Kit (ref 5067-1511). Cet appareil sépare les ARN par électrophoréese sur des
micropuces puis détecte leur fluorescence induite par un laser. Le logiciel de I'appareil génere
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 a

5 ont été utilisés.

Tableau IX : Evaluation de la qualité des ARN selon leur RIN

Qualité Utilisation ?
>7 Bonne oul
5-7 Moyenne oul
<5 Mauvaise non
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RT-qPCR

Afin d'évaluer l'expression des genes d'intérét, nous avons réalisé des RT-qPCR
(Reverse transcriptase quantitative Polymerase Chain Reaction). Cette technique nous permet
de quantifier les ARNm de génes d'intérét contenus dans nos échantillons. Une étape de
transcription inverse est tout d'abord nécessaire afin de rétrotranscrire les ARNm en ADNc
(Annexe lll). Pour cela, nous avons utilisé le kit Rt* First Strand Kit de Qiagen® (330401).
Brievement, les ARN sont dilués dans I'eau « RNase free » pour obtenir une quantité d’ARN
constante (0,5 ug) puis le « genomic DNA elimination mix » est ajouté. Les échantillons sont
incubés 5 minutes a 42 °C puis placés sur glace pendant au moins 1 minute. Un « reverse-
transcription mix » contenant une transcriptase inverse est préparé. 10 uL de ce mélange sont
ajoutés aux échantillons précédents. Une incubation a 42 °C pendant 15 minutes permet
I'activation de I'enzyme puis la réaction est stoppée par une incubation a 95 °C pendant 5
minutes. De I'eau « RNase free » est ajoutée puis les échantillons sont congelés a -20 °C dans

I'attente de I'étape de PCR.

Les genes d'intérét portaient sur I'inflammation, le remodelage cutané et les
connexines. Les genes étudiés ainsi que les genes de référence (HG pour "housekeeping

genes") utilisés étaient (Tableau X) :

Tableau X : Liste des genes étudiés et des genes de référence (Housekeeping Genes ou H)

Nom Description Code
Mmp1la Matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase) ) NM_032006
- - Remodelage cutané
Mmp9 Matrix metallopeptidase 9 NM_013599
Gja1l Gap junction protein, alpha 1 ] NM_010288
Gjb2 Gap junction protein, beta 2 Connexmgé 43, 26 et NM_008125
Gjb6 Gap junction protein, beta 6 NM_008128
Tnfa Tumor necrosis factor alpha NM_013693
116 Interleukin 6 Inflammation NM_001314054
111b Interleukin 1 beta NM_008361
Krt1 Keratin 1 Kératine NM_008473
Cell division cycle 73, Paf1/RNA polymerase I
Cdc73 complex com)gnonent, hom/olog (2. cyerevisiae) NM_145991
Rplp0 Ribosomal protein, largo, PO HG 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-revétues des amorces
des genes d'intérét et la lecture effectuée sur des LightCycler® 480 de Roche® (LC480)
(Annexe IV). Briegvement I'eau de grade PCR a été ajouté au mélange enzymatique du kit RT?
SYBR® Green qPCR Master Mix (ref 330509, Qiagen) contenant la Tag DNA Polymérase, les
nucléotides (dATP, dCTP, dGTP et dTCP) et le fluorophore SYBR Green qui se fixe sur I'ADN.
Les échantillons d’ADNc sont ensuite distribués selon le plan de plaque défini. Le complexe
ADN double brin/SYBR Green absorbe la lumiere bleue (Amax = 497 nm) et émet de la lumiere
verte (Amax = 520 nm). Ainsi, la fluorescence émise permet de déterminer la quantité d’ADN
présente. Toutes les manipulations sont réalisées sur glace et a I'abri de la lumiére puisque
I'enzyme est photosensible. Les plaques sont scellées puis centrifugées rapidement avant
d'étre placées dans le lecteur LC480. Le programme avec les parametres définis de
dénaturation, d’amplification, de fusion et de refroidissement a ensuite été lancé. Le LC480
mesure la fluorescence émise a 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 a 35 ne seraient
pas pris en compte. Des contrdles internes ont été réalisés afin de s'assurer du bon
déroulement de la PCR, a la fois au sein d'une méme plaque mais également entre les plaques
puisqu'il ne devait pas y avoir plus de deux cycles d'écart entre les controles positifs de chaque
plaque. Les delta Ct (ACt) ont été calculés (Ctgene dintérst — Clmoyen des HG) apres analyse avec le
logiciel geNorm® pour déterminer quels HG étaient les plus stables et allaient étre utilisés
pour la normalisation. Les HG retenus étaient Cdc73 et Rplp0O pour le calcul de leur moyenne
géométrique. Ensuite le Delta Delta Ct (AACt = ACtexp - ACteontrsle) puis le Fold Change (FC,
également appelé RQ pour Relative Quantification) ont été calculés par rapport au groupe

ANCt

contréle : 2°44Y_ Ainsi, si le FC est supérieur a 1, alors le géne est régulé positivement, tandis

que si le FC est inférieur a 1, alors le gene est régulé négativement.
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Molécules thérapeutiques

Pour le troisieme 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 a T+4h (immédiatement apres la décontamination) puis a J1, J2 et J3. Selon
les groupes expérimentau, les souris ont été sacrifiées a J1, J3, J7 et J14 post-exposition afin

de réaliser des biopsies cutanées.

Oligonucléotide antisens de la connexine 43

La séquence utilisée est I'ID numéro 2 : GTA ATT GCG GCA GGA GGA ATT GTT TCT GTC
dont la séquence correspond a 100 % avec le génome de la souris pour le gene de la connexine
43 (GJAT) d'apres le logiciel Blast©. Cet antisens de 9 649 g/mol a été obtenu chez Sigma®©.
L'aliquot recu a été centrifugé puis remis en suspension dans du tampon Tris-EDTA (TE Buffer)
pour obtenir une solution a une concentration de 100 uM, conservée a -20 °C. Cette solution
a été dosée au Nanodrop® afin de vérifier la concentration obtenue. Cette solution mére a
ensuite été diluée extemporanément a 20 uM dans du gel pluronic© F-127 avant I'application
sur les lésions. 40 pL ont ensuite été appliqués sur les zones exposées a |'aide d'une pipette

dont les cones 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 a la partie C-terminale de la connexine 43 (RPRPDDLEI) associée a 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 a la demande par Sigma®©. Le peptide a été centrifugé
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puis remis en suspension dans du TE Buffer a 10,3 mM et stocké a — 20 °C. Puis les jours
d'application du traitement, le peptide a été dilué extemporanément dans du gel Pluronic©
F-127 a 200 uM. 40 pL ont ensuite été appliqués sur les zones exposées a l'aide d'une pipette

dont les cones ont été maintenus sur glace afin de maintenir la solution sous forme liquide.
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[11.2. 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
I'INCIA, nous ne pouvions donc pas utiliser d'ypérite pour des raisons réglementaires. Nous
nous sommes donc tournés vers le CEES, analogue de I'ypérite dont I'utilisation n’est pas
réglementée par I'OIAC. Il est ainsi possible de se le procurer aupres de fournisseurs de
produits chimiques classiques tel que Sigma Aldrich (réf : 242640), et peut étre manipulé dans
des laboratoires standards sous réserve d'utiliser les équipements de protection individuels

(EPI) et collectifs adéquats.

Modele animal : souris C57/Bl6 et SKH-1

Objectif 1: Pour I'étude comportementale, le modele utilisé était la souris male
consanguine C57/BI6J. En effet, aucun modele alternatif ne permettait d'étudier les effets
cognitifs de I'agent vésicant. Le profil cognitif et émotionnel de cette souche de souris est
particulierement bien documenté (218-220). En particulier, le laboratoire INCIA, collaborateur
de cette étude, posséde une grande expérience sur cette souche (176, 218, 221-224). Les souris
C57/Bl6), fournies par Janvier, étaient agées de 4 mois au moment des tests. Les animaux ont
été hébergés dans une piece de stabulation maintenue a une température constante de 22 °C
+ 1°C). Un cycle jour-nuit de 12 h (lumiére 8 h — 20 h) a été mis en place. Les animaux ont été
hébergés en cages collectives des leur arrivée a I'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 étre biaisés par des phénomeénes
d'interaction sociale. Les animaux ont eu acces a la nourriture et a I'eau ad libitum durant toute

la durée de I'étude.
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Objectif 2 : Cet objectif a été réalisé en collaboration avec le Commissariat a I'Energie
Atomique et aux énergies alternatives (CEA) de Grenoble. Pour la recherche d'adduits
cérébraux du CEES, le modele animal utilisé était la souris SKH-1 male, comme pour les études
cutanées décrites dans cette thése. En effet, dans le cadre de I'étude sur la diffusion du CEES,
cette souche est plus pertinente puisque ce modeéle sans poils permet de réaliser |'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 a I'étude cutanée. Les souris SKH-1, fournies par Charles
River, ont été recues a I'age de 6 semaines puis utilisées apres une semaine de quarantaine et
de stabulation. Les souris ont été hébergées en cages collectives, par 4, jusqu'au jour de
I'exposition. Apres exposition, les souris ont été placées en cages individuelles jusqu'a la fin de
la procédure afin de réduire le risque de lésions cutanées par griffures et morsures entre
congéneres. Un cycle éclairage/obscurité de 12 h a été mis en place (éclairage de 7 h - 19 h)
avec une température de la piece comprise entre 20 et 21 °C. Les animaux ont eu accés a la

nourriture et a I'eau ad libitum durant toute la durée de I'étude.

Protocoles d'exposition

Objectif 1 : L'exposition des souris de cet objectif a été réalisée au sein des locaux de
I'INCIA. Celles-ci ont été rasées sur le haut du dos sur une surface d’environ 9 cm? puis
exposees au CEES sous hotte et sous anesthésie fixe par un mélange de kétamine et xylazine
(Imalgene® 100 mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement). Un groupe de souris rasées
non-exposées a servi de controles, tandis que 3 groupes d'exposition ont été réalisés par
dépot sur la zone rasée de 10 pL soit de CEES pur, soit de CEES dilué dans de I'acétone (4 mg
de CEES dans 200 pL d'acétone) pour favoriser la pénétration du CEES, soit d'acide
chlorhydrique (20 % v/v) afin de constituer un groupe de souris comparatif « brilure
chimique ». En effet, afin d'étudier spécifiquement l'effet de I'agent vésicant et non l'effet

brilure, nous avons ajouté un groupe comparatif de brllure chimique HCI afin que la
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performance aux tests ne soit pas biaisée par la géne ou la douleur ressentie sur la zone lésée.
L'exposition se faisant par voie liquide, une décontamination des animaux a I'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 apres exposition (groupes
CEES dilué et acide chlorhydrique). Ce délai différent est d(i a 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 a J3, J4 et J5. En fin de

procédure, les souris ont été mises a mort par dislocation cervicale.

Objectif 2 : Au sein de I'IRBA, les souris de |'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 I'objectif 1 de la partie cutanée.

Prélevements et analyses des échantillons cérébraux

En fin de procédure, a J1, J3, J7 ou J14, les souris SKH-1 de I'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 a -80 °C jusqu’a I'analyse.

Les cerveaux ont ensuite été transmis au Commissariat a I'Energie Atomique et aux
énergies alternatives (CEA de Grenoble) afin qu'ils puissent étre analysés. Le détail des
protocoles de broyage et d'extraction de I'ADN figure dans la publication de Gilardoni et al.,
en Annexe IX. Brievement, afin d'extraire 'ADN cérébral, la moitié de chaque cerveau a tout
d'abord été broyée dans un tampon, puis I'’ADN a été extrait des noyaux a 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 a I'ADN a été réalisée en
chauffant les échantillons a 90 °C pendant 20 minutes. Les bases normales ont été quantifiées
par un détecteur UV placé en amont du spectrometre de masse. Les adduits a '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'intérét 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 a ultra haute performance associée a un spectromeétre
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 I'anxiété et des troubles mnésiques, ont été
décrits chez les victimes exposées a I'ypérite (137, 139). Pour cette thése, nous avons donc
cherché a évaluer dans un premier temps I'anxiété et la mémoire de travail, grace a trois tests
comportementaux, mettant en jeu plusieurs structures cérébrales, notamment I'amygdale,

I'hippocampe, le thalamus et le cortex frontal et préfrontal.

Labyrinthe en croix surélevée

A J3 post-exposition, le test du labyrinthe en croix surélevé été mis en ceuvre (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
suréleves tels que les bras ouverts du labyrinthe (228). Le comportement phylogénétique
d’'exploration de la souris dans les bras ouverts est contrebalancé par le caractere sécuritaire
des bras fermés. Ainsi, plus les souris sont anxieuses, plus elles seront enclines a 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 I'animal peut étre estimé par le calcul des rapports de temps et

d'entrées selon les formules suivantes :

temps passé dans les bras ouverts
Rapport de temps = x 100
temps total

nombre d'entrées dans les bras ouverts

Rapport d'entrées = x 100
pp nombre total d'entrées

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)

124



Open-field

Le test de l'open-field a été mis en ceuvre a J4 post-exposition (231). Ce test est
constitué par une enceinte circulaire de 100 cm de diameétre entourée d'une paroi de 10 cm
de hauteur (Figure 34). Des sections sont tracées sur le sol de I'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 I'enceinte, puis sont laissées libres d'explorer
durant 5 minutes. La zone centrale de I'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 a 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 I'activité locomotrice des souris.

Le test de I'open-field est complémentaire du test du labyrinthe en croix surélevé décrit
plus haut, puisqu'il permet de plus la quantification de I'activité locomotrice de la souris par
vidéo-tracking. Pour cette étude nous n'avons pas utilisé le systeme de video-tracking.
Cependant, il est possible, grace a ce test, d'évaluer l'impact des brllures chimiques
provoquées par le CEES et par I'acide chlorhydrique vs témoins non brllés 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. Illlustration issue de
Khoomsab et al., 2019 (232)

Labyrintheen 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 a 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 a
I'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 a la performance maximale de la souris, c'est-
a-dire l'alternance parfaite d'un bras a 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, a court-terme, mise a jour en permanence. Ce
pourcentage d'alternance décroit en fonction de I'augmentation de I'intervalle inter-essais (ITl)

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 oceuvre les principales
caractéristiques de la mémoire de travail : maintien de I'information pertinente lors de I'essai
en cours, et effacement de cette méme information devenue non-pertinente lors de I'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 I'exposition. Cette habituation a consisté a 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 a nouveau placée dans le compartiment de départ.
Un nouvel essai démarre, la laissant libre d'explorer I'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 8°™ essai de contrdle a été
ajouté apres une période de latence dans le compartiment de départ réduite a 30 secondes.
Cette diminution de 'l TI de 90 a 30 secondes, a pour but de s'assurer que les résultats observés
ne sont pas biaisés par un manque de motivation de la souris a explorer. En effet, la réduction
de I'ITI séparant le 7°™ du 8°™ essai a pour but de faciliter la mémorisation du choix effectué
lors de I'essai précédent (c'est-a-dire le 7°™ essai). Si la motivation 4 alterner est intacte, alors
les souris présentent un taux d'alternance élevé au 8°™ 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 (ITl) de 90 secondes séparent les 7 premiers essais. L'ITI est réduit a
30 secondes entre le 7eme et le 8eme essal. Le pourcentage d‘alternance entre le bras gauche
et droit est calculé sur les 7 premiers essais. Le 8°™ essai a pour but de s'assurer du maintien
de la motivation des souris a alterner en réduisant l'ITI.
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[11.3. Statistiques

Parametres cliniques

Des comparaisons multiples entre les différents groupes (CEES, HD, contréle, traités)
ont été réalisées par analyse de la variance (ANOVA) a deux facteurs. Les paramétres de poids
corporel, ITA, PIE, hydratation et taille des Iésions 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 parametres sont les moyennes + SEM.

Biologie moléculaire

Pour les études de RT-gPCR, des tests statistiques ont été réalisés pour comparer
I'expression des genes d'intérét, au cours du temps pour le CEES et I'HD et également entre
les deux agents. Les valeurs p ont été calculées en utilisant le test de Student sur les 22“ pour
chaque gene des groupes contrdles et exposés au CEES et HD. La valeur de p utilisée est basée
sur une distribution paramétrique a deux échantillons non appariés a variance égale et a 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 contréle

pour chaque délai post-exposition.
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Tests cognitifs

Des comparaisons entre les groupes par ANOVA a 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 a p<0,01 pour les
comparaisons appariées entre les groupes. Les valeurs représentées pour tous les tests sont

les moyennes + SEM.

130



IV.RESULTATS

IV.1.Premiere partie : effets cutanés

IV.1.1 Résultats objectif 1 : Mise au point des brilures cutanées au CEES et a |'ypérite

Modele d’exposition aux vapeurs de CEES

Nous avons choisi d'adapter le modele d’'exposition aux vapeurs d'ypérite (234) avec
les vapeurs de CEES, de telle facon que les deux modeles soient comparables et reproductibles.
Les animaux ont été anesthésiés par un mélange de kétamine et de xylazine (Imalgene® 90
mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement) par voie intrapéritonéale, puis placés sur

plaque chauffante pour éviter I'hypothermie induite par I'anesthésie.

Sous hotte chimique, 10 uL de CEES ont été déposés sur une rondelle de papier filtre
disposée au fond d'un bouchon HPLC de 8 mm de diametre. Le bouchon est ensuite retourné
et fixé sur le dos de la souris. Trois systemes 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 I'eétanchéifier au
contact de la peau. Plusieurs temps d’exposition ont été testés durant une étude préliminaire
allant de 8 minutes (temps de référence pour I'ypérite) jusqu’a 45 minutes. Cinq bouchons au
maximum peuvent étre fixés simultanément sur le dos de I'animal, permettant ainsi d’obtenir

plusieurs biopsies, y compris des zones de peau non exposées, apres sacrifice de I'animal.

Apres leur réveil, les animaux ont été placés en cages individuelles, toujours sous hotte
chimique, en attendant d'étre décontaminés, 4 heures apres exposition, a 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 a l'occasion de cette
décontamination. Les souris sont alors remises en stabulation dans des cages individuelles
sans précautions particulieres. En effet, il est indispensable que les souris soient hébergées en

cages individuelles afin de limiter les grattages entre congéneéres. De la codéine (Néo-codion®
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1 mg/mL) est ajoutée a |'eau de boisson a la dose de 4 mL pour 100 mL afin de limiter la
douleur liée a I'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 a J1, J3 et J7 aprés injection de pentobarbital (Doléthal® 150 mg/kg) en i.p.
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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 éte testés : 8

minutes (temps de référence de I'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 mémes entre ces zones d'exposition. Il est apparu que le temps optimal
pour obtenir des lésions présentant le méme aspect que les brilures induites par I'ypérite était
de 30 minutes. Ce temps d'exposition a permis d'obtenir des Iésions 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
I'ypérite (4 h post-exposition), ce dernier ayant été décrit dans les précédentes publications de
I'IRBA (212, 236). Les résultats montrent que les lésions décontaminées a 1 h évoluent moins
vite que celles décontaminées a 4 h (Figure 37). Cependant, a partir du troisieme jour post-
exposition, les lésions sont nécrotiques pour les deux délais de décontamination. La
décontamination précoce retarde donc uniquement la survenue de la Iésion mais ne I'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 étre létales. Le délai de
décontamination retenu est de 4 h post-exposition. Les lésions aboutissent a un méme stade
|ésionnel (nécrose) aprés 3 jours, que ce soit pour une décontamination a 1 h ou 4 h. En effet,
nous avons préféré opter pour la situation la plus critique qui serait I'impossibilité de

décontaminer précocement une victime.

Choix du systéeme de fixation: afin de déterminer le systeme de fixation le plus

pertinent, nous avons comparé plusieurs criteres: I'homogénéité des lésions entre les
différentes zones exposées, la bonne délimitation des lésions et le temps de mise en ceuvre
par 'expérimentateur. Le dispositif le moins rapide a mettre en ceuvre est celui de I'adhésif
double face puisqu'il faut le prédécouper auparavant aux dimensions des bouchons, puis les
perforer. Par ailleurs, les bouchons ne peuvent pas étre préparés plusieurs jours a I'avance car
I'adhésif perd son pouvoir collant. Il faut donc les préparer la veille de I'expérimentation,
rallongeant ainsi la mise en ceuvre en fonction du nombre de souris. De plus, le jour de
I'expérimentation, il faut décoller le feuillet de protection de I'adhésif, or la manipulation des
bouchons se fait avec des gants butyle épais, diminuant fortement la préhension. En outre,
une fois les feuillets protecteurs 6tés, les bouchons peuvent se coller entre eux ce qui
complique leur manipulation. Ce dispositif de fixation a néanmoins I'avantage de permettre
une bonne étanchéité des bouchons sur la peau, et ainsi d'obtenir des |ésions bien définies et

reproductibles.

Le systeme de fixation utilisant le sparadrap est quant a lui trés rapide a mettre en
ceuvre. En effet, les sparadraps sont découpés lors de I'expérimentation puis les bouchons sont
retournés et fixés sur le sparadrap avant d'étre lui-méme fixé sur le dos de I'animal. Cependant,
ce systeme n'est pas suffisamment étanche et doit étre repositionné ou maintenu par des
pinces durant toute la durée de I'exposition. Les zones sont d'ailleurs moins bien définies et

reproductibles avec ce systeme de fixation.
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Le dernier systeme de fixation consistant a utiliser du gel thermoréversible Pluronic©
F-127 est rapide a mettre en ceuvre. En effet, le gel peut étre préparé la veille et maintenu a +
4 °C afin de rester liquide. Ce gel thermoréversible est liquide a + 4 °C tandis qu'a + 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 I'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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A) Adhésif double face Heures 30 min/souris ++

B) Sparadrap 5 min 5 min/souris 0

[C) Gel Pluronic® 5 min < 1 min/souris ++ ]

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 a mettre en ceuvre et permettait une bonne reproductibilité des Iésions entre les zones
qui étaient par ailleurs homogenes et bien définies. Nous avons donc conservé par la suite ce

mode de fixation des bouchons (237).

Modele d’exposition aux vapeurs d'ypérite

En se basant sur le modele d'exposition aux vapeurs d'ypérite mis au point par
I'ancienne unité (234) ainsi que sur le modele 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 (Imalgéne®
90 mg/kg et Rompun® 10 mg/kg respectivement) par voie intrapéritonéale puis placées sur

plaque chauffante pour éviter I'hypothermie induite par I'anesthésie.

Sous hotte chimique, les bords du bouchon HPLC de 8 mm de diametre ont été
recouverts de Pluronic® F-127 puis de I'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 pL.

Deux temps d’exposition ont été évalués durant cette étude préliminaire: 6 et 8
minutes. Jusqu'a 5 bouchons peuvent étre fixés simultanément sur le dos de I'animal,
permettant ainsi de prélever, aprés sacrifice, plusieurs biopsies pour un méme 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'étre décontaminés 4 heures apres exposition, a I'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 a 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 congéneres. De la codéine (Néo-codion® 1 mg/mL) est ajoutée a |'eau de
boisson a la dose de 4 mL pour 100 mL, ad libitum, afin de limiter la douleur liée a I'exposition

a l'ypérite tout au long de leur stabulation.

En fin de procédure, les animaux sont sacrifiés par une injection de pentobarbital

(Doléthal®) a 150 mg/kg, i.p.

HD (6 ou 10 pL)

Suivi des
Anesthésie gazeuse animaux

Figure 39 : Protocole d'exposition aux vapeurs d'ypérite.

Toutes les conditions testées ont conduit a une nécrose de la zone exposée (Figure 40).
Cependant, la nécrose est apparue plus rapidement, des J1, dans la condition expérimentale 8
minutes/10 pL. En comparant les conditions 6 min/6 pL vs 8 min/6 pL, un effet temps est
observé. En effet, pour un méme volume d'ypérite, I'augmentation de temps d’exposition a
induit des lésions plus prononcées a J1. De méme, un effet dose (volume) est observé puisque
la condition 8 min/10 uL a induit des lésions plus importantes qu'avec la condition 8 min/6 pL.
Les lésions obtenues avec la condition 8 min/10 pL sont plus importantes de J1 a J14. A noter

qu'il n'y a pas eu de mortalité induite par I'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 pL d'ypérite pendant 8 minutes d’exposition permet d'obtenir un début
de nécrose dés le J1. Au J3, la zone exposée est entierement nécrosée. L'association 8 min/10

UL a été retenue pour les expérimentations ultérieures.

Discussion objectif 1 : Mise au point des brilures cutanées au CEES et a 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 critéres visuels puisque nous ne
disposions pas des appareils de mesures des parametres cutanés listés plus haut. Ainsi, nous
avons évalué l'aspect des lésions, leur délai de survenue, leur reproductibilité et I'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 modele d'exposition aux
vapeurs d'ypérite dans le but de comparer les |ésions, plusieurs conditions ont été testees
(durée d'exposition, délais de décontamination, méthode de fixation des bouchons). Les
parameétres retenus pour I'exposition cutanée aux vapeurs de CEES ont été : i) un volume de

10 L, ii) fixation des bouchons a I'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 entrainé de

mortalité et ont permis d’obtenir des Iésions évoluant vers la nécrose en quelques jours.

En ce qui concerne I'ypérite, le protocole d'exposition vapeurs par voie cutanée
anciennement décrit a été remis en ceuvre, apres avoir vérifié les parametres de volume et de
durée d'exposition. Les parametres temps et volume (8 min/10 pL) ont ainsi été validés. De
méme que pour lI'exposition au CEES, les bouchons ont été fixés par du gel Pluronic® F-127
au lieu de I'adhésif double-face classiquement utilisé. La décontamination a été réalisée selon
le méme protocole que le CEES. La décontamination a 4 h post-exposition n’entrave pas
I'apparition des lésions. Par ailleurs, ces conditions expérimentales n‘ont pas entrainé de

mortalité.

Il est difficile de déterminer la durée a partir de laquelle la concentration saturante est
atteinte du fait de I'absorption cutanée des vapeurs des toxiques. En effet, la vitesse pour
atteindre la concentration saturante dépend de nombreux facteurs tels que le modele
(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,
gu’une concentration constante de vapeurs d'ypérite est atteinte dans les 2 minutes apres
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 I'ypérite (respectivement 3,4 vs 0,11 mmHg) et
notre durée d’'exposition étant de 30 minutes, nous pouvons donc supposer que I'exposition

était principalement sous concentration constante.

Deux modes opératoires fixant les parametres d'exposition aux vapeurs de CEES et
d'ypérite ont été rédigés et enregistrés dans le systeme de gestion documentaire qualité de

I'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 I'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 I'utilisation, la détention et la synthese sont
prohibées par la CIAC. Du fait de ces restrictions d'utilisation, une subsitution de I'ypérite par
un de ses analogues s'avere nécessaire pour les laboratoires non habilités a la manipuler. Parmi
les analogues de I'ypérite, le CEES est un analogue non réglementé par I'OIAC et tres proche
structurellement de I'ypérite (seul un atome de chlore différe). Le CEES peut ainsi étre acheté
et manipulé dans des laboratoires civils. Cet analogue est souvent utilisé dans des études
portant sur I'ypérite (204, 239, 240). Cependant, peu d'études ont comparé les lésions induites
par |'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 I'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 a différents délais
post-exposition (J1, )3, J7 et J14). Afin d'évaluer les |ésions, des mesures cutanées non invasives
ont été réalisées. Apres sacrifice, des biopsies cutanées ont été prélevées pour analyses

histologiques ou de biologie moléculaire (RT gPCR).
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Sur le plan physiologique, les souris exposées au CEES et a I'ypérite ne présentent pas
de différence d'évolution pondérale (résultats non publiés, voir Annexe V). En terme de
cinétique d'apparition des lésions, un cedeme est visible des les minutes suivant le retrait des
bouchons pour les souris ypérite et a partir des 4 h post-exposition pour les souris CEES
(résultats non publiés, voir Annexe VI). L'ypérite induit une nécrose profonde des J1 aprés
exposition, tandis que la nécrose profonde apparait a J3 avec le CEES. Cependant, les lésions
aboutissent a un méme état Iésionnel en fin de procédure (J14) avec le décollement des bords
de la croGte formée. Concernant les parametres cutanés mesurés, les valeurs d'ITA, de PIE, et
d’'hydratation sont inférieures dans le groupe CEES par rapport au groupe HD a J1. La surface
des lésions est inférieure a J1 dans le groupe exposé au CEES, cependant a 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 reflete ces observations.

Les |ésions apparaissent plus rapidement avec I'ypérite qu'avec le CEES. Cela se traduit
visuellement mais également de facon objective par les mesures des différents parametres
cutanés. Cependant, en fin de procédure, I'aspect lésionel et les parametres cutanés sont

similaires.

Sur le plan histologique, I'ypérite induit une nécrose profonde des J1, accompagnée de
microvésications intradermiques, tandis que celles-ci sont observées a partir de J3 pour le
CEES. A J7, les nécroses induites par les deux agents sont de profondeurs similaires et a J14 un
début de réépithélialisation et de décollement de la crolite est observé (des résultats

complémentaires pour J3 et J7 figurent en Annexe VII).

L'analyse histologique confirme I'apparition de nécrose profonde plus précoce avec
I'ypérite (dés J1). A partir de J7, les Iésions induites par |'ypérite et le CEES évoluent de la méme

maniére jusqu'a J14 (fin de I'étude).
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L'analyse par biologie moléculaire montre une inflammation plus marquée et plus
précoce avec l'ypérite (TNFq, 1I-1B, 11-6). Une chute de KRT1 (kératine 1) est observée des J1
apres exposition aux deux agents. Une réépithélialisation est ensuite observée en fin de
procédure (J14). Une diminution de MMP1a est observée a J1 aprés exposition a |'ypérite,
tandis que le taux reste au niveau contréle pour le groupe CEES. Cependant, a J14, les taux
sont similaires entre les groupes exposés (CEES et HD) et le groupe controle. Concernant
MMP9, une augmentation est observée plus tardivement avec le CEES qu'avec I'ypérite (J3 vs
J1). Cette augmentation se poursuit jusqu’a J14 sans différence significative entre le groupe
CEES et HD. GJB2 et GJB6 (connexines-26 et 30) évoluent de la méme maniére avec une
augmentation progressive de J3 a J14, avec une augmentation plus importante dans le groupe
HD. Pour GBA1 (connexine-43), une augmentation est observée a J1 pour le CEES et de J3 a

J14 pour HD.

L'analyse en biologie moléculaire montre une inflammation plus précoce et plus
importante apres exposition a I'ypérite. GJA1 (Cx-43) est augmentée avec le CEES et |'ypérite,

alors qu'une diminution de celle-ci est nécessaire a la cicatrisation.

La comparaison de [Iypérite avec son analogue CEES montre des Iésions
histologiquement similaires avec une cinétique d'apparition plus rapide pour I'ypérite que
pour le CEES. De plus, I'intensité de I'inflammation est supérieure avec HD. Cependant, en fin
d'étude (J14), les lésions aboutissent a un méme état lésionnel. Le CEES semble donc étre un
bon analogue de I'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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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2-chloroethy] ethylsulfide (CEES)
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Skin lesions

Pathophysiology

Sulfur mustard (SM) is a chemical blistering warfare agent affecting multiple organs. SM is an ongoing chemical
threat in addition to the accidental risk associated with World War I buried shells. As no specific treatments are
available, only symptomatic therapies can be used.

To test new medical countermeasures in standard laboratories, analogs such as Z-chloroethyl ethylsulfide
(CEES) are currently used, although only a few studies compare its clinical effects with SM. In the present paper,
skin lesions induced by 5M and CEES are compared in terms of their macroscopic aspects, histology, and mo-
lecular biology to evaluate the pertinence of CEES as a SM analog. For this purpose, an in vive model of CEES
vapor exposure, similar to that of 5M, is described in this paper.

Results: showed similar skin lesions with CEES and SM but with slight differences in the apparition delay and
intensity of the lesions. Indeed, 5M induced earlier, deeper, and stronger lesions. However, the same healing
status was observed at the end of the study period (14 days).

In conclusion, CEES appears a relevant analog of SM, leading to similar skin lesions. The CEES vapor exposure

maodel therefore seems suitable for testing new medical countermeasures.

1. Introduction

Sulfur mustard (SM) or bis(2-chloroethyl) sulfide, also known as
mustard gas, is a chemical warfare agent that was used for the first time
in 1917 at Ypres (Belgium). Despite being prohibited by the Chemical
Weapons Convention ratified since 1997, SM is still a chemical terrorist
threat, as it is easy to synthetize (Paromov et al., 2007). SM also rep-
resents an accidental risk for farmers, workers, and militaria collectors
on account of unexploded buried shells from World War T (Meérar et al,,
2003). For this reason, public and military health services are concerned
by SM. As soon as SM penetrates the organism, itis cyclized by the loss of
a chlorine atom to form the highly reactive episulfonium ion. This ion
attacks many biological targets and generates adducts with proteins and
nucleic acids (Paromov et al., 2007).

SM diffuses throughout the whole organism and affects all organs

such as the skin, lungs, and eyes. Decontamination after the first few
minutes of exposure is crucial to prevent contamination transfers and
limit the occurrence and severity of the lesions. More than a century
after its first military use, there is still no antidote. Treatment is only
symptomatie, aiming to prevent infection and relieve pain (Rose et al,
2018). As chronic wounds, SM skin lesions take a long time to heal and
often leave sequelae such as dyspigmentation (Rowell et al., 2009;
Graham and Schoneboom, 2013). Research on SM countermeasures is
thus crucial. As SM is regulated by the Organization for the Prohibition
of Chemical Weapons, only a few laboratories worldwide are allowed to
manipulate this agent. Thus, some laboratories studying vesicant agents
use SM analogs such as nitrogen mustard (NM) or 2-chloroethyl ethyl-
sulfide (CEES). Indeed, these analogs are commercially available and are
not classified in Table I of the Chemical Weapons Convention. Never-
theless, NM is not as chemically similar to SM as CEES is (Fig. 1A, B, C).
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Fig. 1. Chemical formula of (A) sulfur mustard {(SM), (B) 2-chloroethyl ethyl-
sulfide (CEES), and (C) nitrogen mustard (NM). Compared to SM, a chlorine
atom is replaced by a hydrogen atom in CEES, whereas sulfur is replaced by
NCH, in NM.

Indeed, only one chlorine atom makes SM different from CEES; SM is
thus a bi-alkylating agent and CEES a mono-alkylating agent (Jowsey
et al., 2009),

It was previously deseribed that like SM, CEES induces oxidative
stress, DNA damage, and glutathione depletion (Paromov et al., 2007;
Swetha Inturi et al.,, 2011; Tewari-Singh et al., 2011). However, few
studies have compared the clinical effects of CEES to SM (Sawver, 2020).
Here we developed an animal model of skin intoxication by CEES va-
pors. Indeed, CEES exposure is usually performed with liquid CEES
diluted in acetone to ensure skin penetration (Jain et al, 2011,
lewari-5ingh et al., 2009), However, to be as close as possible to SM
intoxication of the skin, we decided to develop a model using CEES
vapors (Vallet et al., 2012; Smith et al., 1997, Dorandeu et al., 2011).
These vapor models have the advantage of inducing a well-defined
exposure area that is reproducible and non-lethal.

Thus, the aim of the present paper is to evaluate the relevance of the
CFES and SM analogs regarding their macroscopic aspects, histology,
and molecular biology.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Many metaholic pathways are affected by vesicants, 5o to compare
the elinical effects of CEES and SM, animal models are essential. For this
purpose, we used male SKH-1 mice provided by Charles River labora-
tories. This mice strain is outbred, hairless, and immunocompetent.
Five-weel-old mice were taken to the animal facility and subjected to 1
week of quarantine and 1 week of adaptation. Mice were then exposed to
vesicant agents at the age of 7 weeks. Groups of four mice were kept in
collective cages until exposure and then placed in individual cages after
CEES or 5M skin exposure to prevent them from scratching each other.
The cage environment was enriched throughout the procedure. Animals
were sacrificed by lethal intraperitoneal injection of pentobarbital
(150 mg/kg) after a maximum of 14 days post-exposure. This work was
approved by the ethical committee of the French Service de Santé des
Armées (C2EA-SSA).

2.2, Vesicant vapor exposure

Exposures were performed in the toxicology laboratories of the
French Institut de Recherche Biomedical des Armées (IRBA). CEES was
purchased from Sigma Aldrich (ref: 242640), whereas SM was supplied
by the French Direction Générale de I'Armement (DGA). Handling
precautions were similar for both agents in terms of the use of personal
protective equipment and handling under a chemical fume hood.

Before exposure, vial caps were prepared by placing a filter paper
disk (8 mm in diameter) in the cap. On the day of exposure, mice were
anesthetized by an intraperitoneal injection of a mixture of ketamine
(90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). The animals were placed on a
hotplate under a chemical fume hood. Ten L of neat SM or CEES were
deposited on the paper filter, and then the cap was fixed on the shoulders
and hips of the mice. To fix the cap, 30% Pluronic Gel F-127 was pre-
pared in advance. This gel is thermoreversible, because it jellifies at
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body temperature, whereas it is liquid at 4 "C (Escobar-Chavez et al.,
2006). The edge of the caps was soaked in Pluronic gel and then fixed on
the back of the mice. A control cap was fixed to the base of the tail as an
internal control. For SM, caps were removed after 8 min, whereas for
CEES, caps were removed after 30 min. Exposure parameters (volume
and duration) were previously determined (data not shown). Individual
cages were then placed under the chemical fume hood. Four hours after
exposure, skin decontamination was performed using a compress soaked
in soap and water followed by a second one soaked in water. To relieve
the pain, animals were given a subcutaneous injection of buprenorphine
(0.05 mg/kg). In addition, codeine was added to water (4 mL/100 mL)
provided ad libidum. The animals were divided into eight groups of eight
animals corresponding to days after CEES or SM exposure when they
were sacrificed (D1, D3, D7 and D14). A control group of seven animals
was added.

2.3, Non-invasive monitoring

Body weight was recorded daily. Lesions were photographed with a
Nikon D40x camera and a Sigma® 17-70 mm f/ 2.8-4 DC Macro HSM
lens. A visual scale was placed near the animal to calculate the surface of
the skin lesions using ImageJ® software. The individual typology angle
(ITA) was measured with Skincatch color (Delfin®). ITA, expressed in
degrees, reflects the color of the skin: the lower the ITA value, the darker
the skin, thus signifying the presence of an eschar. Skin hydration was
determined by MoisterMeter D (Delfin®) with a 0.5 mm probe
measuring the dielectric constant of the skin and subcutaneous tissues,
proportional to the skin water content (Papp et al., 2006). Trans-
epidermal water loss (TEWL) was measured with Vapometer (Delfin®)
using the small adapter, The sensor monitor inside the chamber
measured the inerease in relative humidity (RH), and the evaporation
rate was automatically calculated based on the RH increase. This
apparatus has the advantage of having a closed chamber (Tagami el al.,
2002; De Paepe et al., 2005), TEWL reflects the barriar funetion of the
skin (De Pacpe et al., 2005), Indeed, when the skin barrier is disrupted,
water passes through the skin, thus increasing the RH. Furthermore, to
easily evaluate the intensity of the lesion, a combined lesion score was
caleulated based on the above-skin parameters (ITA, hydration, TEWL,
lesion surface). Recordings were performed daily on each animal until
euthanasia at D1, D3, D7, and D14,

2.4, Histology

After sacrifice, skin biopsies were collected with a 8 mm-diameter
punch. Biopsies for histology were fixed in paraformaldehyde 4% in
phosphate buffer saline (PBS) for 1 day and then immersed in PBS 1X.
Biopsies were dehydrated using Excelsior AS automat (MM France®)
and then included in paraffin blocks, Sections were cut (5 pm thickness)
using Leica® Multicut R microtome. Hematoxylin phloxin safran (HPS)
coloration was then performed using the automat Leica® ST5020, His-
tology slides were mounted with Eukitt® after successive baths of
ethanol and xylene to dehydrate the sections. Histologic sections were
then analyzed and recorded using NanoZoomer (Hamamatsu®) and
MNDP view. Skin sections shown in the figures were recorded using a 10x
ohjective.

2.5. RT-qPCR

After sacrifice, skin biopsies for molecular biology were immersed in
RNAlater™ for 24 h at 4 “C and then stocked at — 20 “C before analysis.
Biopsies were grinded with 2.8 mm ceramic beads using Omni® head
ruptor in Qiazol® lysis reagent. RNAs were then extracted with
RNeasy® Plus Universal Mini Kit (Qiagen). RNA quality and concen-
tration were determined with a Nanodrop® spectrophotometer. To
ensure the integrity of RMAs, samples were analyzed with Agilent
Tapestation®. The RNA integrity number (RIN] had to be above 5 to be
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considered for the rest of the study. cDNAs synthesis was performed
using Qiagen RT* First Strand Kit following the commercial instructions.
PCR 384-well plates were designed to analyze inflammation, skin
remodeling, and connexins (Cx):

o Inflammation: TNFae (NM_013693), IL-6 (NM_001314054), IL-1)
(NM_008361);

« Remodeling: MMPla (NM_032006), MMP9 (NM_013599, KRT1
(NM_008473);

o Connexins: GJIAT (NM_010288) coding for the Cx-43 protein, GIB2
(NM_008125) coding for the Cx-26 protein, and GJB6& (NM_008128)
coding for the Cx-30 protein. Indeed, Cx are involved in skin healing
(Coutinho et al,, 2003) and are deregulated in chronic wounds
(Sutcliffe et al., 2015). Since SM skin lesions are often described as
having a long healing time (Graham and Schoneboom, 2013; Gra-
ham et al., 2005), it was interesting to compare SM lesions with acute
and chronic wounds regarding Cx evolution,

Three housekeeping genes were used: Cde73 (NM_145991), Rplp0
(NM_007475), and Ccna2 (NM_009828). Readings were performed
using LightCycler® 480 (Roche) and LightCycler® 480 SYBR® Green 1
Master (Roche), PCR controls (genomic DNA, reverse transcription, and
positive) were included in each plate. Cycle thresholds over 35 were
considered undetected. Normalization was performed by the arithmetic
mean. Results were expressed in fold changes (FC) compared to the
control group.

2.6. Statistical analysis

Multiple comparisons between groups (SM, CEES, and control) were
performed using two-way ordinary analysis of variance to compare skin
parameters (body weight, ITA, TEWL, hydration, and lesion surface).
Comparisons were presented on graphs for each parameter compared to
post-exposure time. The significance threshold for the p-value of the F-
test was set at 0.05.

For the PCR experiment, statistical tests were performed to compare
on the one hand groups for each delay post-exposure for a given agent,
and on the other hand, between both agents. P-values were caleulated
using Student’s test on the replicate 2" value for each gene in each
control and experimental groups. The p-value was based on parametric
unpaired two-sample equal variance and two-tail distribution. The sig-
nificance threshold for the p-value of the t-test was set at 0.05. A
correction of p-values was then applied using the Benjamini-Hochberg
method. Results were presented in graphs representing FC compared
to control versus post-exposure time.

For readability reasons, only statistical comparisons between SM and
CEES groups are shown on the graphs.

3. Results
3.1. Body weight increase

After exposure to SM vapor for 8 min or CEES vapor for 30 min, no
significant differences were observed between the two groups. Thus, SM
vapor exposure does not increase body weight compared to CEES,

3.2. Clinical observations

Erythema followed by necrosis and eschar appears after both CEES
and SM exposure (Fig. 2). Necrosis is observed from D1 for SM, whereas
it is observed from D3 for CEES. From D7, the edges of the eschar begin
to peel off in the SM group. SM lesions seem to be slightly more intense
and deeper than with CEES. At the end of the experiment (D14), the SM
and CEES lesions have a similar aspect, with the detachment of the
eschar, In summary, skin lesions appear earlier with SM but present the
same aspect at D14,
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Fig. 2. Comparison of skin lesions after vapor exposure with CEES (30 min)
and SM (8 min) at D1, D3, DY, and D14 post-exposure. Deep necrosis appears
earlier with SM than with CEES (D1 instead of [3).

ITA values are significantly higher for CEES than for SM at D1: 86.6
+ 3.2 for CEES vs 14.0 = 12.4 for SM (p < 0.0001) (Fig. 2A). No sta-
tistical significance for ITA values between CEES and SM is evidenced
until the end of the experiment. In summary, CEES induces an eschar one
day later than SM, but from D3 to the end of the study, the skin lesions
have a similar intensity for both agents.

TEWL walues are significantly lower for CEES than for SM at D1:
18.4 £ 3.7 g/m"h for CEES vs 126.9 + 37.3 g/m*h for SM {p < 0,0001)
(Fig. 3B). However, no statistical difference is evidenced from D3 until
the end of the experiment. In summary, CEES disrupts the skin barrier at
a slower rate compared to SM. Nevertheless, from D3 to the end of the
study, TEWL values are similar for both agents,

Skin hydration values are significantly higher for CEES than for SM at
D1: 33.5 + 1.8 for CEES ws 24.6 £ 2.5 for SM (p < 0.01) (Fig. 3C).
However, no statistical difference is evidenced from D3 until the end of
the experiment. From D3, skin hydration values are close to 0 due to the
presence of eschar for the CEES and SM groups. In summary, CEES in-
duces less dehydration at D1 compared to SM. However, from D3 to the
end of the study, hydration status is similar for both agents.

Lesion surfaces are smaller in the CEES group compared to SM at D1:
0.9+ 05mm? for CEES vs 17.6 + 28 mm® for $M (p < 0.0001)
(Fig. 2D). By contrast, CEES lesions are larger at D7: 29.4 + 1.6 mm® vs
21.9 = 1.3 mm”®, respectively (p < 0.05). Subsequently, no statistical
difference is evidenced until the end of experiment (D14). In summary,
lesion surfaces are smaller for CEES than for SM at the beginning of the
experiment (D1), whereas CEES lesions are larger at D7, with similar
lesion surfaces for both agents at D14 (data not shown).

The combined lesion score based on non-invasive skin parameters is
in accordance with the observations deseribed above. Lesions appear
later with CEES than with SM: 8.3% for CEES vs 54.5% for SM at D1
(Fig. 3E). Nevertheless, values for CEES and SM are similar from D3 to
D14: 92.0% vs 85.0% at D3 and 59.27% vs 52.57% at D14 for CEES and
SM, respectively. In summary, the combined lesion score is in accor-
dance with all the observations reported above regarding skin status.

3.3 Histology

Histological analysis shows inflammation, edema, deep necrosis
(110 pm depth), and intradermal blisters at D1 after SM exposure,
whereas there is no necrosis but inflammation with edema after CEES
exposure at D1 (Fig. 4B and C). Necrosis continues to spread, and some
intradermal blisters are observed for M at D3 and D7 (data not shown).
At D3, blisters and necrosis are observed for CEES, but necrosis is thinner
compared to SM (80 pm for CEES vs 300 pm for SM, data not shown). At
D7, CEES-induced necrosis is slightly more extensive (370 pm for CEES
vs 300 um for SM, data not shown). At D14, eschar is peeling off for both
agents, and new epidermis appears (Fiz. 4D and E}. In summary, skin
lesions appear later for CEES than for SM. Nevertheless, at the end of the
study period (D14), eschar detached for both agents, and re-
epithelialization began.
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3.4. RT-gPCR

mRNAs of inflammatory cytokines (IL-6, IL-1fi and TNFa) are
analyzed by RT-qPCR. Results are expressed in FC compared to the
control group, Compared to control, FC of TNFit mRNA for CEES and SM
groups are positive from D1 (2.8 for CEES vs 4.2 for SM) (Fig. 4A).
Maximum FC of TNFx mRNA is observed at D7 for CEES (FC = 7.9)
instead of D3 for SM (FC = 22.0). Moreover, the maximum amount of
mRNA is lower with CEES than with SM. Regarding D3, FC is signifi-
cantly lower with CEES than with SM (7.9 for CEES vs 22.0 for SM;
p < 0.005). No significant difference is then observed at D7 and D14.
Similarly, FC of IL-6 and IL-1p mRNAs for CEES and SM groups
compared to control are positive from D1 (Figs. 4B and 4C). Further-
more, FC are lower for CEES compared to SM. Indeed, for 11-6, FCis 26.7
for CEES and 122.6 for SM (p < 0.0001). For IL-1{i, FC is 13.78 for CEES
vs 58.26 for SM (p < 0.05). No significance is thus evidenced from D3
for IL-6 and from D7 for IL-1p. In summary, inflammation appears after
D1 for both agents. Nevertheless, CEES-induced inflaimmation is weaker
than for SM, with a maximum reached only later. However, similar
levels of inflammation cytokine mRNAs are then observed at the end of

Days post-exposure
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Fig. 3. : Comparisons of cutaneous parameters
after vapor exposure with CEES (30 min) and
SM (8 min). Comparisons between CEES and
SM groups are depicted: *p < 0.05, **p < 0.01,
*=++p < 0,001, ****p < 0.0001. Animals were
divided into eight groups of eight animals cor-
responding to D1, D3, D7, and D14 after CEES
or SM exposure. A control group of seven ani-
mals was added. Recordings were performed
daily on each animal until euthanasia on D1,
D3, D7, or D14, (A) individual typology angle
(ITA, ), (B) transepidermal water loss [TEWL,
g/m*h), (C) skin hydration (a.u.), (D) lesion
surface (mm®), and E} combined lesioned score
compiling these four non-invasive cutaneous
parameters.
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the experiment.

Compared to control, a decrease in KRT1 mRNA is observed from D1
after both CEES and SM exposure (Fig. 4D). At D7, KRT1 mRNA remains
low for CEES (FC = 0.29), whereas the control level is recovered with
SM (FC = 1.32). At D14, KRT1 mRNA increases with both agents (FC
= 1.68 for CEES vs 2.64 for SM). Comparing CEES and SM, FC is
significantly lower for CEES than for SM at D7 (FC = 0.29 vs 1.32,
respectively; p < 0.01). A decrease in KRT1 signals the loss of kerati-
nocytes induced by the lesion. By contrast, re-epithelialization involves
new keratinoeytes, with a corresponding inerease in KRT1. In summary,
after a drastic decrease in KRT1 with both agents from D1, re-
epithelialization seems to occur later with CEES than with SM.

A decrease in MMP1 mRNA from D1 with SM is evidenced compared
to control and CEES groups (Fig. 4E). For CEES, no significant difference
is observed compared to control at any time. Additionally, a significant
difference between CEES and SM groups is observed at D1, FC is 0.61 for
CEES vs 0.09 for SM (p < 0.005). The mRNA level of MMPla then
returns close to the control level without significant differences between
both agents (FC = 0.96 for CEES vs 0.75 for SM on D14; NS). In sum-
mary, no difference in MMPla mRNA level is observed for CEES
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Fig. 4. Skin sections after SM or CEES exposure (8 min of vapor exposure for
SM and 30 min for CEES), hematoxylin phloxin safran coloration, objective
10x. (A) control group, (B) SM group at D1 post-exposure, (C) CEES group at D1
post-exposure, (D) SM group at D14 post-exposure, and (E)} CEES group at D14
post-exp *: infl ion, double arrow: necrosis depth, white arrow:
intradermal blister, triangle: detachment of eschar and re-epithelialization. Bar
represents 250 um length.

compared to the control group, whereas a decrease is observed at D1 for
SM compared to control and CEES groups. However, at the end of the
study, CEES and SM groups were similar to control.

Comparing CEES to SM, an increase in MMP9 mRNA is evidenced at
D1 for CEES (FC = 4.85 for CEES vs 1.35 for SM) before decreasing at D3
(FC = 1.84 for CEES vs 4.42 for SM) (F'ig. 4F). At D7 and D14, no sig-
nificant difference between CEES and SM groups is observed. However,
compared to control, an increase in MMP9 mRNA is still observed with
both agents until the end of the experiment. Indeed, compared to control
at D14, FC is 3.01 for CEES (p < 0.001) and 2.7 for SM (p < 0.0001). In
summary, the increase in MMP9 mRNA occurs later with CEES (D3) than
with SM (D1); the increase then continues with CEES and SM until D14
compared to control, although no difference between both agents is
evidenced.

The expression of GJA1 mRNA increases in the CEES group
compared to control and SM groups at D1 (FC = 2.13 for CEES vs 0.69
for SM; p < 0.01) (Fig. 4G). By contrast, no significant difference is
observed for GJAT mRNA in the SM group at D1 compared to control.
From D3 to D14, the level of GJA1 mRNA increases in the SM group
compared to control. Compared to control, FC is 2.31 for SM at D3
(p < 0.01), 3.57 at D7 (p < 0.0001) and 3.43 at D14 (p < 0.0001). In
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summary, an increase in GJA1 mRNA is observed after CEES exposure
only at D1 and from D3 to D14 for the SM group.

Since GJB2 and GJB6 mRNAs are modulated in the same way, only
GJB6 is presented in Fig. 4H. Indeed, both increase from D3 with a lower
level in CEES than in SM. Indeed, for GJB2 at D3, FC is 1.15 for CEES vs
14.13 for SM (p < 0.01). For GJB6 at D3, FCis 1.75 for CEES vs 21.89 for
SM (p < 0.01). GJB2 and GJB6 levels increased until D14 for both
agents, though with a lower level of mRNAs for CEES. For GJB2 at D14,
FCis 7.98 for CEES vs 17.65 for SM (p < 0.0001). For GJB6 at D14, FC is
23.44 for SM vs 10.56 for CEES (p < 0.0001). In summary, a progressive
increase in GJB2 and GJB6 mRNAs is observed after CEES and SM
exposure from D3 to the end of the experiment. Levels are lower after
CEES exposure compared to SM.Fig. 5.

4. Discussion

To evaluate the pertinence of CEES as an analog of SM, we set up a
new model of CEES vapor exposure to be as close as possible to SM vapor
exposure (Vallet et al., 2012). For this purpose, an animal model was
necessary to perform clinical observations for 14 days. The chosen an-
imal model was SKH-1 mice, which are currently used in wound healing
studies, and more specifically, in SM studies (Vallet et al., 2012;
Tewari-Singh et al., 2013; Dorandeu et al., 2010; Benavides et al., 2009).
Hairless guinea pigs are another model frequently used in SM studies.
Nevertheless, because guinea pigs are more sensitive to SM than hairless
mice, SKH-1 was preferred considering the cost-suitability of this model
(Smith et al., 1997; Langenberg et al., 1998; Kan et al., 2003; Benson
etal, 2011). Since the final objective of this study was to obtain a model
to screen therapeutics, the pig model was not considered, even though
pig skin is closer to human skin (Sabourin et al., 2002). We previously
defined the parameters of CEES exposure in terms of delay and volume
(data not shown). This new model of CEES exposure allowed us to obtain
well-defined and reproducible lesions without lethality. Moreover,
exposure parameters are close to those of SM, since only their duration
differs. Indeed, animals were exposed to CEES vapors for 30 min and to
SM vapors for 8 min. A longer CEES exposure duration could reduce the
apparition delay of the lesions, although lethality could occur. More-
over, a higher volume of CEES could induce liquid exposure and not only
vapor exposure. Since the same healing status was observed at D14, we
decided not to lengthen the duration of CEES exposure or increase the
volume.

To assess the lesions, a scoring grid is often used (Dorandeu et al.,
2011; Tewari-Singh et al., 2013; Benson et al., 2011), although this
method has the disadvantage of being subjective and
operator-dependent. We therefore preferred the use of objective mea-
surements using an apparatus for skin exploration. The combined lesion
score, which compiles the ed cut: par ters, is in accor-
dance with clinical observations. Lesion surfaces are higher for CEES
than SM. The difference between CEES- and SM-lesioned surfaces could
be explained by the lower penetration of CEES and its broader spread.
We may question the difference between both agents in terms of their
penetration, The difference between the chemical structures of CEES
and SM may be responsible for a difference in lipophilic properties, and
consequently, for the difference in the penetration power, surface, and
depth of the lesions. Moreover, SM is a bifunctional alkylating agent that
forms intra- and intermolecular crosslinks, whereas CEES is a mono-
functional alkylating agent (Shakarjian et al., 2010). Since the same
lesions are induced by CEES and SM, bi-alkylation of SM would not be
critical for skin injury (Shakarjian et al,, 2010). Moreover, NM, as the
other SM analog, is also a bi-alkylating agent, although it does not
induce the same aspect of the lesions as those induced by SM (Tewar-
i-Singh et al., 2013). Besides, NM is hydrophilic (Tewari-Singh et al.,
2013) which impacts skin penetration and pharmacodynamic
properties.

Both CEES and SM lead to DNA adducts. In particular, SM formed
adducts with guanine (N7-[2-[(2-hydroxyethyl)thio]ethyl]-guanine)
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Fig. 5. Skin mRNA expressions after CEES or SM
vapor exposure (respectively, 30 and 8 min) at D1,
D3, D7, and D14 post-exposure, expressed in fold
changes (FC) compared to control. (A) TNFu, (B) IL-
1p, (C) IL-6, (D) KRT1, (E) MMP1a, (F) MMP9, and
(G) GJAL. Comparisons between SM and CEES
groups: *p < 0.05, **p< 0.01, ***p < 0.001,
****p < 0.0001. Animals were divided into eight
groups of eight animals corresponding to D1, D3,
D7, and D14 after CEES or SM exposure. A control
group of seven animals was added.
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(¥u et al., 2014), Moreover, the recent study of Gilardoni et al. (2021)
shows that after skin exposure to CEES on SKH-1, the adduct of CEES
with guanine (2-ethyl-thioethyl-N7-guanine) is also detected in plasma
and brain (Gilardoni et al, 2021). Other adducts with glutathione,
cysteine, and N-acetylcysteine have also been detected, suggesting
similar targets (Gilardoni et al., 2021). Similar to SM, CEES adducts
were detected in brain, thus confirming the internal penetration of CEES
(Gilardoni et al., 2021; Batal et al., 2015).

The analysis of inflammatory biomarkers allowed us to observe that
inflammation is higher with SM compared to CEES., Our results are
consistent with the literature, since inflammatory cytokine mRNAs
rapidly increased after SM exposure (Sabourin et al., 2000, 2002; Kehe
et al., 2008; Arroyo et al,, 2000), Few in vivo studies explore inflam-
matory markers after CEES exposure, Indeed, most of the studies using
CEES were conducted in vitro or after respiratory exposure. However,
these studies describe an increase in inflammatory markers such as TNFi
(Wormser et al,, 2005} as well as oxidative stress with the activation of
transcription factors AP-1 and NF-xB after CEES exposure (Pal et al.,
2009).

Both gelatinases (such as MMP-9) and collagenases (such as MMP-1)
belong to the metalloproteinase (MMP) family, which is involved in
wound healing (Jablonska-Trypuc et al., 2016; Gill and Parks, 2008).
Gelatinases are involved in blister formation by disrupting the
dermal-epidermal junction (Shaliarjian et al., 2010) as observed in
humans after SM intoxication (Kehe et al, 2008). In the literature,
MMP-9 increased in acute wounds and remained high in chronic
wounds, thus indicating uncontrolled proteolysis characteristic of
delayed healing (Tarlton et al., 1997), Another study demonstrated that
MMP-9 secretion was enhanced after in vitro SM skin exposure due to
the release by keratinocytes of soluble factors that also enhance the
invasiveness of fibroblasts (Ries et al., 2009), Therefore, the observed
increases in MMP-9 after CEES and SM skin exposure are consistent with
the literature, thus indicating that CEES would be a good analog of SM in
terms of MMP-9 regulation. MMP-1 remains elevated in chronie wounds,
suggesting that its gradual decrease is important for the healing process
(Caley etal, 2005), Indeed, MMP-1 activity is necessary for keratinocyte
migration over the dermal matrix by lessening the affinity of colla-
gen—integrin contacts (Gill and Parks, 2008; Pilcher et al., 1997). In the
present study, with both agents, the MMP-1 mRNA profile differed from
the profile described for acute or chronic wounds, suggesting an effect of
CEES and SM on this metalloprotease, MMP-1 would therefore be
interesting to focus on and could be a potential target for therapeutic
drugs.

The present study analyzed the profile of three major connexins (Cx)
involved in skin healing: Cx-26, Cx-30, and Cx-43, The decrease in Cx-43
ensures, in particular, the migration of fibroblasts, the proliferation of
keratinocytes, and the decrease in inflammation (Zhang and Cui, 2017,
Waong et al., 2016). In chronie wounds, high levels of GJA1 (Cx-43) are
observed instead of a decrease (Zhang and Cui, 2017), High levels of
Cx-43 would contribute to the chronicity of the wound. The down-
regulation of Cx-43 is therefore considered a prerequisite for skin
healing (Kretz et al,, 2003), After CEES and SM exposure, we found no
decrease in Cx-43, and therefore the impact of both agents on Cx-43
would contribute to the impairment of skin healing. Treatment for
chronic wounds using Cx-43 modulators such as antisense or peptide
(Qiu et al., 2003; Coutinho er al., 2005; Laird and Lampe, 2018) could
therefore be tested on CEES- or SM-induced lesions.

Because lesions appear later with CEES compared to SM, it is
necessary to take into account the delay for testing treatments or skin
decontamination devices. The first days after CEES exposure are not
relevant for testing the effectiveness of treatments or skin decontami-
nation devices, because the absence of apparent lesions can lead to an
overevaluation of effectiveness. However, thanks to the present patho-
physiological study, the protocols and observations in terms of the de-
lays can be adapted to provide valuable results with CEES.
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5. Conclusion

Few studies have evaluated the pertinence of CEES as an analog of
SM from a pathophysiological point of view. In the present paper, CEES
and SM were compared in terms of their clinical aspect, histology, and
molecular biology. The present results showed a different apparition
delay of skin lesions after CEES and SM exposure, with a greater impact
of SM during the first days after exposure. However, at the end of the
study, lesions induced with both agents are similar. Therefore, CEES
appears to be a relevant SM analog to test skin therapies and decon-
tamination devices while taking into account the latency of the appa-
rition of lesions. CEES has the advantage of being handled in standard
laboratories, as it is not restricted by the Organization for the Prohibi-
tion of Chemical Weapons, It could therefore be used in civilian labo-
ratories to obtain preliminary data before performing tests with SM.
However, considering the similar clinical effects observed after CEES
and SM exposure, precautions for CEES handling should be taken in the
laboratory environment.
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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 a l'ypérite.

A J1, le marquage de la Cx-43 est tres faible sur la coupe de peau exposée a I'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 déja observée avec la coloration
HPS. En effet, les tissus nécrosés sont détruits, les protéines coagulées (242), empéchant la

fixation de I'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 croGte 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 a l'ypérite a J1 C) peau exposée au CEES a J1 D)
peau exposée a l'ypérite a J14 E) peau exposée au CEES a J14

A J1, 'immunomarquage de la protéine Cx-43 est plus intense chez les souris exposées
au CEES. Les souris exposées a lypérite présentent une forte nécrose empéchant
I'immunomarquage. A J14, les coupes CEES et HD présentent toutes les deux un fort marquage

de la Cx-43 sous la crolte 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 I'absence de diminution de la Cx-43 est par ailleurs décrit (120). Les
lésions induites par des agents vésicants s'apparentant a des lésions chroniques, nous avons
émis I'hypothese que la chronicité de ces lésions pouvait étre liée a une dysrégulation de la
Cx-43. Nous avons donc évalué deux molécules agissant sur la Cx-43 : le peptide ACT1 et
I'oligonucléotide antisens (ASODN), sur des lésions induites par le CEES. En effet, une

augmentation de la Cx-43 a été observée un jour apres I'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 apres 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 a JO+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 VIIl. Trois groupes de souris
témoins, témoins ACT1 et témoins ASODN ont été ajoutés afin de vérifier I'absence d'effet

irritant des molécules seules.
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Figure 42 : Protocole d’exposition aux vapeurs de CEES et traitement des animaux a JO+4h, J1,
J2 et J3.
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Suivi pondéral

Les animaux ont été pesés quotidiennement. La Figure 43 représente la prise de poids
des animaux au cours de I'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 a J2) et
+ 52 + 24 % (Témoins a 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 retrouve 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 I'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

I’ACT1 ou I’ASODN n’ont pas présenté d'irritation (Figure 44).

Témoins Témoin ASODN Témoin ACT1

\’14/

Figure 44 : Aspect cutané des souris témoins non exposées, traitées avec ASODN ou ACTT.

Aucune souris n'a présenté d'érytheme consécutif a 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
I'aspect des lésions ou de la cicatrisation (Figure 45). En effet, une nécrose marquée est visible
a J3 dans les différents groupes. La nécrose devient de plus en plus profonde puis ses bords

commencent a 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 apres exposition au CEES puis traitement des souris avec le
véhicule Pluronic® F-127, ASODN ou ACT]T.

Aucune accélération visible de la cicatrisation n'a été observée apres 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 a J2 (Figure 46) : les souris CEES présentent une surface moyenne de lésion plus
faible (13, 9 + 3,8 mm?) que les souris CEES Pluronic (27,8 + 4,1 mm? p<0,0001), et que les
souris CEES ASODN (21,7 + 3,8 mm?, p<0,05). Les souris CEES Pluronic présentent une surface
moyenne de Iésions plus grande que les souris CEES ACT1 (27,8 + 4,1 mm?vs 19,6 + 3,7 mm?,
p<0,05). A J2, le véhicule Pluronic® F-127 et I'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 I'étude, aucune différence
significative n'a été observée entre les groupes traités. Les surfaces des lésions ont atteint leur
maximum a J3, quel que soit le groupe, puis ont progressivement diminué jusqu’a 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 (mm? 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 ACTT #p<0,05.

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et I'ASODN ont présenté des
surfaces moyennes de |ésions supérieures a celles des souris CEES. Les souris traitées avec
I’ACT1 ont présenté des surfaces de lésions similaires a celles des souris CEES.

L'’ASODN et I'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 I'angle
est faible, plus la teinte est foncée. Dans notre étude, les souris ayant le méme phototype, un
ITA faible signe la présence d'une croGte. Des différences significatives ont été observées a 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 I'étude. A J14, les valeurs
d'ITA sont proches de 0 dans tous les groupes. A J14, les crolites commencent a se décoller

ou a étre 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 §8$p<0,001 ; CEES
Pluronic vs CEES ACTT1 #p<0,05

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et 'ASODN ont présenté des
ITA plus faibles que les souris CEES. Les souris traitées avec I'ACT1 ont présenté des ITA
similaires aux souris CEES.

L'’ASODN et I'ACT1 n‘ont donc pas permis de modifier la cinétique de formation de la

crolte.
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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 barriere de la peau. A J2, les souris CEES ont présenté une PIE plus
faible (82,8 + 11,5 g/m?h) que les souris CEES Pluronic (118,9 + 7,9 g/m?h, p<0,001) et CEES
ASODN (115,7 + 19,1 g/m?h, p<0,001) (Figure 48). Aucune différence significative n'a été
observée durant la suite de I'étude entre les groupes traités. La PIE maximale est observée a
J4 pour tous les groupes. La PIE décroit ensuite progressivement mais reste plus élevée que
les valeurs initiales. A JO, CEES : 10,6 + 0,5 g/m?h, CEES pluronic: 11,0 £ 0,5 g/m?h, CEES ACT1 :
10,7 + 0,5 g/m?h, CEES ASODN : 11,0 + 0,6 g/m?h. A J14, CEES: 80,9 + 12,6 g/m*h, CEES
pluronic : 50,6 + 11,5 g/m?h, CEES ACT1:62,6 + 11,8 g/m*h, CEES ASODN : 52,6 + 11,6 g/m?h.
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Figure 48 : Perte insensible en eau (PIE, g/m?h) en fonction du délai post-exposition au CEES
(jours).
Comparaisons CEES vs CEES Pluronic, ***p<0,001,; CEES vs CEES ASODN, $§5p<0,001.

A J2, les souris traitées avec le véhicule Pluronic® F-127 et '’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 barriere cutanée.
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Hydratation cutanée (HC)

L'hydratation cutanée (HC) a été mesurée a |'aide du MoisterMeterD. Apres |'exposition
au CEES, I'hydratation cutanée a diminué dés J1 dans tous les groupes (Figure 49). Apres J3,
les valeurs étaient nulles ou proches de 0 du fait de la présence de la crolte. L'hydratation est
redevenue mesurable a partir de J13 en raison du début de décollement de la cro(te. Les
valeurs d'HC étaient similaires entre les groupes, a I'exception de J2, ou une différence a été
observée entre le groupe CEES et le groupe CEES Pluronic (18,5 + 2,3 u.a..vs 99 + 3,3 u.a,
p<0,01). AJ2, les souris CEES ont donc présenté une meilleure hydratation, reflétant une lésion
moins profonde. En revanche, I'hydratation était ensuite similaire dans tous les groupes sur la
suite de I'étude. A J14, I'hydratation cutanée est restée faible, et n'a donc pas retrouvé les
valeurs initiales. A JO : 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. AJ14 : 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 a J14, des
valeurs similaires ont cependant été observées pour tous les groupes.

Aucun groupe n'a retrouvé son état initial d'hydratation cutanée.

165




Score combiné lésionnel

Le score combiné lésionnel permet de compiler les différents parametres 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 parametres. 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.
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Figure 50 : Evolution du score combiné lésionnel (%) apres exposition au CEES, et traitement
avec le peptide ACT1, l'antisens (ASODN) ou le véhicule seul (Pluronic® F-127).

Apres 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 lefficacité 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 aiglie. 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 a J1 de '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 'ASODN de la
Cx-43. Ces deux molécules ont été appliquées par voie topique dans du gel Pluronic® F-127
a JO+4h (immédiatement aprés la décontamination), J1, J2 et J3. Des mesures cutanées

quotidiennes ont été effectuées afin d'évaluer I'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 a I'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 lIésions a J2 sont le groupe CEES
et le groupe CEES ACT1. A partir de J2 et jusqu’a la fin de I'étude (J14), la taille des Iésions était
similaire entre les groupes. Les molécules candidates n‘'ont donc pas permis de réduire la taille

des lésions.

La teinte des Iésions a été évaluée par la mesure de I'lITA. Plus la Iésion est foncée, plus
la valeur de I'lTA est faible, reflétant la présence d'une crolte. Des différences de valeurs d'ITA
entre les groupes ont été observées uniquement a 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'a J14. En fin de
procédure, les valeurs d'ITA étaient bassent du fait de la présence de croGtes. Nous ne pouvons

donc pas parler a 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 |'état initial de la peau en terme
d’'hydratation, paramétre important dans le processus de cicatrisation (244). Des pansements
hydrocolloides peuvent en outre étre 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 « seche » 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 synthése de la matrice extracellulaire ont été décrits (244). Dans
notre étude, a J13 et J14, les valeurs d’hydratation sont positives, mais proches de 0, du fait de
la présence partielle ou totale de croGtes. Ainsi, a J14, I'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 barriere 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 Iésionnel. Ce score

reflete les conclusions obtenues pour chaque parametre, a savoir :

- les molécules candidates n'accélerent pas la restauration de I'état cutané initial

- lacicatrisation est incomplete a J14

Dans cette étude, les molécules candidates ont été appliquées par voie topique pendant 4
jours consécutifs (JO+4h, J1, J2 et J3), tandis que dans la littérature les molécules étaient
appliquées une seule fois, immédiatement apres l'incision ou I'excision. Pour I'objectif 3, le
mode d'application multiple a été retenu du fait du délai d'apparition des lésions apres
exposition au CEES. En effet, comme décrit dans I'objectif 2, I'érythéme n'apparait qu'a partir
de J1 apres exposition au CEES et la nécrose a J3. Or, la Cx-43 intervient au début de la
cicatrisation pour permettre la migration cellulaire, la diminution de I'inflammation ou encore
I'angiogenése (246). Afin de se situer dans la fenétre thérapeutique, les molécules ont donc
été appliquées quotidiennement jusqu'a J3, la demi-vie des connexines étant par ailleurs tres

courte (de 1,5 h a 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 recu uniquement les formulations ASODN et ACT1 n'ont pas présenté
d'érytheme ou de lésion. L'aspect de la peau des souris témoins traitées est resté similaire a
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 a température corporelle et est liquide a + 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 Iésions cutanées et de brilures (247). En effet,
ce gel permet la concentration dans la peau de la molécule candidate véhiculée avec un faible
passage systémique, améliorant ainsi I'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 I'efficacité du peptide ACT1 et de '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 empéchant la fixation de la Cx-43 avec ZO-1.
L'’ASODN s'hybride a I'ARNm de la Cx-43 pour empécher la traduction de la protéine Cx-43
par clivage de '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 étre mise
en évidence par exemple a 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 a facon 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 I'étude, suite a leur exposition
au CEES, afin de limiter les interactions sociales (morsures, griffures...) entre congéneres 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 a leur isolement. Ces éléments peuvent étre 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 apres sa gélification. Or, les groupes de souris CEES Pluronic ou CEES + molécules
candidates ont présenté a J2 des lésions plus importantes que le groupe de souris CEES seul.
Ainsi, nous pouvons émettre I'nypothese que la pellicule de Pluronic® F-127 pourrait limiter
la désorption du toxique, retardant ainsi la cicatrisation. Afin de vérifier cette hypothése, une
modification du mode d'application par des injections sous-cutanées pourrait étre évaluée. Ce
mode d'application permettrait de s'affranchir de la formation de pellicule a 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 a
cicatriser et pouvant laisser des séquelles. La prise en charge des victimes est similaire a celle
des brdlés immunodéprimés et vise a diminuer la douleur, prévenir les infections et corriger
les troubles hydroélectrolytiques. En effet, bien que I'ypérite ait été utilisée pour la premiere
fois depuis plus d'un siécle, il n'existe a ce jour aucun antidote, ni traitement spécifique. Le

traitement des lésions induites par |'ypérite est a ce jour uniquement symptomatique.

Afin d'évaluer de nouvelles thérapeutiques, des analogues de I'ypérite tels que le CEES
peuvent étre utilisés. En effet, leur utilisation est plus aisée puisqu'ils ne sont pas réglementés
par I'OIAC. Cependant, afin que les études conduites avec ces analogues soient pertinentes, il
est nécessaire de connaitre les similarités et les différences entre I'ypérite et 'analogue utilisé.
Pour cette thése, I'analogue choisi a été le CEES, trés proche structurellement de I'ypérite
puisqu’un seul atome de chlore differe. Le CEES est ainsi un agent alkylant monovalent, tandis
que l'ypérite est bi-alkylante. Bien que plusieurs études évaluant des thérapeutiques contre
I'ypérite aient été conduites avec le CEES, trées peu ont comparé leurs effets
physiopathologiques. Cette thése a donc eu pur but de mettre au point un mode d’exposition
au CEES avec les paramétres les plus proches possibles du mode d’exposition a I'ypérite. En
effet, le mode d’exposition liquide est fréquemment utilisé pour le CEES (204, 239) tandis que
pour |'ypérite, il s'agit du mode vapeur (236, 250). Le modeéle animal utilisé pour cette étude
est la souris SKH-1. Cette souche, sans poils, offre I'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 I'ypérite (211, 251). Notre premiere étude
de mise au point du modele d’exposition aux vapeurs de CEES et d'ypérite a ainsi permis de
déterminer les parameétres d'exposition en termes de volume (10 pL), durée d'exposition (30

min vs 8 min pour |'ypérite) et délai de décontamination (4h).

Les lésions induites par I'exposition aux vapeurs de CEES ont été comparées a celles
induites par les vapeurs d'ypérite. Plusieurs parameétres cliniques et cutanés ont ainsi été

compares : 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 méme type de lésion que
I'ypérite avec cependant un retard d'apparition : la nécrose survient des J1 pour I'ypérite,
tandis qu'elle apparait vers J3 avec le CEES. Ce retard d'apparition des lésions avec le CEES est
également observé lors des mesures des paramétres cutanés non-invasifs. De plus, en fin de
procédure, J14, les lésions sont équivalentes entre les deux agents. Ces observations ont été
confirmées par I'histologie et la biologie moléculaire. En outre, les études RT-qPCR ont mis en

évidence une inflammation plus prononcée avec I'ypérite qu'avec le CEES.

Les études de RT-gPCR ont également permis d’'étudier les connexines-43, 26 et 30
suite a |'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, I'absence de diminution de la Cx-43 en début de cicatrisation est
liée avec la chronicité des plaies (246). Les lésions induites par I'ypérite étant longues a
cicatriser, elles peuvent étre classées parmi les plaies chroniques. Ainsi, I'hypothése émise est
gue, comme observé dans les plaies chroniques, la Cx-43 ne diminuerait pas. Cette thése a
montré en effet que la Cx-43 est augmentée a partir de J3 apres I'exposition a |'ypérite et a J1
aprées exposition au CEES. Les Cx-26 et 30 présentent en revanche le profil attendu apres une

plaie aigue.

Une étude conduite avec des souris SKH-1 exposées a la moutarde a I'azote (HN) a
montré que la Cx-43 était régulée négativement a J1, J3, J7 et J10 post-exposition, comme lors
de plaies aiglies de type incision ou excision (252). Ainsi, I'analogue HN n’induit pas les mémes
modulations de la connexine-43 que I'ypérite et le CEES. Par ailleurs, les Iésions induites par le
HN différent 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 cro(te.
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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 méme
diamétre. De plus, lors du prélevement de la peau des souris, nous nous sommes assurés de
procéder toujours selon le méme mode opératoire afin de séparer la peau du tissu conjonctif

lache.

Des études in vivo (excisions, incisions, brllures thermiques) et cliniques (ulceres
diabétiques) menées avec |'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 I'efficacité de ces molécules sur les Iésions 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-gPCR que la Cx-43 était augmentée a J1, 'agent vésicant choisi pour
cette étude était le CEES. L'oligonucléotide antisens ASODN et le peptide ACT1 ont été délivrés
a l'aide du gel Pluronic® F-127 afin d'optimiser |'effet cutané local de ces molécules en limitant
la perméation (247). L'ASODN et I'ACT1 ont été appliqués immédiatement apres la
décontamination cutanée (JO+4h), puis a J1, J2 et J3. En effet, les Iésions induites par le CEES
apparaissent apres un temps de latence. Or, la lésion doit étre constituée pour que la
diminution de la Cx-43 puisse étre efficace puisque cette diminution doit survenir en début de
cicatrisation. Ainsi, les molécules candidates ont été appliquées lors des phases cedémateuse,
érythémateuse et nécrotique. Aucune amélioration significative n'a été observée sur les
différents parametres cutanés apres 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 a J2, or ces effets tendent a étre 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 a J2. Ainsi, se pose I'hypothése d'une aggravation des lésions par le
véhicule Pluronic®. Celui-ci en effet laisse une fine pellicule a 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 étre testé pour étayer cette hypothése et s'affranchir de

173



cet effet occlusif indésirable dans le cas du Pluronic® F-127. Bien que ce méme véhicule ait
été utilisé dans I'étude évaluant I'efficacité de 'ASODN sur des lésions induites par le HN,
I'application de I'ASODN 2 heures apres l'exposition a engendré une diminution de
I'expression de I'ARNm codant pour la Cx-43 a J3 et J7. Macroscopiquement, une diminution
de I'érytheme, de I'cedeme et de la formation de la crolte avait été conclue a J1 et J3 (252).
Ainsi, dans cette étude réalisée avec I'analogue HN, il ne semble pas y avoir d'effet occlusif
empéchant la perméation du toxique. Kehe et al, 2013, ont cherché a détecter par
immunomarquage les adduits a 'ADN (guanine en position N7) des moutardes au soufre et a
I'azote (HD, CEES et HN-1, 2 et 3) apres exposition in vitro de kératinocytes humains. Seuls les
adduits de I'HD et du CEES ont pu étre détectés. Les auteurs ont conclu qu’une exposition aux
moutardes a l'azote inférieure a 2 heures ne permettait pas de détecter des adduits a I’'ADN

(254).

Le mode d’exposition aux vapeurs de CEES mis au point lors de cette these permet
d’'obtenir des lésions cutanées comparables a celles obtenues avec I'ypérite, bien qu'il existe
des différences en termes d'intensité. Dans le cadre d'études portant sur I'ypérite, telles que
I'évaluation de contre-mesures médicales et de dispositifs de décontamination, le CEES s'avere
pertinent en prenant en compte les différences décrites dans cette these, notamment
concernant le délai d'apparition des lésions. En effet, pour I'évaluation de I'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
I'avantage de ne pas étre soumis a 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 a 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 '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 |'évaluation des effets cognitifs et émotionnels chez des
souris exposées au CEES par voie cutanée. Les effets neurologiques et neuropsychiques de
I'ypérite étant uniquement deécrits 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 I'ypérite. Dans ce but, nous avons exposé des souris C57/BI6J au CEES pur ou dilué
par voie cutanée ainsi que des souris exposées a de l'acide chlorhydrique (témoin brdlure
chimique). Ce groupe de témoin brllure, a pour but de s'affranchir d'un potentiel biais induit
par la douleur ou la géne causée par la brilure sur le dos de I'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 I'open-field et le test du
labyrinthe en T. Ainsi, I'état anxieux des souris a été évalué par les tests du labyrinthe en croix
surélevé et de I'open-field. La mémoire de travail a quant a 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, a J3

aprées 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 controle (48,2 + 4,5 %, p<0,01). Les autres
groupes HCl et CEES dilué (dCEES) ont quant a eux présenté un rapport d'entrées similaire a

celui du groupe controle.

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
contréle (294 + 4,9 %, p < 0,01). Les rapports des temps des autres groupes, dCEES et HCI

sont quant a eux similaires au groupe controle.

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 'open-field, a J4 aprés exposition.

Nombre de sections traversées : le nombre total de sections traversées du test de
I'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 contrOles : 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 I'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 contrdles, 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 I'open-field.
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Le troisieme 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
ceuvre a J5 post-exposition. Le groupe de souris exposées au CEES pur a présenté un
pourcentage d'alternance plus faible que pour les groupes contréles et dCEES. CEES pur : 47,6
+ 4.3 % vs controles : 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
HCI. Par ailleurs, les pourcentages moyens d'alternance spontanée a la 8°™ session ne
montrent pas de différence significative entre les quatre groupes qui présentent des
pourcentages d'alternance tres élevés. Le déficit d'alternance des souris du groupe CEES pur
ne peut donc pas étre imputé a une baisse de la motivation a 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 a I'acide chlorhydrique
n‘ont en revanche pas vu leur performance diminuer lors des tests. Ainsi, les effets observés
seraient imputables au CEES lui-méme et non au stress, a la douleur ou a la géne induits par
la br@lure. Par ailleurs, un effet dose est suggéré puisque I'exposition au CEES dilué n'a pas

induit ces mémes déficits.

L'integralité de ces résultats figure dans I'article ci-dessous.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Eepwards Cognitive and emotional disorders hawe been reported in veierans nidcated with sulfur mustard (SM) 2
Sulha smstaad chemical wes pon belonging tothe ategory of vesicating agents. However, the intense stress sscocisted with the
FEE M inioxication may render difficult determining the exact role played by SM intoodcation itself on the emer-

m genee and maimtining of cognitive disorders. Animals mode] would allow overoming this isme. So far, we
;H"n::mgwy presently imestizaied the cognitive and emotional impact of an acute cutanecws imtoxiation with CEES (2
W chlonethy] cthyl sulfide), 2 SM analog in (57/Bl mioe.

Our smdy svidenced that up to 5days after 2 single acute neat CEES skin exposune, compared to onirals,
mice exhibited i) 2 signifimnt increase in amdety ke rectivity in an elevated plus-maze and in an open-fizld
tasks and 1) an alteration of working mamaory in & ssquential altemation tsk In contrast, mice submitted to
intoxication with a diluted CEES solution or hydrochlanc acid (HCI) did not show any mamary or emotional
impairments. Given that, Our data shows that a single lacal cxtaneons indnxication with neatCERS induced lang-
lasting cognitive and emotional pajorative effeds, in acmrdance: with the spidemiclogical obsarvations in ve
terans. Thus, the single acute nest CEES antaneons mioxication inmice conld allow smdying the sul for mustand-
indnced aognitive and emntional disorders and their further comier mesmnes

1. Introduction

Sulfur mustard (5M) & a chemical warfare agent belonging 1o blis-
tering (or vesicaling) agents category. It was used for the first time in
1917 at Ypres in Belgium for iis propedy o induoe severs bums which
arelong to heal, casing more incapacitation than fatalities and keeping
soldiers outl of the batlefield for a long perdod of time If the patholo
gical effects of M on skin, eyes, and mespiratory system are well
documented, its effect on cognitive functions & not fully demonstrated.
Tndesd, oy fw studies showed that soldies exposed 1o 5M in recent
conflicts showed mental health dsordes such as anxiely, severs de-
prestion, concenration deficil, emotional troubles, behaviomal ab-
nommalities and memory impairment (see (Razwi o al, 2014) for
review]. However, the long-tem paychological symploms of SM victims
coukd be more related 1o the rama cased by the war itsell miher than
5M poisming pe se (Darchini-Marmgheh e al, 2015). For these res
soas, it i% important o develop an animal model of SM intoxication
which alkvws alleviating fear components as a causal factor of the 5M-
indhueed cognitive and emotional al ters tions.

Tor date animal studies have not been focused on the cognitive and
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emational impmets of SM To owr knowledge, only one study showed
neurobehavioral impairments after daily pereutansous administration
of 3M in mice but this study does not repretent the aciual dek of ex-
posure which i suppesed to be acute instead of ¢ hronde (Sharma et al,
2005

Therefore, the purpose of the present study is 1o determine the
impact of 3 undque cilaneous exposune 1o an analog of M on emotional
and oognitive rsponses in mice. Although the mechanim of tosdeity of
M is not fully inderstood, it & known that 5M penetrates through the
skin and reaches ALY OFgAns in nuce, :in.dld.inx the brain {Batal et al,
20141 'I'.nme'x.'uh:r, the cﬁ]i\'ﬂ‘_l,' of 3M from skin to brain eccurs ra-
pidly, a5 soon a5 10 min in rals (Yee o al, 20150 Studies conducted
with butyl Z-chlomethyl sulfide (BCS), an analog of SM, alo evidencad
the tranglocation of BOS from suleutanecus area 1o the brain {Elbayed
el al, 19859 I our study, another analog of 5SM was used: the 2-
chloroethyl ethyl sulfide (CEES), commenially availalle It is structu-
rally cloge 1o 56 as it differs only by one chlorine les; moreder, many
studies showed that CEES acted on the same targeis a8 5M, such as the
DNA, proteins and lipids (Elack e al., 2000; Inturd e al, 20110
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2. Material & methods

Principles of labomtory animal care wers followed and experdments
have besn pedfommed in acoordance with the Europesn Communities
Couneil Directive 2010/63UE and the local ethical commitiee for an-
imal experiments

Male CS7B/6] mice obtained from Janvier (France) were used.
Upon arrival, animak remained in collective cages and were houged
individually at least 10 days befors intoxication with CEES and behs
vigral testing. Mice were 4 months-old at the time of intocication. All
animals had continwus acoess o food and water, and wers placed o a
12-h light-dark eyele (8:00 £ m-8:00 pomL ) in a temperatiure-contraolad
moepmm {22 = 1°C)L

Mice were shaved on the center of their nck using scissors and a
single-use ramor (approximately 9em®). They were then cutaneously
exparedd Lo CEES (Sigma-Aldrich, France), diluted CEES, or HC under
anesthesia using a mixture of ketamine and xylaxine (100 mg/kg and
10 mg'kg bow. respectively).

A group of mice reeeived a 20 pl sohition of neat (EES (i 21.4 mg)
on the shaved area (CEES group n=7) (Boulware et al, 20132)
wheress a second group wa expoted 1o 4 mg of CEES diluted in 200 pl
of acetone (dCEES group; n = &) (Jain e al, 2011} Because of the
difference in concentration between neat and JCEES, skin was decm-
taminated with a hypochlorite solution (5%) 1.5 or 25 h mespectively
after imoxication. The third group was exposed to hydrochloric acid
(20% v/v) in onder 1o indwee a superficial ¢ hemical burn (HQ group;
n = 7) and mice were ako cleaned 25 h after HO exposure with the
zame hypochlorite solution i be fully comparable. A contml non-ex-
posed group (n = 7)was also constituted. Mice were allowed 1o recover
al least 2 days before belavioral esting which occumed from Day 3 1o
Day 5 after intoxication. Anxiely was first evaluated in the elevated
plis-maze {Day 3), then in the open-field (Day 47 and working memory
wins evaluated on Day 5 in a T-mase All behavioral lets wen per
formed inall growps between 800 2 m and 1200 2 m in arder to avoid
circadian vardations

The alevated plus-maze and procedure have been previously de
seribed (Domingue: et al, 2016 Mice were allowed 1o fresly explore
the open and closed arms of the maee for S-min. The andety-like be
havior was evaluated by i) the Time mtio (Time spent in open arms/
Total time spent in all ams X 1000 and i) the Entry matio (Number of
eniries in open arms/ Total number of entries in all aree X 1000, The
smaller are these ratios, the more “anxious” is the mouse.

The apen-field i a circular chamber mesguring 100 em in diameter
and surmunded by a 15em-high wall. A camera above the apparatus
was connected 1o a computer sereen dividing the floor inte 64 mones.
Tierrina tion (40 1x) was equally distributed on the platdorm. A e gan
of each tral, animals were placed for 302 in 2 small eyvlinder and then
were allowed 1o freely explore the apparang for 5 min., Two mexgumes
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woere reconded: the initial time to reach tothe center from the perphery
and the tolal number of zones crossed. The smaller is the number of
mone erosied and the higher & the delay 1o mach perphery or the
center, the more “amdous”™ is the mouse.

The T-maze allowed the evaluation of the working memory using
the spontansous sequential altemation behavior (Vandesguille e al,
2013) Mice were first habituated 1o the T-mase (10 min/day X 2 sue-
cesgive days) and submitted 1o a training sesmion 3 days before the in-
toxication procedure and their bter mndom attdbution 1o the 4
groups. The tmining sesim consisted of seven succemive iiak sepa
rated by a 30 s-inter-trial interval (ITT) to familianize the mice with the
elegure and opening of the ams over triak. AL the beginning of each
trial, the mouse was placed in the start box for 30 5. When the subject
entered one of the goalarms, the door to that am was dosed and the
chodce was reconded After a 30 s-confinement period into the chosen
arm, the mouse was placed back in the stan-box for a new trial. In the
test sesmion, the procedure was similar, except that the TTT was in-
creased 1o 90% from the 15t 1o the Tihriak. The less i he allemation
rate, the more impaired & worling memory. An additional trial was
added al the end of the series, which was separated from the 7ih one by
& shorter ITT {30 5). This Bth trial alowed o contml that any behavioml
impaiment on the previous trials was not due 1o a motivational al
teration. Indeed, a significant increase of allemation rates al the Sth
trial would indicate that the mativation to allernate was nol impaired
by the repetition of trials.

For siatistical analyses, belwesngroups compansons were per-
fomed using one-way ANOVA followed when adequate by post-hoe
comparisons (Bonfermai-Dunn tes). Tn onder 1o evidence anly major
differences, we deliberately considersd a significance threshold of
P o= 0,01 for paired belween-groups comparisons. For all behavioml
lesits, values are presented & means + SEML

3. Results
3.1, Skin bumis

In the neat CEES group, erythems was observed two days after in-
tosication. The HO group also exhibited erphems, howsver weaker
and mome hetemgenesus than in the CEES group, wheress the dCEES
grovug echibited no visible letion.

32 Anciety-like acivity

According to our statistical threshold (significance at p = 0U01),
the overall total number of entries in the eaated plus maze was not
differnt among the groups (F(3,23) = 365 p = 0031 No dgmifican
bestwossen-groups difference was observed on the todal time spent visiting
all arms of the maze (p = 010 in all analyses; data not shown)

Fig. 1. Bevared plosaze 4] I 1his k.
et b Nt Sy e G rbod ase 1he
e gmubeen B odhe shewes Meaw FFS-
meaed goup eubibied 4 bwes esiy ramo
& compamd 1o Comtmds, HCI (10 ke
chlerie achd) asd SFES (CFES dimed =
aewae] goup B EES i akida a
oy M rabo as oespasd 1o Coenmls,
B0 ased CFES grovepe (**p - 001 wesms
Ceaprady &F p o< 001 waem CEES.
Valees are peesesied a5 swass + SEML

L

CEES dCEES

[T neg na7
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The entry mlio was significanly different among the groups
(Fig. 1A; F{3,23) = 526; p = 0.006); more specifically, a sgnificant
decremte of this ratio was observed in the CEES group (273 + 4.8%)
% compared 1o Controk (482 £ 4.5%;p < 001L The other growps
exhibited an entry matio similar to Controls (dCEES: 47.7 £ 5.1% HO:
5001 = 44%; NS versus Controli; p < 0,01 vesus CEES). The time
mtio wat significantly different among the groups (F3,23) = 4.02;
p = 001; Fg 1BY more specifically, a sgnificant decrease of this
ratio was observed in the CEES group (123 + 3.1%) a8 compared o
Controls (29.4 = 4.9% p = 001L The other grups exhibited a time
mtio @milar o Controls (MCEES: 204 + 35%; HCL 231 + 22%;
P o= 0U01; KNS versus Controk and (EESL

In the open-field, the total number of crosed mones was s gnificantly
different among the grou (F{3,23) = 14.24; p < 0.0D1L Thus, the
(EES group (127 + 2.2) exhibited a lower number of crosed mones as
eompared 1o the other groups (Contrals 37.6 £ 36; HO: 3.0 + 3.0
dEER 265 + 1% p < 001 in all comparion with (EES)
(Fig 2A) The delay 1o run from the center of the maee b the perdphery
was  significantly different among the growps (F3,23) =343
p = 0.003). However, between-group paired comparizons failed 1o e
veal any dgnificant difference (data nol shown). In contrast, the delay
10 run back from the periphery to the center was significantly different
Ay tha groups (F{3,23) = 2496, p < 0LO0O1). Tndesd, this d.day
was significantly incrested in CEES mice (1971 = 3003 5) & com-
pmedmﬁemhﬂxmys {Contrels 38R0 + 6.8x HCE 287 + 30s;
dEES 40,3 + 545 p < 0LDOD] in esch comparison with (EES)
(Fig. 2B).

3.5 Working memory

Waorking memory was evaluated by the mean percentage of spon-
taneous alternation (SA rate) over the 7 first triak. SA rates significantly
differed among the groups (F3,23) = 8.00; p = 0L.0ME). (EES mice
exhibited a lower allemation score (476 + 4.3%) & compared 1o the
Contral and JCEES groups (7E6 = 4.8% and 806 + 5.1% mspec-
tively; p = 00001 for each comparison) but nod a5 e ompared to the HC1
group (6900 + 6.7%) (Fig 3L Interestingly, no significant betwesn
groips difference was observed for the Sth thal of the sedes (F
(3.23) = 1.0L Mare specifically, the mean alemation rabes were
B57 = 14.3% for the (EES group, 3.3 + 16.7% for the JCEES
group, B5.7 £ 14.3% for the HO group and 714 + 184% for Con-
il

75

A, D ussion

The aim of the present sudy was 1o investigate the cognitive and
emotional impacts of a cutaneous exposure 1o CEES, a sulfur mustand
analog. For this purpose, mice expoged 1o CEES (neat or diluted) or HQ
{as a chemical bum contml) werse tested for andety and working
memary incomparison 1o unexpmed contmli

Mice expased 1o HO or dEES behaved simiarly & control mice in
all e Imminments in emotional resctivity and working memory
were obgerved specifically in the group exposed 1o nest CEES. More
preciely, CEES group exhibited in the alevated plus maes les visis and
spent k=s time in the open arms, as compared to the other groups.
Similarly, in the open-field, (EES mice cromed significantly less nones
imvkey the maee, and their rnning latencies (o goback tothe center of the
mape from the periphery were significantly increaied as compared 1o
the 3 ather groups.

The allernation test was performed 4 days after skin eposure 1o
s working memory (Dominguer e al, 2016; Vandesquille et al,
3013). This test evidenced a deficit in sequential alemation for the
CEES group only using an interdrial delay of 902 which mveals a
working memaory deficit. n addition, shortening the delay betwesn the
Fih and Bth trials incrested significandy 34 rates in all groups dis-
carding the hypothesi of a motivational failere to allemate az a de
terminant of memaory mpainment in CEES mice

Ome eould sugges that pain from the skin bums andfor that mus-
cular letions acl a8 cauwml factors of neal (EESinduced deficis.
However, neal (EES-treated animak did not exhibit any locomotor
impairments 2 shown by a similar amount of total entries in the ele
valed pls maze among the 4 groups, or by the increase of the alter
mation mte at the Bth trial of the serdes in the allemation tagk, which
shows that the altemation deficit on the 7 first trials stems from a delay-
dependent interference among triak (that is (o say a cognitive alters
tigm), rather than from motivational o sensorimotor immimmens In
addition, the lack of any emotional or memory impaimments in the HO
group which ako exhibited erythema ditscards pain from the skin barns
a5 a cawml factor for the behaviomal impairments olgerved in the neat
CEES group Thus, it can be suggested that the CEES-induced cognitive
and emotional allerations are consequences of a brain dysfunction.
Indesd, several authors have shown that 5M administered on the skin
reached the brain very rapidly, &g less than 10 min (Yue et al, 2015)
and induesd soddative simss Moreover, the targes of CEES ame the
mme as thage of sulfur mustard, such & DMA, proteing and lipids
(Sharma et al., 2002 Black e al, 20010: Inturd et al., 20111 In addition,
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a study pedorming intoodeation with a single subcutansous injection of
neal BOS increaed oxidative stres in the brain a8 meatured by sevemal
bindogical markemn total ghiathione and lipid peroxidation [Ebayed
o al, 1989

Anather interesting point raised by our study is that the CEES-in-
duced working memory and emational impaiments are long-lasting,
sinoe the deficits o working memary are still observed 5 days after the
intoication. This observation suggeds hat the single cutaneous CEES
intmication may induce long-laging brain alterations as observed in
humans intosdcated with sulfur mustand (Razavi et al, 2014) which
el be rspongibe for the emergence and maintenance of the deficits
aver lime. We may hypothesize that the CEES-induced immimments
melied on prodracted allemtions of the amygdalo-prefrontal cortex-hip-
pocampus netwark, known o be invelved in working memory and fear
meactivity { Vandesquille e al, 2013 Aruds-Carvalbo and Clem, 2015)
and which & highly sensitive to the deletedous effects of oxidative
stress (Omell e al |, 2004).

Thiz hypothesis is sustained by a sudy of Gadsden-Gray et al.
(Gadaden-Gray e al, 2011), showing that a single dose of an
catse newmnal damage in the frontal brain region at least in part by
increasing microghial cells. However, the effects observed in the present
study are not specific o CEES becsude nerve agents of military intens
such as soman ako induce cognitive and emotional immimments
(Collombet @1 al., 2011; Couland et al., 2008). Indeed, these previos
studies reported anxciety and disturbances of working memory, thus the
impairments obgerved in the present study am not specific to CEES.

5. Conclusion

Overall, our study evidenced that a single cutaneous expoune 1o
neal CEES, an analog of 5M, induced prlonged cognilive impainment
and an increase of anxiety-like mactivity. Thus, the CEES mimicked the
paychological disorders of sulfur mustard reported in human, however
in the alwence of the ntense stress oflen msociated with SM intoxdies
tion, showing that the memory and emotional alterations are induced
by 5M per s and not by stmss

However, the neurabiolegical meehanizms sustaining these long-
term impairments remain o be investigated. The reversibility and the
mechanian sustaining these cognitive and emotional immimments
should also be explomed (Razavi el al, 2014) In a further step, ex-
periments should be designed in onder 1o counteract the potential CEES
indoed newronal damage and further cognitive impairments, using for
example anti-toddants andfor mychmetive drgs such as modafinil
{Omell et al., 3004 Lallement & al, 1907)L
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IV.2.2 Résultats objectif 2: recherche d'adduits du CEES dans le cerveau apres

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 I'article de Gilardoni
et al,, 2021 en annexe IX). Dans les extraits d’ADN cérébraux, des adduits N7Gua-CEES ont été
détectés de J1 a J14 post-exposition, avec un pic a J3 (Figure 51). La quantité d'adduits a
diminué progressivement jusqu'a J14 mais est restée détectable (18,0 + 6,7 adduits pour 10°
bases). Cet adduit N7Gua-CEES a également été détecté dans des extraits cérébraux de J1 a
J14 post-exposition, avec un maximum a J1 puis une diminution progressive mais détectable

jusqu'a 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 a J1
dans des quantités similaires. La concentration GSH-CEES et de NAC-CEES a ensuite diminué
jusqu'a J14 post-exposition. La concentration de Cys-CEES semble augmenter a J3, cependant,
cette augmentation est non significative. Les trois biomarqueurs diminuent progressivement
jusqu’a J14 ou ils restent encore détectables. Le GSH-CEES diminue tres fortement des J3 a

cause d'un manque de sensibilité de la méthode analytique.

Il est a noter qu'aucun de ces adduits n'a été détecté avant I'exposition, confirmant

ainsi leur spécificité.
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Figure 51 : Détection des adduits N7Gua-CEES dans ['ADN et les extraits cérébraux apres
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<0,07 avec * et ** pour les comparaisons avec J1, t 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 apres
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<0,07 avec * et ** pour les comparaisons avec J1, t ou 1t 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 des le 1°" jour apres exposition et sont restés détectables jusqu’a

la fin de I'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 I'open-field montrent tous deux
une anxiété chez les souris exposées au CEES pur, tandis que les souris exposées au CEES dilué
ou a 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 I'open-field. De plus, elles ont traversé moins
de sections de I'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 I'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 I'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/BI6 a été choisie pour ces tests comportementaux d'anxiété
et de mémoire de travail. Elle possede I'avantage d'étre 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
I'exposition. Cette étape peut créer des microlésions ou modifier la surface cutanée suite a
I'application d'une creme dépilatoire et de fait modifier la pénétration du toxique. Les souris
SKH-1, utilisées pour I'étude cutanée, ont I'avantage d'étre 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 étre 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 I'open-field. Il s'est avéré que leur
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comportement était trés hétérogene 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/BI6. Il a donc été décidé dans un premier temps,
d'effectuer les tests de comportement avec des souris C57/BI6 afin d'évaluer un potentiel effet
du CEES. Un effet comportemental ayant été observé chez les C57/BI6 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

méme souche de souris SKH-1.

Les souris exposées au CEES pur ont vu leur mémoire de travail affectée a 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 I'évaluation de la mémoire de travail chez la souris
puisqu'il demande une flexibilité mnésique avec une mise a jour permanente. En effet, le
comportement phylogénétique d'exploration de la souris implique pour chaque essai la
mémorisation de I'essai n-1 et I'oubli de I'essai n-2. L'alternance spatiale implique plusieurs
structures cérébrales dont I'hippocampe, qui joue un role 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 8™ essai, qui est effectué aprés un ITl
raccourci, a par ailleurs démontré que les souris ne souffrent pas d'un manque de motivation
a alterner apres 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 8™ essai est donc un critére d'inclusion
des souris dans les différents groupes expérimentaux pour I'exploitation des résultats. Selon

ce critere, aucune souris n'a été écartée pour l'analyse.

Par ailleurs, un lien existe entre I'anxiété et I'altération de la mémoire de travail (199),
probablement en raison du passage des glucocorticoides a travers la barriere
hématoencéphalique (BHE) puis de leur action au niveau de leurs récepteurs hippocampiques

(168). Sur le plan cognitif, I'état anxieux mobiliserait les ressources attentionnelles, entrainant

186



ainsi un effort plus important (142). L'altération de la mémoire de travail observée chez les
souris exposées au CEES pur pourrait étre une manifestation de I'anxiété observée lors des
tests du labyrinthe en croix surélevé et de I'open-field. Un moyen de vérifier cette hypothese
serait d'injecter par voie systémique un inhibiteur de la synthése surrénalienne de
glucocorticoides, 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 suggérent I'implication de
trois principales zones cérébrales : I'amygdale, le cortex préfrontal et I'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 I'anxiété que
dans la mémoire de travail spatiale. Un possible déficit hippocampique pourrait étre mis en
évidence par un dosage des glucorticoides (corticostérone chez la souris) dont le taux se
trouverait augmenté, ainsi que I'ont montré certains travaux (177, 178). En effet, dans la
défense contre les effets du stress, les glucocorticoides entrent en jeu dans un second temps,
aprés une latence de quelques minutes, apres l'intervention immédiate des catécholamines

(257) (voir Figure 21).

Pour compléter I'exploration de la mémoire des souris apres exposition au CEES, un
test de reconnaissance d'objets mettant en jeu la mémoire a plus long terme, pourrait étre
envisagé. Ce test consiste, lors de la phase d'acquisition, a placer la souris dans un open-field
contenant un petit objet, afin qu’elle puisse librement I'explorer et devienne familiere 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 méme objet ainsi qu'un nouveau. Il faut au
préalable s'assurer que le nouvel objet présente pour la souris le méme intérét exploratoire
que le premier, en mesurant les temps d’exploration respectifs des deux objets sur un groupe
indépendant de souris. Plusieurs parametres sont mesurés tels que le temps passé a explorer

chaque objet, le nombre de redressements et de sections traversées. Selon le délai entre
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I'acquisition et la phase de test, plusieurs formes de mémoire peuvent étre explorées (court,

moyen, voire long terme).

L'exposition des souris a l'acide chlorhydrique (HCI) avait pour but de distinguer les
effets dus au CEES par rapport aux effets dus a la géne et a la douleur induites par la brilure
chimique. Ainsi, les effets cognitifs et émotionnels observés peuvent étre attribués au CEES
lui-méme et non a la brdlure chimique. En effet, le groupe HCl n'a pas présenté de signes
d’'anxiété ni d'altération de la mémoire de travail. Cependant, les brilures induites par HCI et
par le CEES ne sont pas totalement identiques. Comme détaillé plus haut, la brilure 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 |ésions 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 |'impact des Iésions cutanées entre les groupes
brilés. 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 a I'aide d'une roue instrumentée (260)) sur plusieurs jours pourrait étre
utilisé car il a été montré I'existence d'une relation entre la dépression et la baisse d'activité
spontanée (261, 262). Ce test pourrait étre complété par un test de motricité complémentaire
tel que le tapis roulant qui consiste a faire courir les souris a une vitesse définie et variable, et
a évaluer leur résistance a l'effort, leur endurance. Si les résultats sont similaires entre les
groupes HCl et CEES, alors cela appuierait 'absence d'effets de la brllure (par HCI ou CEES)
sur la motricité. Le test du rotarod pourrait compléter I'exploration psychocomotrice en
évaluant la coordination locomotrice (224). Ce test consiste a faire marcher des souris sur une
barre qui tourne a 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 I'animal est tombé sont
enregistrés. Si les animaux ont une mauvaise coordination psychomotrice, ils tomberont
rapidement. Si I'impact des bralures 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 a lui d'évaluer le pic de force maximale développée par les souris
avant et apres exposition au CEES ou a I'HCI (224). En effet, ce test consiste a mesurer la force
déployée par la souris pour rester accrochée sur une barre, ou une grille. Une diminution de
la force des souris aprés I'exposition aux agents serait attendue du fait de I'apparition des
lésions. En revanche, entre les groupes CEES et HCI, la force maximale devrait étre identique si
les Iésions génerent le méme 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 I'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 these (labyrinthe en croix surélevé, open-field et
labyrinthe en T) ont permis d'évaluer I'anxiété et la mémoire de travail des souris apres
exposition au CEES. En revanche, la dépression n'a pu étre explorée bien qu’elle fasse partie
des principaux symptomes décrits chez les vétérans exposés a |'ypérite, plus de 40 % de cas
selon les publications (136, 137, 263). La dépression pourrait étre évaluée chez la souris, dans
le cadre d'une étude a plus long terme, par le test de suspension caudale (tail suspension test)
afin de compléter I'étude cognitive et émotionnelle des souris aprés exposition au CEES (264,
265). Ce test consiste a suspendre les souris par la queue a l'aide d'un ruban adhésif. Les souris
tentent a 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 I'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 a mettre en ceuvre, notamment pour juger de I'immobilité totale du rongeur (265).

Aprés pénétration cutanée, I'ypérite diffuse dans les organes au moyen de la circulation
générale. Des adduits de I'ypérite ont ainsi été détectés dans le cerveau apres une exposition
cutanée (130). Nous avons fait I'hypothese que les effets cognitifs et émotionnels observés
chez la souris intoxiquées au CEES pourraient étre liés a 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 I'ypérite. L'étude analytique, en collaboration
avec le CEA, a 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 a distance du site d'exposition (66). Des adduits d’ADN cérébraux ont ainsi été
détectés, aussi bien aprés une exposition cutanée a I'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 |'ypérite (130) (en position
N7 de la guanine) ont pu étre détectés jusqu’a la fin des études, soit 14 jours apres exposition.
La persistance des adduits et |'évaluation du comportement des souris au-dela de 14 jours
mériteraient d'étre explorées. Ainsi, la mise en oeuvre d'une batterie de tests
comportementaux répartis sur plusieurs mois permettrait d'évaluer l'effet a long-terme du
CEES. Le dosage de ces adduits, au CEA Grenoble, a fait appel a des techniques sophistiquées
d’extraction automatisée solide/liquide (SPE) et d’analyse (chromatographie en phase liquide
couplée a 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 a elle seule
les effets cognitifs et émotionnels observés chez la souris ainsi que chez les victimes humaines.
D’autres investigations cérébrales seraient a envisager afin d'explorer d'autres mécanismes et
acteurs responsables de ces déficits. En effet, la toxicité de I'ypérite n'est pas uniquement due
a son caractere alkylant. Sa toxicité se manifeste également par un stress oxydatif, une
peroxydation lipidique et une forte inflammation conduisant a la mort cellulaire par la nécrose

et 'apoptose (53, 258).
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L'ypérite est connue pour induire un stress oxydatif (53, 132), or le cerveau y est
particulierement vulnérable du fait de son contenu limité en antioxydants (superoxyde
dismutase, glutathion, a-tocophérol...(266)) et de sa forte consommation en oxygene (57, 131,
267). Les neurones de I'hippocampe, de I'amygdale et du cortex frontal sont particulierement
vulnérables au stress oxydatif et aux maladies neurodégénératives (131). Ainsi, une hypothése
pouvant expliquer les effets du CEES observés chez la souris pourrait donc étre 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 a des doses variables non
quantifiables et tous n'ont pas présenté de symptomes 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 étre

suggeérée.
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V. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

A travers les deux parties de cette these, cutanée et cérébrale, la pertinence du CEES en

tant qu'analogue de I'ypérite a été évaluée.

Pour évaluer, sur le plan cutané, les lésions induites les agents vésicants, nous avons mis
au point un modele d'exposition, sur le modeéle 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 these. 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 apres exposition au CEES est différé de plus de 24 h par rapport a

I'ypérite.

Lors de cette these, nous avons voulu évaluer une piste thérapeutique pour le traitement
des lésions cutanées induites par I'ypérite. En effet, il n'existe aucun antidote et les seuls
traitements mis en ceuvre sont symptomatiques. La piste thérapeutique évaluée dans cette
these ciblait la connexine-43 par I'’ACT1 et 'ASODN. Cependant ces molécules n‘ont pas permis
d'améliorer significativement la cicatrisation des lesions induites par le CEES en termes
qualitatifs ou temporels. D'autres pistes thérapeutiques émergent (258), notamment pour
diminuer lI'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 I'cedeme, 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
I'inflammation induite par I'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 a piéger I'ypérite (« effet scavenger ») en formant l'ion thiirane moins toxique (271,
272). De plus, la mélatonine pourrait permettre de réduire les effets a long-terme de I'ypérite
en modulant épigénétiquement I'expression des ARNm des enzymes antioxydantes ainsi que
grace a son potentiel role d'inhibition de I'ADN méthyltransférase (272, 273). La N-
acétylcystéine (NAC) avait également été étudiée en tant qu'antidote de I'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 a I'’ADN. Le CEA de Grenoble avait précédemment mis en évidence la
présence d'adduits cérébraux de I'ypérite a 'ADN (68) ainsi que le double adduit avec I'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, a la cystéine, a la N-acétylcystéine et
a I'ADN (66). Cette étude prouve ainsi le passage du CEES au niveau du systeme nerveux
central, tout comme I'ypérite. Le CEES revét donc également un intérét dans la mise au point
de méthodes analytiques grace a 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 méethodes d'investigation. Ainsi,
nous poursuivons des collaborations avec I'Unité Risques des Technologies Emergentes (IRBA)
ainsi qu'avec le CEA de Grenoble (INAC, MEM, Laboratoire Modeélisation, 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 revét l'intérét de ne pas nécessiter de préparation
d'échantillons. Ainsi, des biopsies de peau peuvent étre directement analysées apres les avoir
disposées dans des rotors. Il s'agira de comparer les spectres obtenus a partir de peau saine
avec ceux obtenus a partir de peau exposée a |'ypérite ou au CEES. La différence de spectres
pourra ainsi mettre en évidence un profil signature d'exposition a 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
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de I'Unité Développements Analytiques et Bioanalyse (IRBA) dans le cadre d'analyses
métabolomiques de plasma de souris et également de larmes de lapins exposés a I'ypérite. En
effet, nous avons mis au point un modele d’exposition oculaire aux vapeurs d'ypérite chez le
lapin. Les yeux sont un organe particulierement sensible a I'ypérite et dans un scénario
d’'exposition terroriste d'un grand nombre de personnes, il est nécessaire de mettre au point
un systéme de détection permettant de confirmer |'exposition a |'ypérite et a terme d'orienter
le diagnostic. Actuellement, les prélévements sont issus d'une exposition a I'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, a la fois lors du test de
labyrinthe en croix surélevé, et également dans I'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 a l'ypérite notamment en Iran et en Chine (64, 137). De plus, des adduits
cérébraux ont été détectés chez la souris SKH-1 apres exposition a I'ypérite et au CEES (66, 68).
La présence de ces adduits cérébraux pourrait étre corrélée avec les effets comportementaux
décrits dans cette thése. Actuellement, il n’existe pas de prise en charge spécifique concernant
les effets psychologiques et cognitifs de I'ypérite. Un suivi psychiatrique préventif pourrait étre

préconisé afin de les prévenir et/ou de les prendre en charge.

Par ailleurs, I'incident récent d'Arras de septembre 2021 révele qu’une sensibilisation au
risque d'exposition a I'ypérite semble nécessaire pour le personnel soignant et les populations
du Nord et I'Est de la France, dont les sols contiennent encore de nombreux obus chimiques
issus de la premiere guerre mondiale (41). En effet, plusieurs jours ont été nécessaires avant
de poser le diagnostic d'exposition a I'ypérite chez I'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 I'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 a tenir face a cette exposition a I'ypérite.
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Une méconnaissance de la fiche Piratox n°6 par les équipes médicales a ainsi été mise en

[umiére lors de cet événement.

Plusieurs moyens de détection permettent d'alerter sur un risque d’exposition a 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 contrdle de contamination a 4 canaux
(AP4C), pour la détection de contrble. 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
connaitre 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
I'avantage de pouvoir détecter des gaz et également des liquides en ajoutant un Systeme

Portatif de Prélevement de Produits Persistants par Evaporation (S4PE).

Du fait de la pénétration indolore de I'ypérite, de la latence d'apparition des symptomes
et de son caractere persistant, une décontamination rapide, dés les premieres 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.
Apres adsorption de [l'ypérite liquide, la fiche Piratox n°6 de I'ANSM préconise une
décontamination cutanée par de I'eau en grande quantité et du savon doux (44). En effet,
I'ypérite étant faiblement soluble dans I'eau, I'étape d'adsorption de I'ypérite liquide est
importante pour éviter le risque d'étalement de I'agent lors la douche. Dans cette these, nous
avons décontaminé les souris a I'aide de compresses imprégnées d'eau savonneuse puis d'eau,

sans étape d'adsorption puisque I'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 a des lésions
nécrotiques avec une cinétique d'apparition plus rapide chez les souris décontaminées a 4 h.
Ce résultat montre qu'une décontamination une heure apres exposition est trop tardive. Dans
le cadre de I'étude comportementale (268), dans laquelle le CEES a été appliqué sous forme
liquide, la décontamination a été réalisée a 'aide de solution d'hypochlorite de sodium a 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 I'ypérite, une seule étude a évalué I'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 I'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 modeles 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 I'existence d'un réservoir cutané d'ypérite, cette seule décontamination ne permet
pas d'empécher 'apparition des lésions. Bien que les groupes d’'animaux décontaminés avec
une éponge RSDL présentent a 72 h des surfaces de lésions plus petites que les groupes
contréles non décontaminés, la décontamination n'a donc pas permis d'empécher leur
apparition (71, 72). Des pistes de recherche basées sur une décontamination enzymatique sont
a l'étude (209, 278). Une solution enzymatique, a base d'haloalcane déhalogénases,
permettrait ainsi d'hydrolyser I'ypérite présente a 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 I'ion
épisulfonium I'empéchant 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).
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Lors de cette thése, nous avons montré que le CEES induisait des effets pouvant étre
comparés a ceux induits par I'ypérite, que ce soit sur le plan cutané ou cognitif. La facilité
d'accés au CEES, disponible dans le commerce, peut conduire a se poser la question d'une
éventuelle restriction de son utilisation a l'instar du TDG qui est classé dans le tableau 2 de
I'OIAC en tant que précurseur. Au vu les Iésions décrites dans cette these, le CEES pourrait en
effet étre utilisé tel quel a des fins terroristes ou bien subir une chloration afin de le transformer
en ypérite. Cette derniére hypothése est cependant moins probable, I'ypérite pouvant déja
étre synthétisée, relativement facilement, a grande échelle, par d'autres voies de syntheses
(280). Ces éléments font de l'ypérite un agent de la menace terroriste a prendre en

considération.
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VI. Annexes

Annexe | : protocole d'immmunomarquage de la connexine-43

Date :
Expérimentateur :
Nombre de lames :
Numéros de blocs :

. Liste des réactifs :

OGIE — CONNEXINE 43

o Xyléne o Triton 100X (frigo)
o Ethanol 100 % o Dakopen (tiroir 06)
o Ethanol 95% o Emerald {frigo)
o Eau stérile (placard) o DAB (frigo, tiroir du bas)
o TBS 20X (frigo) o FEukitt (tiroir hotte de montage)
o Anticorps (frigo, Cx 43 =ab117843) o Hematoxylin (placard cdté évier)
o Impress (antiRabbit, frigo tiroir du bas) o Ha20s(frigo)
Jourl:

Il. Déparaffinage des lames :
Par automate
Qu

Maintenir les lames toujours en
milieu liguide pour ne pas qu'elles

Bain de xyléne : 2 fois 5 minutes

Bain d’éthanol 100 % : 2 fois 1 minute
Bain d’'éthanol 95 % : 2 fois 1 minute
Passage a I'eau courante dans verre a pied

séchent

oooo 0O

lll. Préparation des solutions :
O Préparer 1L de TBS 1X : prendre une bouteille d’eau stérile (bouchon orange dans le placard) et
retirer 50 mL & I'aide d’un falcon. Ajouter 50 mL de TBS 20X (frigo). Conserver a +4°C.
Préparer un falcon de 50 mL de TBS 1X.
Préparer 10 mL de Triton 10 % dans de I'eau : prendre petite bouteille d’eau stérile (bouchon bleu
dans le placard), prendre 9 mL d'eau avec pipette pasteur dans un falcon et compléter avec 1 mL de
Triton 100X. Mettre le falcon dans un verre a pied contenant de I'eau chaude pour homogénéiser la
solution.
O Quand la solution de Triten 10 % est homogéne, préparer 5 mL de Triton 0.5 % dans du TBS 1X :
250 pL de Triton 10 % gsp 5 mL de TBS 1X.
O Préparer dans le porte lame marron {celui qui va dans la cocotte) 75 mL de citrate pH6 : 7.5 mL de
citrate 10X (frigo) qsp 75 mL d’eau stérile.

oo

IV. Démasquage (dans la cocotte) :

Mettre 700 mL d’eau stérile/distillée dans le fond de la cocotte

Brancher I'appareil, fermer le couvercle et appuyer sur le bouton marche gui passe au vert @
Le signe chauffage s'allume, le cycle est terminé {environ 10 min) quand le signe s'allume  /
Pendant le cycle, mettre de I'eau stérile dans le bac a lames noir

Rincer au TBS dans une cuve a lames pendant 5 minutes sous agitation (20 rpm)

ooooo

Ringage de la cuve

V. Préparation des lames : marton & eau stérile

Faire un cercle au Dakopen (tiroir) autours des biopsies

oo

Déposer une goutte de TBS 1X (falcon) avec pipette pasteur sur les biopsies
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PROTOCOLE IMMUNOHIST GIE — CONNEXINE 43

VL.

VII.

Viil.

Jour2:

IX.

]

a
]
a

ooogd

a
a

ooo o

oooo’

Rincer au TBS dans bac & lames noir pendant 5 minutes sous agitation (20 rpm)

Perméabilisation des lames :

Tapoter lames pour enlever le TBS et ajouter une goutte de Triton 0.5 %
Laisser reposer sur le bac a lames 15 min (pas obligation d’agiter)

Rincer au TBS dans une cuve a lames 3 x 5 minutes sous agitation (20 rpm)

Saturation :

Déposer une goutte suffisante d’Emerald (frigo) sur les coupes posées sur le bac noir. Redéposer une
goutte au besoin 2-3 fois pour s’assurer d’en avoir mis suffisamment

Laisser reposer dans le bac noir sous agitation, au moins 2h (TA).

Incubation de I'anticorps primaire :

Enlever Emerald des lames en les tapotant dans le bac noir puis refaire au Dakopen 2-3 fols le tour
des coupes

Ajouter du TBS sur les coupes et s'assurer de I'étanchéité

Chercher de la glace

Diluer I'anticorps ab117843 au 1/1000*™, Compter 300 WL par coupes & marquer (en sachant qu'une

coupe sert de témoin sur chaque lame)
o Volume a préparer = nombre de coupes a marquer x 300 pL
o Dilution au 1/1000*™ (1 uL d'AC pour 1 mL d’Emerald) AC
o On ne vortex pas, on agite en tapotant au doigt

Déposer 290 uL d’Anticorps ou d'Emerald sur les coupes (procéder lame par lame)

Incubation & +4°C overnight dans le bac noir fermé.
Témoin

Repréparer du TBS 1X
Rincer au TBS dans une cuve a lames 3 x 5 minutes sous agitation (20 rpm)

Blocage de la peroxydase endogéne :

Sous hotte (au fond de la piece d’inclusion), préparer 5 mL de H:0: au 1/10°™, Prélever 500 uL
d’Hz0; + gsp 5 mL d'eau stérile.

Déposer avec la pipette pasteur 1-2 goutte(s) d'Hz0: sur chaque coupe. Faire deux passages.
Incuber sous hotte pendant 20 min

Rincer au TBS dans une cuve & lames 2 x 5 minutes sous agitation (20 rpm) | Récupérer dans
| Falcon Hz0: et le
Jjeter dans DASRI

Incubation de I’anticorps secondaire
Sur bac noir, déposer 2 gouttes d’Impress (prét a I'emploi) sur chaque zone.
Laisser reposer 30 min, sous agitation, fermé
Rincer au TBS dans une cuve a lames 3 x 5 minutes sous agitation (20 rpm)
Préparer la DAB durant le dernier lavage

o 5mLdeau dans un Falcon
2 gouttes de buffer Meélanger par retournements
4 gouttes de DAB aprés chagque ajout de réactif
2 gouttes d'Hz0; (fournie dans le kit)
(on peut ajouter du nickel si on souhaite avoir une coloration noire plutét que brune)

Q
Q
[a]
Q
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PROTOCOLE IMMUNOHIST GIE — CONNEXINE 43

Xl. Incubation de peroxydase substrat
Déposer de la DAB sur chague coupe

oo

Incuber avec la DAB pendant environ 3 min. Regarder sur surface blanche la coloration apparaitre.
Quand elle est visible, stopper la réaction en trempant la lame dans de I'eau courante.
O Rincer & I'eau courante dans une cuve a lames 5 minutes sous agitation (20 rpm)

Xll. Contre-coloration, déshydratation et montage des lames
Déposer une bonne goutte d’hématoxylin (dans placard vers la gauche) pour colorer les noyaux.
Attendre 40 secondes puis rincer dans cuve a lames avec de I'eau
Sous hotte (celle au milieu de la piéce d’inclusion), préparer les bains successifs
o Ethanol 95 % : 2 bains d’1 minute
o Ethanol 100 % : 2 bains d’1 minute
0 Xyléne: 2 bains de 5 minutes
O Montage des lames :

ooo

a  Sécher avec une compresse le dessous de la premiére lame a monter.

o Sortir des lamelles et choisir la taille adaptée (tiroir du haut & droite)

o Mettre une goutte d’Eukitt (tube blanc dans le tiroir des lamelles) sur le coté de la lame

o Déposer la tranche de la lamelle du c6té de I'Eukitt. Voir I'Eukitt s’étaler le long de la tranche
de la lamelle. Déposer délicatement la lamelle et attendre que I'Eukitt recouvre toute la
surface. Chasser les bulles d'air en appuyant de fagon a ne pas en avoir sur les coupes.

o Laisser sécher les lames monter sur un portoir carton sous la hotte quelques heures
Attention aux traces : la lamelle bouge pendant quelques minutes le temps que I'Eukitt séche

Attention : laisser les lames en attente de montage dans le xyléne (si on les remet dans I'eau, I'Eukitt va
maoins bien se diffuser
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Annexe Il : protocole de broyage et extraction

PROTOCOLE BROYAGE & EXTRACTION ARN

Date :
Expérimentateurs :

Matériel et réactifs :

[1  Kit RNeasy Plus Universal Mini Kit [l Cbnes stériles RNase-free [pointes
(Qiagen) contenant des filtres préconisés afin de

[T Aiguilles limiter les contaminations croisées)

[1  Kit contenant la DNase [l Eau stérile

[ Gants non poudrés Tl Ependorf 1.5 mL + 2mL

[1 Bac de glace Tl Broyeur OMNI

[1  Chloroforme [l Tubes pré-remplis de billes de 2.8 mm

[1 Ethanol 70 % céramique (ref UGAP : 2401388, ref

1 Ethanol 96-100 % Dutscher : 078106)

[1 EauRNase free [l Qiazol lysis (ref 79306)

Conditions de stockage :

Kits utilisés :

- RNeasy Plus Universal Mini Kit. Extraction d’ARNt a partir de tous types de tissus y compris ceux difficiles &
lyser. Stockage du kit 4 température ambiante (15-25°C) pendant 9 mois. Le Qiazol lysis peut &tre conservé a
température ambiante ou a 4°C.

- Kit contenant la DNase {Qiagen RNase free DNase set, référence 79254) stocké & +4°C

Attention : Les Kits contiennent des sels de guanidine qui peuvent interagir avec I'eau de javel libérant des
composés toxiques. En cas de projection de liquide biologique sur la surface de travail, nettoyer avec un
détergent adéquat et de I'eau puis désinfecter avec de I'hypochlorite de sodium (1% v/v).

Principe :

Ce kit permet la purification d’ARN total (taille supérieure a 200 nucléotides) a partir de tissus animaux riches
en lipides. Son principe repose sur la lyse par phénol/sel de guanidine puis purification sur membrane. Le
tampon Qiazol fourni dans ce kit permet la lyse d'un grand nombre de tissus et l'inhibition des RNases.

Les tissus, placés dans le tampon de lyse (Qiazol), sont broyés a I'aide de billes en céramique de 2.8 mm pré-
remplies dans des tubes de 2 mL (ref UGAP: 2 401 388, ref Dutscher: 078106) et du Broyeur Omni
(ref Dutscher : Homogénéiseur a billes Omni Bead Ruptor Elite - 078145B). Aprés ajout de chloroforme au
broyat obtenu, une centrifugation permet de séparer les phases aqueuse et organique.

L’ARN est présent au niveau de la phase supérieure, 'ADN au niveau de I'interface et les protéines au niveau
de la phase inférieure.

Aprés récupération de |la phase supérieure (phase aqueuse), I'éthanol est ajouté pour obtenir les conditions
optimales de liaison de I'ARN sur la membrane des colonnes lors de la centrifugation. Aprés différents ringages,
permettant I'élimination du phénol et de tout autre contaminant, les molécules d’ARN sont éluées par ajout
d'eau RNase-free.

Points importants avant de commencer :
Attention : Le stockage dans un falcon® n'étant pas recommandé (dégradation du produit), ne prélever que le
volume nécessaire de chloroforme
o Numéroter avec les références des échantillons les tubes contenant les billes
o Numéroter les tubes eppendorf® safelock stériles :
1,5 mL du nombre d'échantillons
2 mL du nombre d'échantillons)
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PROTOCOLE BROYAGE & EXTRACTION ARN

o]

o]

Préparer les étiguettes (cryo) a coller en fin d’extraction sur les tubes contenant les ARN extraits
(préciser ARN, le nom de I'échantillon, date)
A préparer préalablement :

1) Allumer la centrifugeuse et lancer un « fast temp » afin que la température atteigne 4°C

2) Ajouter de I'éthanol (96-100%) aux tampons RW1 et RPE (volume indigué sur la bouteille)

3) Préparation de la DNase :

Dissoudre la DNase (1 500 KU) dans 550uL d'eau RNase-free en utilisant une seringue. Agiter avec
précaution par retournement. Ne pas vortexer. Aliguoter la solution avant congélation -20°C (conservation
pendant 9 mois). Les aliquots décongelés peuvent étre conservés 6 semaines a 4°C (ne surtout pas les
recongeler).

Broyage et homogénéisation du matériel initial :
Le broyage sera réalisé gréce a l'utilisation du broyeur Omni et de billes en céramique de 2.8 mm.

Procédure pour purifier des ARN totaux a partir de tissu animal

O

m}
O
m}

Décongeler les échantillons sur glace.
Déposer 1 mL de Qiazol dans chaque tube contenant les billes de céramique sous la hotte
A I"aide d’'une aiguille, placer chaque échantillon dans le tube de broyage correspondant

Mettre les tubes dans le broyeur OMNI et aprés avoir bien serré le portoir, sélectionner le

programme indiqué pour de la peau de souris.

Durée de la
Vitesse
Nom du Temps de Nombre de pause entre Méthode de
de
programme broyage répétitions les
broyage
répétitions
Programme
Skin 7 m/s 20s 2 40s Azote liquide
optimisé
Programme
réalisé

O

O

Utiliser le méme programme pour tous les échantillons.

Récupérer 'homogénat dans un tube de 1,5 mL propre. Incuber les tubes contenant "homogénat
pendant 5 minutes a température ambiante afin de permettre la dissociation des complexes
nucléoprotéigues.

Ajouter 200 pL de chloroforme, mélanger par pipetage, et agiter vigoureusement pendant 15 sec.
Incuber pendant 2 & 3 minutes & température ambiante.

Centrifuger les tubes pendant 15 minutes & 12 000 g (=rcf) 4 4°C (RCF = 1.12 x Radius x {rpm/1000)F
(radius du rotor en mm). Aprés centrifugation, faire remonter la centrifugeuse a température

ambiante pour la suite du protocole.
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PROTOCOLE BROYAGE & EXTRACTION ARN

O Aprés centrifugation, chaque échantillon présente 3 phases distinctes. La phase supérieure appelée
phase aqueuse est transparente et contient les ARN. Le volume de cette phase aqueuse est d’environ
600 pL.

[0 Récupérer délicatement cette phase aqueuse (phase supérieure) et la transférer dans un nouveau
tube de 2 mL. (PAUSE POSSIBLE — durée du repas a +4°C)

O Ajouter 1 volume (600 uL) d’éthanal 70% pour laver le lysat. Mélanger vigoureusement et ne pas
centrifuger.

NB : un précipité peut apparaitre lors de I'ajout d’éthanol. Ce phénoméne n’affecte pas la procédure.

O Transférer 700 L d’échantillon sur une colonne RNeasy mini placée sur un tube collecteur de 2 mL.
Fermer le capuchon délicatement et centrifuger pendant 15 sec a 8 000 g (10 000 rpm) & température
ambiante. Jeter I'éluat.

O Répéter I'étape 14. Jeter I'éluat.

O Ajouter 350 pL de tampon RW1 sur la colonne. Fermer le capuchon délicatement et centrifuger
pendant 15 sec a 8 000 g & température ambiante afin de laver la membrane. Jeter I'éluat.

O Préparer la dilution de la DNase (en fonction du nombre d’échantillons) : pour 1 échantillon, diluer 10
pL de solution stock DNase | dans 70 pL tampon RDD (fourni dans le kit DNase) dans un tube
eppendorf® de 2 mL. Agiter avec précaution par retournement. Ne pas vortexer. Centrifuger
brigvement.

O Ajouter le mix DNase | (80 pL) directement au centre de la membrane de la colonne et incuber 15 min
sur la paillasse (a température ambiante).

O Ajouter 350 pL de tampon RW1 sur la colonne. Fermer le capuchon délicatement et centrifuger
pendant 15 sec a 8 000 g a température ambiante. Jeter |'éluat.

O Déposer 500 uL de tampon RPE sur la colonne. Fermer le capuchon délicatement et centrifuger
pendant 15 sec a 8 000 g & température ambiante pour laver la membrane. leter I'éluat.

O Ajouter 500 pL de tampon RPE sur la colonne. Fermer le capuchon délicatement et centrifuger
pendant 2 min & 8 000 g a température ambiante pour laver la membrane. Mettre la colonne sur un
nouveau tube collecteur propre.

O Centrifuger a la vitesse maximale pendant 1 min, & température ambiante.

O Placer chaque colonne sur un tube collecteur propre de 1,5 mL. Ajouter 30 ou 50 L d’eau RNase-free
au centre de la membrane (vol le plus faible pour avoir des ARN plus concentrés). Fermer le capuchon
délicatement et centrifuger 1 min a 8 000g, & température ambiante.

O Répéter I'étape précédente en redéposant I'éluat obtenu a I'étape précédente (ce qui permet
d’augmenter le rendement d’ARN).

Dosage et stockage des ARN obtenus
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PROTOCOLE BROYAGE & EXTRACTION ARN

O Doser chaque échantillon au nanodrop en duplicate afin d’estimer la quantité d’ARN.
O En cas de doute, vérifier I'intégrité des ARN par un dosage par scanner agilent (dans I'idéal, il serait
bon de faire également un dosage ADN pour vérifier une éventuelle contamination ADN).

O Stocker les ARN & -80°C.
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Date :

Annexe Il : protocole de reverse transcription

Expérimentateurs :

Matériel et réactifs :

O

1

Kit RT? First Strand Kit Qiagen (330401 ou
3304404)

Gants non poudrés

Bac de glace

Thermocycleur/bain marie

Contenu du kit :

Pour 12 réactions de 20 pl (first strand cDNA synthesis) :

Buffer GE (24 ul),

5x Buffer BC3 (48 pl),

RE3 Reverse Transcriptase Mix (24 pl),
Control P2 (12 pl),

Nuclease-Free Water (1 ml)

Principe :
RT? First Strand Kits yield results with as little as 25 ng or as much as 5 pg total RNA per reaction. Il est

recommandé d'utiliser 0.5 ug d’ARN total pour les plaques 96p.

Cdénes stériles RNase-free [pointes
contenant des filtres préconisés afin de
limiter les contaminations croisées)

Ependorf 1.5 mL/plaques

= Selon le nombre de génes a étudier, prévoir 400 ng pour une 10°™ de génes et 600 ng pour une 153",

Points importants avant de commencer :
Travailler sur glace.
Mélanger en tapotant ou par pipetage, NE PAS VORTEXER, centrifuger brievement.

Limite technigue : pour le calcul des dilutions, prévoir un volume a prelever de minimum 2 pL d’ARN.

Dilution des ARN (400 ng dans 10 pL) :

O En fonction des concentrations mesurées en ARNm, calculer les dilutions & I'aide du fichier Excel. Pour

]

les échantillons contenant beaucoup d’ARN, une dilution supplémentaire, au ¥, peut-étre a prévoir

Décongeler les réactifs du kit puis les centrifuger brievement quelques secondes pour faire tomber le

contenu au fond des tubes.

Dans les tubes de dilution, ajouter 2 pL de buffer GE + le volume d’eau + volume ARN en se référant

au tableau de dilution ((Vf= 10 uL).
Mélanger par pipetage.

Tapoter puis centrifuger brievement.

Date/Visa :
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PROTOCOLE RT

Composant Volume
ARN 0.4 pg
Buffer GE 2 uL
RNase-free water A adapter
Volume final 10 pL

O Incuber pendant 5 minutes a 42 °C puis placer dans un bain durant 1 minute. Cette étape a pour but

d'enlever la contamination d’ADN génomique.

Préparation du mix RT :

O Préparer le mix RT dans l'ordre suivant :

Réalisation du mix

5x buffer C3

Control P2

RE3 Reverse transcriptic
Rnase free water

Volume mix RT/tube
Volume d'’ARN+genomic

200 ng 600 ng
Volume pour Volume pour
un tube un tube
(ML) (ML)

4 12
1 3
2 6
3 9
10 30
10 30

Nombre d'échantillons :

Nombre de
tubes :

(kL)

156
39
78

117

390

12

13

O Ajuster les volumes de mix & préparer en modifiant le nombre d’échantillons (cellule jaune) & préparer

lors de la session de RT. (Tableau excel modifiable en double cliquant dessus)

O Tapoter et centrifuger

O Ajouter 10 pL de mix RT au 10 uL d’ARN de I'étape précédente (Vf = 20 uL). Mélanger par aspiration

refoulement.

Date/Visa :
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PROTOCOLE RT

Reverse transcription :
O Incuber 15 minutes & 42 °C puis stopper la réaction immédiatement en incubant & 95 °C pendant 5

minutes.
O Ajouter 91 pL d’eau RNase free pour chaque réaction et placer les échantillons d’ADNc obtenus sur

glace pour procéder a la PCR. Sinon, stocker les échantillons a -20 °C.

Page3sur3
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Annexe 1V : protocole PCR

PROTOCOLE PCR

Date:
Expérimentateurs :

Matériel et réactifs :

0 Gants non poudrés O Coénes stériles RNase-free (pointes
0 Bac de glace et blocs froid contenant des filtres préconisés afin de
O LC480 roche limiter les contaminations croisées)
O RT? SYBR® Green gPCR Master Mix ref O plaques 384p

330509, Qiagen) O Sealing Foil

O RMNAse away

Conditions de stockage :
Conservation du kit 4 -20 °C. Noter la date d'ouverture sur la boite.

Le mix est valable 1 mois a + 4°C.

Contenu du kit :

Pour 2000 réactions de 25 pl final :
- Mix Enzyme (Taq Polymerase, Buffer, Nucléotides, Sybr green)
- Eau PCR grade (2 x 25 mL)

Light Cycler 480 :

Mettre sous tension les LC480 et lancer le logiciel et le test automatique.

Préparation de I'enzyme :
Les manipulations se font exclusivement dans la piéce PCR avec la blouse bleue.
L’enzyme étant photosensible, il faut protéger enzyme et les échantillons de la lumiére

Bien nettoyer le PSM avec du RNAse away avant et aprés manipulation

O Décongeler les réactifs du kit puis les centrifuger britvement quelques secondes pour faire tomber le
contenu au fond des tubes.

O Dans un tube de dilution, préparer ajouter I'eau au master mix contenant I'enzyme (& I'abri de la
luumiére) en fonction du nombre de réactions a préparer. Prendre une marge de 10 % environ. Pour
cette manip on compte 7 plaques 384p avec 24 échantillons/plaque pour 16 génes (intéréts +
contriles).

O Tapoter puis centrifuger bridvement.

Page 1sur2
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PROTOCOLE PCR

O Distribuer le mélange dans les puits puis ajouter selon le plan de plaque les échantillons d’ADNc.
Composant Volume/puit
Master Mix 12,5 pL
RNase-free water 10,5 pL
ADNc 2,5 uL
Volume final 25 pL
O Sceller la plaque et « maroufler » avec la réglette.
O La centrifuger brievement pour que le mélange soit bien au fond de la plaque. Vérifier qu’il n’y ait pas
de présence de bulles d’air.
Lecture :
O Placer la plague dans le bloc de lecture 384p
O Lancer le cycle avec les paramétres de dénaturation, amplification, fusion et cooling définis selon les
génes (environ 1h — 1h30).
O Sauvegarder le fichier sous le nom Date PCR-384p-1 plaqueRT1 gene
O Exporter les fichiers
O Regarder le Tm Calling = fusion (cocher SyberGreen I). On doit voir un seul pic.
O vérifier le link : 0 sinon enlever les plus fortes dilutions car cela signifie que 'analyse n’est pas
linéaire mais polynomiale
O Regarder la pente (autours de -3.32) pour connaitre I'efficacité
O Une fois la lecture finie, quitter le logiciel et éteindre le PC et le LC480.
Page 2 sur 2
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Annexe V : Comparaison de I'évolution pondérale des souris exposées au CEES

et a I'ypérite

Les souris exposées a I'ypérite présentent une perte de poids de 5,3 % en moyenne a
J1 et de 6,1 % en moyenne a J2 aprés 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 a J1 et J2 et retrouvent leur poids initial

dés J4 et le dépassent durant la deuxieme semaine suivant I'exposition.

Les souris contrdles ayant subi le méme protocole, a I'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 I'anesthésie. Par ailleurs, les animaux sont isolés suite a
I'exposition. Les souris sont des animaux sociables. Bien qu'un enrichissement de
I'environnement soit apporté, un stress conduisant a une perte de poids peut également

expliquer cette diminution pondérale observée chez tous les animaux, y compris les témoins.

Suivipondéral

10 1
Controle

& 4D

(4]
1

& CEES

o
1

Evolution pondérale (%)
o
L

-10 T T T T T T T T T T T T T T T

Jours post-exposition

Figure 53 : Evolution pondérale des souris apres exposition au CEES ou a l'ypérite.
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Annexe VI : Comparaisons macroscopiques des lésions induites par le CEES et

I'ypérite

Aspect des |ésions :

Les lésions induites par le CEES et |'ypérite évoluent de fagon similaire d'un point de
vue macroscopique. Un cedeme est visible dés les minutes suivant le retrait du bouchon pour
les souris exposées a I'ypérite (Figure 54) et a partir de 4 h post-exposition pour les souris CEES

(Figure 55).

Figure 54 : Souris exposée aux vapeurs d'ypérite présentant de l'cedeme dans les minutes

suivant le retrait des bouchons

Figure 55 : Souris exposée aux vapeurs de CEES présentant de ['cedeme, 4 h post-exposition.
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Figure 56 : Coupes de peau, coloration HPS, objectif x10.

A: contréle, B et C : groupes HD et CEES a J1, D et E : groupes HD et CEES a J3, F et G : groupes
HD et CEES a J7, H et | : groupes HD et CEES a J14. Astérisque : inflammation ; double-fleche :
profondeur de la nécrose, fleche blanche : microvésication intradermique ; triangle :

réépithélialisation ; barre d’échelle de 250 um.
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Annexe VIII : Comparaisons des parametres cutanés apres exposition au

CEES et traitement avec I'ASODN, ACT1, gel Pluronic® F-127

Tableau XI : Prise de poids moyenne (%) des souris apres exposition au CEES, traitées avec

UASODN, UACTT1 et le Pluronic® F-127

Jo J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 | J10 | J11 | J12 | J13 | J14
Moyenne 00 |-14]-09 )| 16 | -1.5 | 1,1 1,8 | 40 | 35| 46 | 48 | 34 | 38 | 52 | 50
Témoin SEM 2,2 14 18123 |24 |33 |28 |23 |25 |25 |26 | 24| 21|24 | 23
n 8 5 5 5 4 4 4 5 5 5 5 4 4 5 5
Moyenne 00 | 47| -47|-28]| 03 | 04 1,9 | 26 | 03 | 23 | 22 .51 28 | 29 | 21
CEES SEM 14 | 22 1,6 1,5 1,7 1,8 14 141 20 | 20 | 21 | 22 | 22 1,9 | 22
n 23 22 18 18 13 13 13 13 8 8 8 8 8 8 8
Moyenne 00 | 45| -44)|-35|-1,1|-1,7|-01]| 03 |-28|-21|-38]|-35]|-22|-16|-16
Pliff:ic SEM 1,8 1,9 1,6 1,5 1,8 | 20 1,6 1,5 1,7 14 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
Moyenne 00 | 49| -71|-66 | -45|-40|-35|-21|-02|-09|-20]|-19 ]| -02|-02| -16
CEES ACT1 | SEM 16 | 21 1,7 1.9 | 27 | 24| 25|25 33| 34| 32| 35| 33| 30| 32
n 20 20 15 15 10 10 10 10 5 5 5 5 5 5 5
Moyenne 00 | 48| -50)|-43|-07|-12] 02 |-02]|-20)|-25|-13]|-201|-12] 03 | -05
AggEDsN SEM 14 1,8 14 141 21| 20 | 20 1,8 | 20 .5 | 25 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 (mm? des souris aprés exposition au CEES, traitées

avec 'ASODN, UACTT1 et le Pluronic® F-127

Jo J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14
Moyenne | 0,0 09 13,9 388 329 29,4 23,9 21,5 19,7 10,8 98
CEES SEM 0,0 05 38 32 2,6 1,6 22 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 50 8,0
Moyenne | 0,0 3,6 27,8 43,3 35,1 27,1 24,2 22,1 19,2 10,8 7.9
CEES . SEM 0,0 1,8 4,1 33 2,5 1,9 1,5 1,3 2,0 22 2,1
Pluronic

n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 50 50 4,0 4,0 4,0
Moyenne 0,0 2,0 19,6 41,7 314 27,0 24,1 21,7 18,7 11,0 7,8

CEES
ACT1 SEM 0,0 1,0 3,7 3,6 24 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 50 50 50 50 50
Moyenne | 0,0 09 21,7 41,6 35,8 29,0 27,4 25,5 21,4 11,3 7,1

CEES
ASODN SEM 0,0 05 38 2,2 2,7 2,7 1,7 24 1,9 1,4 1,1
n 20,0 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 50 50 50 50 50

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 apres exposition des souris au CEES, traitées avec TASODN, 'ACT1

et le Pluronic® F-127

JO J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14
Moyenne | 89,6 | 86,6 40,3 -34,1 -53,1 -48,9 -43,4 -49,8 -38,0 -2,3 -38
CEES SEM 02 32 13,3 8,1 38 39 52 7,4 55 19,0 13,1
n 23,0 | 23,0 18,0 18,0 5,0 13,0 8,0 8,0 8,0 50 80
Moyenne 89,7 | 758 21,1 -54,1 -55,2 -58,9 -545 -53,7 -51,4 -54 0,7
CEES, SEM 02 95 158 6,8 4,6 38 6,5 7,5 7,0 22,3 19,3
Pluronic
n 20,0 | 20,0 15,0 15,0 5,0 10,0 50 50 4,0 4,0 4,0
Moyenne | 89,7 | 80,0 13,4 -48,2 -49,8 -52,8 -59,9 -56,4 -51,6 -14,6 7,1
CEES
ACT1 SEM 04 8,7 16,0 98 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 50 50 50
Moyenne | 89,7 | 86,5 -4,8 -57,3 -62,9 -59,3 -66,9 -56,8 -49,0 -22,9 -2,2
CEES
ASODN SEM 01 33 15,9 3,6 2,7 36 58 84 7,2 74 17,0
n 20,0 | 20,0 15,0 15,0 5,0 9,0 5,0 5,0 50 50 50

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/m?h) apreés exposition des souris au CEES, traitées avec '’ASODN,

l'ACT1 et le Pluronic® F-127

Jo J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14
Moyenne | 106 | 184 | 828 | 1337 | 1167 | 1040 | 924 | 954 | 950 | 637 | 809
CEES SEM 05 | 37 11,5 4,4 4,0 54 638 43 47 94 12,6
n 230 | 230 180 180 50 13,0 80 80 80 50 80
Moyenne | 11,0 | 353 | 1189 | 1338 | 1178 | 1095 | 1080 | 1037 | 960 | 683 | 506
CEES. SEM 05 | 94 7,9 32 37 37 35 48 51 102 11,5
Pluronic
n 200 | 200 15,0 15,0 50 10,0 50 50 4,0 4,0 4,0
Moyenne | 10,7 | 320 | 1042 | 1285 | 1207 | 1060 | 1008 | 938 | 903 | 697 | 626
CEES
AcT SEM 05 | 73 98 7,6 46 39 42 43 41 13,0 11,8
n 20,0 | 20,0 15,0 15,0 50 10,0 50 50 50 50 50
Moyenne | 11,0 | 269 | 1157 | 1388 | 1190 | 1116 | 1122 | 938 | 926 | 724 | 526
CEES
AsopN | SEM 06 | 64 10,1 25 38 37 35 44 66 147 | 116
n 20,0 | 20,0 15,0 15,0 50 90 50 50 50 50 50
Comparaisons CEES vs CEES Pluronic : ***p<0,001 ; CEES vs CEES ASODN : §8§p<0,001.
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Tableau XV : Hydratation cutanée (HC) moyenne (u.a.) apres exposition des souris au CEES,

traitées avec 'ASODN, UACTT1 et le Pluronic® F-127

JO J1 J2 J3 J6 J7 J8 J9 J10 J13 J14

CEES Moyenne | 41,4 24,6 11,2 4,5 05 04 08 0,0 0,0 0,0 06

SEM 1,2 2,5 2,8 1,6 06 06 1,1 0,0 0,0 0,0 08

n 320 32,0 24,0 23,0 12,0 16,0 8,0 8,0 8,0 4,0 8,0

CEES Moyenne | 42,0 31,5 99 1,6 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 29 38
Pluronic

SEM 08 1,8 33 1,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 2,7 39

n 20,0 20,0 15,0 15,0 50 10,0 50 50 4,0 4,0 4,0

CEES Moyenne | 40,7 30,1 16,6 1,5 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 2,0 32

ACT1

SEM 1,4 2,6 33 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 50 10,0 50 50 50 50 50

CEES Moyenne | 41,1 31,2 13,3 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 3,5
ASODN

SEM 1,6 2,0 3,6 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 32

n 20,0 20,0 15,0 15,0 50 9,0 50 50 50 50 50

Comparaison CEES vs CEES Pluronic : **p<0,01.

Tableau XVI : Score combiné lésionnel moyen apres exposition des souris au CEES, traitées avec

UASODN, ACTT1 et le Pluronic® F-127

Jo 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
EE.

CEES 3 0 15,79 76,33 99,14 92,23 86,36 83,68 81,29 77,76 57,84 50,99
Pluronic

CEES

ACT1 0,78 14,28 5861 96,19 89,66 84,66 83,1 79,62 76,35 60,26 52,62

CEES 0,54 10,9 67,18 100 94,2 88,06 88,47 81,99 77,99 62,9 57,6
ASODN 2 2 f , 2 2 , f ’ ,
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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 Léonco,
Fanny Caffin, Fanny Gros-Désormeaux, Camille Eldin, David Béal, Sadia Ouzia, Christophe

Junot, Frangois Fenaille, Christophe Piérard, Thierry Douki, Toxicology 462 (2021) 152950.
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ABSTRACT

Handling Editor: K. Wallace

Keywords:

2-Chlorgethyl ethyl sulfide
Biomarkers

Plasma

Brain

Sulfur mustard, a chemical warfare agent known to be a vesicant of skin, readily diffuses in the blood stream and
reaches internal organs. In the present study, we used the analog (2-chloroethyl)-ethyl-sulfide (CEES) to provide
novel data on the systemic diffusion of vesicants and on their ability to induce brain damage, which result in
neurological disorders. SKH-1 hairless mice were topically exposed to CEES and sacrificed at different time until
14 days after exposure, A plasma metabolomics study showed a strong systemic impact following a self-
protection mechanism to alleviate the injury of CEES exposure. This result was confirmed by the quantifica-
tion of specific biomarkers in plasma. Those were the conjug; of CEES with glutathi (GSH-CEES), cysteine
(Cys-CEES) and N-acetyl-cysteine (NAC-CEES), as well as the guanine adduct (N7Gua-CEES). In brain, N7Gua-
CEES could be detected both in DNA and in organ extracts, Similarly, GSH-CEES, Cys-CEES and NAC-CEES
were present in the extracts until day14. Altogether, these results, based on novel exposure markers, confirm
the ability of vesicants to induce internal damage following dermal exposure. The observation of alkylation
damage to glutathione and DNA in brain provides an additional mechanism to the neurological insult of SM.

1. Introduction

Sulfur mustard (SM), or bis(2-chloroethyl) sulfide, is a chemical

Prohibition of Chemical Weapons (OPCW), other experimental works
involved the analog 2-chloroethyl ethyl sulfide (CEES). Neurological
effects of CEES confirmed those found for SM in vive (Gadsden-Gray

warfare agent used on a large scale during World War I (Romano et al.,
2008), and on other battlefields until very recently (Sezigen and Kenar,
2020). In addition to these military concerns, SM is a threat for civilians
that can be exposed to old ammunitions (Missiaen et al., 2010; Vanninen
et al., 2020). More importantly, SM is thought to be a persistent threat
by non-state actors, such as terrorist groups, because of its easy synthesis
(Wattana and Bey, 2009), Neurological and psychological impacts have
also been observed in exposed patients (Balali-Mood al., 2005;
Darchini-Maragheh et al., 2012; Rowell et al., 2009; ani et al.,
2018; Thomsen et al., 1998), suggesting the occurrence of SM-mediated
damage to the brain. In vitro experiments have confirmed than neurons
were highly sensitive to SM (Lanks et al., 1975; Sawyer, 1999; Turnbull
1973). Because handling of SM is strictly regulated and banned
from most toxicology laboratories by the Organization for the

et al.,

* Corresponding author,
E-mail address: thierry.douki@eea, fr (T, Douki),

https://doi.org/10.1016/).t0x.2021.152950

et al., 2012; Gros-Desormeaux et al., 2018; Sharma et al., 2009).

One specific feature of SM and CEES is their ability to induce
neuropathological disorders and brain damage after dermal exposure on
small skin areas. This is partly explained by the fact that vesicant agents
readily diffuse through skin, reach the blood stream and then diffuse to
internal organs. Presence of SM in blood has been shown by using
labeled compounds and quantifying the parent molecule as well as its
degradation products (Chilcott et al., 2000; Cullumbine, 1947; Meng
etal., 2019). Evidence was also provided by the detection of adducts to
circulating proteins (Chen et al., 2019; Nie et al., 2011; Noort et al.,
2008; Pantazides et al., 2019), The fact that SM then reaches internal
organs, and in particular the brain, has been documented in human by
post-mortem quantification of the toxic (Drasch et al., 19587), Evidence
was also provided by the quantification of SM adducts in nuclear DNA
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(Batal \l al., 2014, 2013; Brookes and Lawley, 1960; Fidder et al., 1994;
Y t z'}l 5). Using the latter biomarker, brain was found tD be a
major target possibly because of its large fat content, The present work,
performed in a hairless mice model, aimed at further understanding the
chain of events leading form dermal exposure by vesicant agents to brain
damage. We wished to use CEES for which numerous other toxicological
data are available. In particular, we reported that acute dermal exposure
to CEES induced a significant increase in anxiety-like reactivity and an
alteration of working memory (Gros-Desormeaux et al., 2018), We thus
wanted to gather novel information on the diffusion step in blood and on
the final damage to brain.

These two goals first relied on the quantification of novel bio-
markers. SM and CEES are both strong alkylating agents reacting with
the nucleophilic sites present in biomolecules. This leads, as already
mentioned, to the formation of DNA adducts. Another important target
of SM is glutathione (GSH), the most abundant intracellular non-proteic
thiol that plays major roles in antioxidant defense and detoxification. SM
and CEES are electrophilic agents, which under their episulfonium form,
exhibit strong alkylating properties. Like numerous electrophilic com-
pounds, detoxification of SM and CEES occurs via conjugation to GSH. A
widely proposed explanation to the toxicity of SM and CEES is their
ability to deplete the GSH pool (Abel et al, 2011; Black et al., 19924, b;
Davison et al., 1961; Kinsey and Grant, 1947) and thereby inducing
oxidative stress by reducing cellular antioxidant capacities, This effect is
reflected by the modulation of a wide variety of markers of oxidative
stress (Husain et al., 1996; Jafari, 2007; Mukhopadhyay et al., 2006;
Paromov et al., 2007; Pohanka et al., 2011, 2013; Varmazyar et al.,
2019). Evidence of the role of oxidative stress is confirmed by the ability
of antioxidants at counteracting the toxic effects of SM (Mukherjee et al.,
2009; Paromov et al., 2011, 2008; Rappeneau et al., 2000; Shohrati
et al., 2008; T 2011). These toxic effects impact
glutathione content and are likely tcl affect the function of many organs
exposed to vesicant agents and participate to their systemic effects, The
conjugate of CEES to GSH (GSH-CEES) appear thus as an attractive effect
biomarker that we quantified in plasma and brain. We also quantified
two of its metabolites: the cysteine conjugate (Cys-CEES) and the final
product of the mercapturate pathway N-acetyl-cysteine conjugate
(NAC-CEES). Data were also gathered on the DNA adduct 2-ethyl-thioe-
thyl-N7-guanine (N7Gua-CEES), both in nuclei and in plasma.

As mentioned above, although previous studies have shown that
toxicity of SM and CEES are associated with inflammation, oxidative
stress, and DNA damages, the underlying biochemical mechanisms
remain largely ignored. Therefore, we intended to reinforce current
hypotheses and shed new light on CEES action mechanisms and effects
through novel biomarkers that strongly. First, we targeted molecular
biomarkers that like NAC-CEES had never been quantified nor investi-
gated in brain. Second, we applied an extensive and state-of-the art
untargeted metabolomics approach for getting deeper insight into un-
derlying biochemical mechanisms. It should be stressed that few
metabolomics studies have been published and invelved NMR and/or
GC-MS analysis of plasma samples from humans or rats exposed to SM
(Liv et al., 2020; Nobakht et al., 2016, 2017), Although relevant, those
studies provided partially overlapping results in terms of SM-altered
metabolic pathways, probably because of the low number of metabo-
lites monitored (less than 50). In the present work, we used an untar-
geted metabolomics approach based on liquid chromatography coupled
to high-resolution mass spectromeltry thal routinely enables the detec-
tion of about 200 metabolites in plasma samples (Boudah et al., 20174;
Moreau et al., 2020; Tabone et al., 2021) for getting a more precise view
of CEES-associated systemic damages. In addition to support the ability
of vesicant at diffusing in blood and reaching brain, which is at the
origin of neurological and psychological disorders, an aim of our study
was also to validate in animals biomarkers of interest to develop for
human exposure.

ewari-Singh et al.,

Toxicology 462 (2021) 152950
2. Materials and methods
2.1, Animal experiment

The protocol was validated by the ethic committee of Health Services
of French Armed Forees. SKH-1 hairless mice were purchased from
Charles River and used at 7 weels. Mice were anesthetized by intra-
peritoneal injection of a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xylazine
(10 mg/kg). Under a fume hood, mice were then locally exposed
through the skin to the vapors emitted by 10 plL of neat CEES using cap
method (serew cap for HPLC vial, PTFE septum and polypropylene cap,
total volume 300 pL). Based on the known vapor pressure of 3.4 mm Hg
for CEES, it can be caleulated that this exposure corresponds at the most
to 0.4 mg/kg if the totality of the vapors is absorbed by the skin. Four
sites on the mice back were exposed to CEES vapors during 30 min. After
4 h, the skin was decontaminated by soap and water. To relieve pain
induced by CEES, buprenorphine (0.05 mg/kg) was subcutaneously
injected after skin decontamination and codeine was daily adminis-
trated in drinking water (4 mg/100 mL), One, 3, 7 and 14 days after
exposure, the animals (n = 16-20) were sacrificed by an injection of
pentobarbital (150 mg/kg, ip route). The blood was collected by heart
puncture. Plasma was separated by centrifugation (2000 g, 10 min, 4 “C)
and samples were kept frozen until quantification of biomarkers. For this
purpose, an aliquot fraction of 100 yL was collected from each sample.
The brain of the sacrificed animals was removed by surgery and kept
frozen at —80 “C until use.

2.2, Chemicals and enzymes

Reduced L-glutathione (GSH), (2-chloreethyl}-ethyl sulfide (CEES)
and L-cysteine (Cys) were purchased from Sigma Aldrich (Saint Quentin
Falavier, France). N-Acetyl-L-cysteine (NAC) was purchased from Roche
(Boehringen Mannheim) (Mannheim, Germany). 2'Deoxyguanosine
(dGuo) was purchased from Pharma Waldhof (Diisseldorf, Germany).
Formic acid (LC-MS grade) was purchased from Thermo Fisher Scien-
tific (Rockford, USA), acetonitrile (HPLC-MS grade) from VWR (Fonte-
nay-sous-Bois, France), methanol (HPLC grade) and ammonium formate
from Sigma Aldrich (Saint Quentin Falavier, France). Ribonuclease T1,
ribonuclease A, phosphodiesterase II, deoxyribonuclease 11, alkaline
phosphatase and nuclease P1 were obtained from Sigma. Protease was
purchased from Qiagen and phosphodi ase | from Worthing
(Lakewood, NJ, USA). Isotopically labelled molecules Cys* (°Cy 99 %,
"N 99 94), NAC* (5 97-99 % "N 97-99 %), GSH* (M, 98 % N
96-99 %) and dGuo* {'5N5 98 %) were purchased from Cambridge
Isotope Laboratories (Andover, USA).

2.3. Untargeted metabolomics experiments by liquid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS)

The metabolomic study was performed according to a protocol pre-
viously developed and routinely used in our team, which relies on
reverse phase chromatography, hydrophilic interaction liquid chroma-
tography and high resolution mass spectrometry (Boudah et al., 2014;
Moreau et al., 2020; Tabone et al., 2021), Two 50-pL aliquots were
withdrawn from each plasma sample. Each aliquot was then mixed with
200 pL of methanol and incubated on ice for 90 min to allow complete
protein precipitation. After centrifugation, the supernatants were
withdrawn and evaporated to dryness under a nitrogen stream. Finally,
the extracts were resuspended in 100 pL of starting mobile phases of the
two chromatographic conditions. Quality control samples were obtained
by pooling aliquots of each sample and these were injected every 10
samples  throughout the analysis for further data normal-
ization/standardization, Metabolic extracts were analyzed by LC-HRMS
using an Ultimate 3000 chromatographic system (Thermo Fisher Sci-
entific, Courtaboeuf, France) coupled to an Exactive mass spectrometer
from Thermo Fisher Scientific fitted with an eleetrospray (ESI) source
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and operating in the positive and negative ion modes for metabolite
separations on C18 and ZIC-pHILIC columns, respectively. LC-HRMS
conditions were exactly those previously deseribed by our group (Bou-
dah et 21, 2014). Data processing and statistical analysis were achieved
using the Workflow4Metabolomics (W4M) platform (Giacomoni et al,
2015). Annotation of metabolite features was performed by using our
spectral database first according to accurate measured masses and
chromatographic retention times (Boudah et al,, 2014), Metabolite
identification was further confirmed for discriminant metabolites by
running additional LC-MS/MS experiments using a Dionex Ultimate
chr aphic system combined with a Q-Exactive mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) under non-resonant col-
lision-induced dissociation conditions using higher-energy C-trap
dissociation (HCD). To be identified, metabolites had to match at least
two orthogonal criteria (among accurate measured mass, retention time,
and MS/MS spectrum) to those of an authentic chemical standard
analyzed under the same analytical conditions, as proposed by the
Metabolomics Standards Initiative (Sumner et al., 2007).

2.4. Brain sample preparation

2.4.1. DNA extraction from brain

DNA extraction from the brain was achieved as previously described
(Ravanat et al,, 2002). Then, DNA was hydrolyzed in two steps as pre-
viously developed in the group (Douki et al., 2004). Each step involved a
specific enzymatic cocktail: nuclease P1, phosphodiesterase II and
DNase II at pH & for the first; phosphodiesterase I and alkaline phos-
phatase at pH 8 for the second. Each step was carried outat 37 “C for 2 h.
The samples were then left at 90 “C for 20 min in a heating block in order
to depurinate DNA adducts. The final samples thus contain normal DNA
bases under the form of nucleosides, which are quantified by a UV de-
tector placed before the inlet of the mass spectrometer, and adducts as
maodified bases quantified by mass spectrometry. Samples were filtered
prior to analysis at 0.2 pm on filtration column (VWR) centrifuged at
8000xg for 5 min.

2.4.2, Metabolites extraction from brain

The used protocol is based on the work of Malik et al. (2018). In brief,
samples were thawed in an ice bath and spiked with isotopically labelled
internal standards. A stainless steel bead and 300 pL of a cold methanol:
chloroform solution were added to each brain sample. Samples were
then homogenised by shaking at 25 Hz for 4 min in a TissueLyser
{Qiagen). Then, samples are placed back on ice. Then, 100 pL of cold
water was added before vortexing., Sample were then centrifuged at 18,
787xg for 7 min at 4 “C. The upper layer, which contains the polar
metabaolites of interest, was carefully collected and placed in a new tube
to be dried in a SPD111V speed vac (Thermo Scientific). The resulting
residue was dissolved in 50 pL of water and filtered at 0.2 ym on
filtration column (VWR) centrifuged at 8000xg for 5 min.

2.5, On-line solid phase extraction of plasma

An improved version of the previously reported assay for plasma
samples (Roser et al., 2021) was used, Classical solid phase extraction
(SPE) was replaced by on line SPE. Prior to analysis, the samples (90 pL
of plasma) were spiked with internal standards (10 plL, 0.2 pM) and
loaded onto a 0.2 pm filtration column (VWR). Then, they were
centrifuged at 8000 x g for 5 min. The filtrate was collected and loaded
onto a 30 kDa Nanosep® tube. This second filtration step involved a
centrifugation for 30 min at 8000 x g. Additional sample clean-up was
performed directly on-line within the UHPLC system. The samples were
injected (50 pL) first in a Macherey-Nagel Nucleodur® PFP column (50
mm % 2.0 mm ID, 5 pm particle size) used as an on-line SPE column.
Mobile phase A consisted of 5 mM ammonium formate (AmF) in MilliQ
water and mobile phase B was HPLC-LC/MS grade methanol with 5 mM
AmF. Samples were cleaned by a gradient from 0 to 50 % of B in 1 min.
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The flow rate was set to 350 pL/min, the column temperature main-
tained at 50 “C and the sample storage compartment set to 15 “C. After
that, samples are injected by backflush into the analytical column.

2.6, UHPLC-MS/MS quantification of the biomarkers

Quantification by ultra high performance liquid chromatography
associated with tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) of GSH-
CEES, Cys-CEES, NAC-CEES and N7Gua-CEES was carried out using a
recently described approach (Roser et al, 2021). Chromatographic
separations were carried out on an ExionLC system (SCIEX, Framing-
ham, MA). The on-line SPE part consisted in an autosampler, two pumps
and a 2 » 50 mm ID pentafluorophenyl column (5 pm particle size,
Nucleodur PFP, Macherey-Nagel). The analytical part involved two
pumps, a heated column compartment and the detectors. Analytical
separation was performed using a Macherey-Nagel Nucleodur® G18
column (100 mm » 2.0 mm ID, 1.8 pm particle size). Connection be-
tween the on-line SPE and the analytical sub-units was controlled by a
6-ways valve. The mobile phase consisted in a gradient of 2 mM AmF
and LC/MS grade acetonitrile. Detection was afforded by a SCIEX
QTRAPE 6500+ triple quadrupolar mass spectrometer (Framingham,
MA) equipped with an Ion Drive™ Turbo V source operated in positive
ionization mode. Data were collected in multiple reaction itoring
(MRM) scan mode using previously reported transitions {Roser et al,
2021), Quantification of N7Gua-CEES in DNA also involved on-line U
quantification on unmodified nucleosides in order to determine the
amount of analyzed DNA.

2.7, Statistical analysis

Statistical analysis were performed on pools of replicates originating
from different animals. Data were statistically analyzed in GraphPad
PRISM using one-way ANOVA followed by the non-paramerric Kruskal-
Wallis test for multiple comparisons, Univariate and multivariate ana-
lyses of metabolomics data were also performed using the W4M plat-
form (Giacomoni etal,, 2015), while the online MetaboAnalyst platform
was used for heatmap generation and metabolic pathway enrichment
(Chong et al., 2018),

3. Results

3.1. Untargeted metabolomics analysis of plasma samples from mice
exposed to CEES

Metabolomics analyses of mouse plasma samples were performed
using two complementary LC-HRMS platforms involving reversed-phase
chromatography [C18(+)]) and Hydrophilic Interaction Liquid Chro-
matography [HILIC(—)], for the analysis of hydrophobic and polar me-
tabolites in the positive and the negative ionization modes, respectively.
Under these conditions, 57 metabolite features from the C18(+) and 165
from the HILIC(-) analysis matched the accurate masses and retention
times of the metabolites included in our chemical database, thus
yielding 199 unique annotated metabolites in total. Although principal
component analysis (PCA) did not reveal any obvious differences be-
tween the 4 post-exposure times (data not shown), a clustered analysis
heatmap was generated to group the related metabolites (top 50 ones by
ANOVA p-values), and highlighted a time-dependent evolution of
metabolite patterns through the 14 days of exposure (Fig. 1). A small
portion of the top 50 metabolites was more abundant at day 1 while
most of them accumulated at day 3 and plateaning afterwards, before
returning to “baseline” levels at day 14 (i.e. similar profile than non-
exposed mice). The metabolic profile at day 1 post-exposure proved
significantly different from those at days 3 and 7 (Fig. 1). Tables 51, 52
and 53 present the metabolites with p-values < 0.05 and fold changes =
1.5 when comparing non-exposed mice to day 1, day 1 to day 3, and day
3 to day 7 post-exposure, respectively, Differences between day 1 and
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Fig. 1. Heatmap showing the modulation of the plasma levels of the top 50 i
mice to CEES. The heatmap depicts high (red) and low (blue) relative abund.

g to ANOVA p-values) upon dermal exposure of hairless
£ d) of bolites from the most informative HILIC(-) dataset. NE:

(log
non exposed mice (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).

day 3 were the more striking and thus the more precisely studied
(Table S2). Under these conditions, 65 and 26 statistically different
metabolites were retrieved fmm HILIC(- ) and C18(-+) datasets, respec-
tively (Table S1). Metaboli y analysis showed that arginine and
proline boli arglnlne‘ iosynthesis, histidine bolism, purine
metabolism and primary bile acid synthesis were among the most
affected metabolic pathways (Fig. S1). Flg 2 presents the post-expostire

3.3. Quantification of CEES biomarkers in brain

The molecular biomarkers were then quantified in the brain of
exposed mice sacrificed just before the exposure or 1, 3, 7, and 14 days
after topical application of CEES. A first analyte of interest was N7Gua-
CEES. Its occurrence was first measured in the nuclear DNA extracted
from the whole brain (Fig. 3a). No trace of adduct was found before

evolution of some key metaboli ing markedly i d or
decreased concentration levels between day 1 and day 3, also by com-
parison to other time points p e and

3.2. Targeted CEES biomarkers in blood plasma

Analysis of plasma samples benefited from an efficient and repro-
ducible on-line SPE approach (Kuklenyik et al., 2011) that was used to
improve our UHPLC-MS/MS method for CEES biomarkers (Roser et al.,
2021). None of the analytes could be detected in the plasma of untreated
animals. The time-course variation of the level of N7Gua-CEES in plasma
exhibited a fast d followi imal found at the
first investigated time of 1 day post exposure (Table 1). At day 14, the
level of adduct was low but still above the limit of detection (LOD).
GSH-CEES was detected in most samples but its level was always closed
to the LOD and hardly varied with time. In contrast, Cys-CEES and
NAC-CEES were found to be present in large concentrations. Their
amounts were maximal at day 1 and then readily decreased. The rate of
this second phase was slightly lower for Cys-CEES than NAC-CEES.
Detection of NAC-CEES was yet more sensitive and its concentration
after 14 days was still 12 times higher than its limit of detection (LOD).

P Over time, the amount of N7Gua-CEES was maximal at day 1
and day 3. The difference between the two values was not statistically
significant. After this peak, the value decreases. N7Gua-CEES is though
still detectable after 14 days (18.0 + 6.7 adducts per 10° bases) with a
sensitivity corresponding to 28 times the value of its LOD. N7Gua-CEE€
was also detected in the organ’s prepared by h
and solvents extraction (Fig. 3a). The N7Gua-CEES concentration was
highest at day 1 and then decreased to 10 % of this value at day 14.

The concentrations of the three CEES conjugates GSH-CEES, Cys-
CEES and NAC-CEES arising from the mercapturate pathway were also
determined in the brain extracts (Fig. 3b). They were found to be in the
same range at day 1. This value was the highest of the four investigated
days for GSH-CEES and NAC-CEES. A higher concentration was found
for Cys-CEES at day 3 but the difference was not statistically different
from day 1. A concentration decrease was then observed for the three
biomarkers. It was faster for GSH-CEES. B this analyte exhibited
the lowest sensitivity in the analytical method, it was below the limit of
quantification in all samples at day 3 and in a large fraction of those at
day 7 and 14. In contrast to GSH-CEES, the concentrations of Cys-CEES
and NAC-CEES decreased slowly over the 2 weeks of follow-up. They
were still detectable at day 14, with a good sensitivity for NAC-CEES
corresponding to a factor of 9 with respect to the LOD. The quantifica-
tion of Cys-CEES at day 14 was hampered by the presence of traces of
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Fig. 2. Variation of the concentration of a series of plasma metabolites following exposure to CEES. The metabolites underwent either a) decrease or b) increase in

their concentration levels. NE: non exposed mice.

Table 1

Concentration (in nM) of four E of expo to CEES d 1 in the
plasma of mice topically exposed to CEES, Plasma was collected after sacrifice
after different periods and analysed by UHPLC-MS/MS with on-line SPE. The
number on animals varied from 16 to 20 per group. The reported values are the
means = SEM, The symbols for statistical significance of the differences at p <
0.05 or p < 0.01 are: * and ** for comparison with day 1; " and "' for comparison
with day 3; ' and * for comparison with day 7; and * and ** for comparison with
day 14.

day 1 3 7 14

GSH-CEES 0.8 £0.0° L1 =04 13+ 0.5 0.5+03°

Cys-CEES 420+ 33%¢  376+320 148+ 43 3.9+20

NAC-CEES 410 + 29 173+ 1.1 A8+ 0.5 a7 +2 0

N7Gua- 4.2 = 0.4 #H 0E=01%  p3=0l
CEES et

interfering peaks.

4. Discussion

In addition to directly observable effects on skin, eves and lungs, SM
exhibits neurological and psychological effects (Balali-Mood and Hefazi,
2006; Isono et al, 2018; Sharma et al,, 2009), However, most of the
related observational studies were performed on veterans of Iran-Irak
war (1980-88), many years after their initial exposure. It is thus not
possible to distinguish between the toxic effects of SM itself on the one
hand, and war stress on the other hand. Similarly, two non-exclusive
origins for the neurological and pathological effects of SM and vesi-
cants can be proposed. The first is a response to the exposure stress while
the second is a diffusion of SM and CEES through the exposed skin fol-
lowed by direct and indirect diffusion to the brain with resulting local
effects. Thus, our group carried out an in vive study on hairless SKH-1
mice topically exposed to CEES, the SM analog used in the present
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a) 100 20 b] 30 ¥ Fig. 3. Levels of biomarkers in brains of CEES exposed
b d mice, Brains were collected after sacrifice after
90 - & T *-DNA 4 different perieds. Half of the organ was used for DNA
) —e-Extroct =% @ 70 s -#-GSH-CEES extraction and the other was homogenized in chloro-
§ . E -.E, —Cys-CEES form:methanol and extracted with water. Samples were
- 80 1 3 Z & ¥s then analysed by UHPLC-MS/MS with on-line SPE. A)
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= 60 P o or detected in extract of the whole organ (expressed in
5 E g fmaol/mg tissue) b) Concentration of GSH, Cys and NAC
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study, in order to clarify the origin of the behavioral effects observed in detected large amounts of GSH-CEES metabolites in the plasma of the
humans (Gros-Desormeaux et al., 2018). In this study, CEES-treated CEES-treated mice in the following decreasing order of concentration:
mice were compared with a control group burnt with hydrochloric Cys-CEES = NAC-CEES = GSH-CEES. The observation of a very low
acid. Our results evidenced that the anxiety and long-lasting working concentration in GSH-CEES is in agreement with well identified features
memory impairments observed in mice were due to the vesicant agent of the mercapturate pathway involved in the detoxification of electro-
itself, and not to the burn effect or to the war stress. This conclusion is philic species such as CEES or SM. GSH-CEES is converted into
actually strongly supported by the observation that brain was one of the CysGly-CEES and Cys-CEES through the consecutive actions of
organs exhibiting the largest concentration of SM in a post-mortem membrane-bound-enzymes y glutamyl-transferase (GGT) and dipepti-
study on an exposed [ranian soldier (Drasch el al., 1987). dase or aminopeptidase-M, respectively (Gongcalves-Dias el al,, 2019;
Explanation to the effects of vesicants in brain can be found in a few Hanna and Anders, 2019). The last step of the mercapturate pathway
studies showing the induction of apoptosis and oxidative stress in the involves the entrance of Cys-S-conjugates into the renal tubular cells and
brain of mice chronically exposed to SM by percutaneous route (Sharma hepatocytes via various transporters including organic anion transport
et al., 2009). Histological and immunohistochemical analyses of brains polypeptides and cystine/cysteine transporters (Griffith, 1981; Hanigan,
of guinea pigs exposed to CEES by intratracheal injection showed a loss 1998; Hughey et al., 1978). There, the Cys-S-conjugates are acetylated
of neural cells in all brain regions, likely resulting from an activation of by the N-acetyl-transferase NATS (Chambers et al,, 2010),
microglial cells by w-synuclein (Gadsden-Gray et al., 2012). In spite of Another interesting observation was the confirmation of the presence
these biochemical modifications, no major tissue damage was reported of the DNA adduct N7Gua-CEES in plasma samples (Roser et al., 2021),
in the brain of rats topically exposed to large doses of SM (up to 45 This modified nucleic acid base may have several origins. The most
mg/kg) with the exception of haemorrhage (YVue et al, 2015). These likely is the depurination from DNA, which a characteristic of
results unambiguously show the presence of SM or CEES in brain of N7-alkylated guanine adducts (Bovsen et al, 2009). Likewise,
treated animals. However, they do not provide quantitative information N7Gua-CEES could originate from RNA and the pool of nucleotides.
on the kinetic of diffusion from the exposed site or on the distribution These results on N7Gua-CEES are in line with those obtained with SM
between internal organs. This is the reason why quantification of (Zhang et al., 2014) and further validate the use of CEES as a relevant
exposure and effect biomarkers rep an i ing pl a analog of SM. In terms of time course, all the detected biomarkers were
approach. Evidence that SM and its analogs diffuse in the blood stream is at their maximal plasma concentration at day 1 and then rapidly
shown by the detection of its degradation products (Li et al., 2013; decreased. At day 14, the respective level of NAC-CEES and Cys-CEES
Manandhar etal., 2018; Qi et al., 2016) and of protein adducts in plasma was 9 and 20 % of that at day 1, while the correspending value was 1
(John et al., 2019; Liu et al., 2015; Noort et al., 2008; Xu et al., 2014). % for N7Gua-CEES. These data confirm results from the literature that
SM or CEES may also react in plasma with small molecules such as SM readily diffuses into blood after dermal exposure (Nagy et al,, 1946),
glutathione, which leads to the presence of conjugates in blood. The GSH These data also reflect the formation of CEES-mediated damage to bio-
conjugates may also be produced within cells by detoxification enzymes molecules all-over the mouse organism.
glutathione-S-transferases (Sheehan et al., 2001) and further excreted To further study the latter point, we performed an untargeted
into biological fluids. Quantification of such biomarkers in plasma metabolomics study that enabled the detection of almost 200 unique
would thus reflect a systemic effect of vesicant agents because their metabolites in the plasma of exposed mice, These results revealed a
presence in blood would originate from all organs. systemic alteration of metabolism, invelving various metabolic path-
Therefore, our result confirm both the diffusion of CEES from skin to ways (arginine and proline metabolism, arginine hiosynthesis, histidine
blood and the subsequent exposure of internal organs. We ok ddata metaboli: purine bolism and primary bile acid synthesis,.. ),
not only on GSH-CEES, but also on Cys-CEES and NAC-CEES, two me- with the most striking differences occurring between days 1 and 3 post-
tabolites of GSH-CEES resulting from the action of several enzymes exposure (Figs. 1, §1). Noteworthy is the fact that a few particular me-
(Hanna and Anders, 2019; Wu et al., 2004). We recently d ped a tabolites acc at day 1, which might reflect a self-protection ef-
method for their quantification and validated their biological relevance fect to alleviate the injury of CEES exposure and/or inflammatory
(Roser et al., 2021). Using an improved version of this approach, we response. Among those metabolites, arginine and histidine-related
[

225



M. Gilordoni et al.

metabolites (e.g., urocanic acid, anserine, carnosine) are of special in-
terest. Arginine analogues have been demonstrated to exhibit protective
characteristics against SM poisoning (Rappeneau et al., 2000), while SM
analogues were demonstrated to form covalent adducts with histidine
and histidine-containing peptides (Hemme et al., 2021). Carnosine, a
dipeptide composed of (-alanine and L-histidine, and its hylated
analog anserine are major constituents within mammalian skeletal
muscle that play key roles in muscle contraction/excitation as intra-
cellular buffer and antioxidant (Boldyrev et al., 2013), The antioxidant
activity of carnosine and related peptides has been demonstrated as well
as their ability to prevent the formation of advanced lipoxidation
end-products and advanced glycoxidation end-products, for instance by
forming adduets with reactive lipid oxidation produets (Boldyrev et al.,
2013). Urocanic acid, existing as trans and cis isomers, is a breakdown
(deamination) product of histidine produced by the catalytic action of
histidine ammonia-lyase (Walterscheid e al., 2006). In the epidermis, it
accumulates and may be bath a UV protectant and an immunoregulator.
Trans-urocanic acid upon UV light absorption is isomerized to the
cis-isomer in the stratum corneum. Cis-urocanic acid can suppress
cellular immunity in miee (Hug et al,, 1998), and has been identified asa
serotonin receptor ligand (Walterscheid et al., 2006). In addition to
potential anti-inflammatory effects, recent data demonstrate that uro-
canic acid also promotes glutamate biosynthesis and release in various
brain regions which can impact recognition memory and motor learning
in mice (Zhu et al., 2018).

Beside, we also observed accumulation of hydroxyglutaric acid and
glutaconic acid in the plasma of exposed mice at day 1. This is a feature
commonly observed in glutaric aciduria type I caused by inherited
deficiency of glutaryl-CoA dehydrogenase which is involved in the
catabolic pathways of L-lysine, L-hydroxylysine and L-tryptophan
(Koller et al,, 2011). In this case, high levels of those organic acids can
cause damage to the brain (and also other organs), but particularly the
basal ganglia, which are regions that help regulate movement (Kolker
el al., 2011). Such organic acids ecan be detoxified by carnitine (Strauss
et al., 2020). Thus, these observations might also be linked with the
modulated levels of carnitine species observed upon CEES expostre
(Table §1). Last, many other metabolites present at low levels at day 1
proved up-regulated at day 3. Among those are metabolites belonging to
purine and pyrimidine metabolism, pentose phosphate pathway,
beta-oxidation, etc..., which underlines the broad systemic effect caused
by CEES poisoning. Also the strong dysregulation of bile acids (taur-
ocholic and taurodeoxycholic acid) can indicate liver dysfunction
and/or an impact on gut microbiota (Luczykowski etal,, 2021). Of note,
untargeted metabolomics does not detect CEES adducts due to insuffi-
cient detection sensitivity,

Overall, our metabolomics approach provided an unprecedented
view on the impact of CEES on mouse metabolism. Metabolite profiling
until 14 days post-exposure highlighted a two-wave organism response
to CEES poisoning. An early phase response at day 1 that might reflect a
self-protection effect through the accumulation of anti-inflammatory
nucleophilic compounds precedes a more systematic effect from day 3
involving many different metabolic pathways,

Having confirmed the systemic diffusion of CEES in topically
exposed SKH-1 mice, we then focussed on the brain. First, in agreement
with previous works on SM (Batal et al, 2014; Yue et al., 2015), we
detected large amounts of N7Gua-CEES adducts in the nuclear DNA of
this organ. Interestingly, the same adduct was detected in brain extracts
aimed at isolating metabolites. Like in plasma, N7Gua-CEES found in
these samples likely results from depurination of DNA, RNA or nucleo-
tide pool. The formation DNA adducts is an interesting observation that
could partly explain some of the neurological effects of vesicant agents.
Indeed, the formation of large amounts of DNA damage has been pro-
posed as one of the mechanisms leading to SM-mediated cell death
(Debiak et al., 2009; Kehe et al., 2009; Papirmeister et al., 1985).

We also observed that brain extracts contained the three investigated
metabolites resulting from the reaction of CEES with GSH. Like in
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plasma, the parent molecule in this pathway, GSH-CEES, was present in
the lowest amount after the first day of exposure. This observation is
reminiscent of those made in in vitro experiment using CEES on human
skin cells and skin explants (Roser et al., 2021). In contrast, Cys-CEES
was the most frequent and most persistent. This clearly illustrates the
efficiency of the bolism of GSH conjugates that aims at ini;

a sufficient cellular content in this essential tripeptide (Forman et al.,
2009; Griffith, 1999; Wu et al., 2004), NAC-CEES was also unambigu-
ously d 1, in p ing roughly 75 % of that of
Cys-CEES. This is slightly unexpected since Nacetyltransferases are
believed to be mostly renal and hepatic enzymes (Chambers et al., 2010;
1998). Evidence from the literature yet suggest that
brain also expresses N-acetyltransferases (Hanna and Anders, 2019),
Accordingly, Miller et al. (1995) observed the formation of a mercap-
turic acid derivative in all brain regions. More recently, the mercaptu-
rate pathway activity was also detected in the brain although with a
lower efficiency than in liver (Sidell er al., 2003). An additional expla-
nation to the observation of large amounts of NAC-CEES in brain is that
this organ receives 15-20 % of the cardiac output, attesting to the high
vascular demand of the brain. Thus, a part of the detected NAC-CEES
could originate from the blood where it is present in large concentra-
tion as shown by the measurements in the plasma. A last observation
regarding biomarkers in brain is that their concentration decreases more
slowly than in plasma, with the exception of GSH-CEES. This may be
explained by a longer persistence of CEES in brain than in the rest of the
organism because of a larger fat content and the formation of a reservoir
compartment.

Hinchman et al.,

5. Conclusion

The present work, based on novel experimental approaches
involving untargeted metabolomics and quantification of recently vali-
dated specific molecular biomarkers, provides observations relevant to a
better understanding of the occurrence of neurological and psycholog-
ical disorders after exposure to vesicant agents like SM. Our work con-
firms that, following diffusion through skin, vesicant agents enter the
blood stream and cross the hematoencephalic barrier. Then, the com-
pounds enter the brain and induce a series of damaging processes, Our
data reveals that the formation and clearance of the studied biomarkers
spreads over two weeks, reflecting the persistence of the chemical in the
brain. Our work also shed some light on the systemie effects of CEES,
potential underlying biochemical mechanisms and especially the inter-
est of some biomarkers. NAC-CEES and Gua-CEES were found to be
those detected with the best LOD in our UHPLC-MS/MS and to persist for
more than two weeks in brain and plasma. The last point is important for
applications of the UHPLC-MS/MS assay to human.
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Abstract

Sulfur mustard (SM), a chemical warfare agent, is a strong alkylating compound that readily reacts with
numerous biomolecules. The goal of the present work was to define and validate new biomarkers of
exposure to SM that could be easily accessible in urine or plasma. Because investigations using SM are
prohibited by the Organization for the Prohibition of Chemical Weapons, we worked with 2-chloroethyl
ethyl sulfide {CEES), a monofunctional analog of SM. We developed an ultra-high-pressure liquid
chromatography - tandem mass spectrometry approach (UHPLC-M5/MS) to the conjugate of CEES to
glutathione and two of its metabolites, the cysteine and the N-acetyl-cysteine conjugates. The N7-
guanine adduct of CEES (N7Gua-CEES) was also targeted. After synthesizing the specific biomarkers, a
solid phase extraction protocol and a UHPLC-MS/MS method with isotopic dilution were optimized.
We were able to quantify N7Gua-CEES in the DNA of HaCaT keratinocytes and of explants of human
skin exposed to CEES. N7Gua-CEES was also detected in the culture medium of these two models,
together with the glutathione and the cysteine conjugates. In contrast, the N-acetyl-cysteine conjugate
was not detected. The method was then applied to plasma from mice cutaneously exposed to CEES.
All four markers could be detected. Our present results thus validate both the analytical technique and
the biological relevance of new, easily quantifiable biomarkers of exposure to CEES. Because CEES

behaves very similarly to SM, the results are promising for application to this toxic of interest.

1) SPE

/\ 2) UHPLC-MS/MS
)/ .
~

| Ccys-cees j-'/r’ d!purlnatil::.n E i
_— adduct ?’ |
—Kidney \ oy
| \ nucleus |

cel M

Keywords

2-Chloroethyl ethyl sulfide; DNA adducts; Glutathione adducts; skin models, plasma; biomarkers.

231



Introduction

Sulfur mustard (SM) was first used as a chemical warfare agent during World War | [1] and on other
battlefields since then. SM was even used in recent conflicts in the Middle East, although the
Organization for the Prohibition of Chemical Weapons (OPCW) prohibits the synthesis of chemical
warfare agents and restricts their use to protection and peaceful research. In addition to these military
concerns, SM is also a threat for civilians. Many SM-containing ammunition may be found buried or
abandoned at former defense sites. Large amounts of SM have also been disposed at the bottom of
the sea. More importantly, SM is thought to be a persistent threat by non-state actors, such as terrorist

groups, because of its easy synthesis and handling, and the risk of theft from stockpiles [2].

The severity of SM-induced complications mainly depends on dose, duration, and body part of the
exposure [3, 4]. SM contamination may cause adverse health effects in many organs especially the
skin, eyes, and respiratory system [3, 4]. The first symptoms, including ocular, dermal, and respiratory
damage, usually become evident only approximately 12 hours after exposure [5]. SM is classified as a
vesicant because it causes blistering of the skin as a major feature of its toxic effects observed shortly
after exposure. SM also exhibits long-term effects. Local effects of SM exposure may include scarring
of the skin and bronchial stenosis [6]. Other long-term effects may appear some months or years after
the exposure and have a serious impact on the life quality of the exposed individuals [7]. 5M is also a
known carcinogen [8, 9]. Unfortunately, there is no antidote available for preventing the effects of SM
and no specific therapy for the treatment of SM-induced lesions. The aim of current therapeutic

strategies is to relieve symptoms, prevent infections, and promote healing.

Some cellular and molecular processes have been identified that partially explain the toxicological
effects of SM, but the overall exact mechanism remains unclear [10]. It should be stressed that because
synthesis, use and storage of SM are strongly regulated by the OPCW, a large fraction of the available
data have been obtained with the analog of 5M (2-chloroethly)-ethyl-sulfide (CEES), a monofunctional
molecule bearing one chlorine atom instead of two. SM and CEES induce similar severe burns on skin
in animals. They are both strong alkylating agents, mostly because they undergo intramolecular
cyclization into episulfonium ions. These electrophilic species can readily react with water and
nucleophilic sites present in cellular macromolecules such as glutathione, DNA and proteins (Fig. 1).
Most products of these reactions are stable adducts or conjugates which can affect the normal
functions of macromolecules, such as the enzymes involved in cell energetic metabolism. Some
metabolites are excreted in urine, feces and blood [11, 12]. These SM-specific derivatives can be easily

accessible targets in biological fluids and used as specific biomarkers. Actually, detection of such
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analytes in urine or blood is necessary for many reasons such as in forensic science for providing

evidence of contamination, or in therapeutics for diagnostic and prognostic purposes.
< Figure 1>

A first proposed approach for biomonitoring of exposure to SM involved gquantification of the direct
oxidation product of SM, bis-chloroethyl sulfoxide (SMO). Rapid, simple and guantitative analytical
methods were developed for this early SM biomarker present in blood for a rapid diagnostic during
the asymptomatic latency period (less than 12h) [13, 14]. The directly hydrolyzed metabolite
thiodiglycol (TDG) was detected in urine from SM-treated rats for 48h [15]. Under its bound and its
oxidized forms, it was present up to 7 day in the blood and urine of the animals. In another study, TDG
and TDGO were detected in the plasma of SM exposed rats, and the time windows for quantitative
detection were 4 and 12h respectively [16]. Interestingly, similar results have been obtained in human
patients [17]. Much debate has concerned the validity of TDG and TDGO as biomarkers because both

can be detected at trace levels in unexposed human populations [11].

The second type of SM biomarkers involved products of its reaction with various amino acid residues
present in proteins, including the 2-(2-hydroxyethyl}-thioethyl-valine adduct of hemoglobin and 2-(2-
hydroxyethyl)-thioethyl-cysteine adduct of albumin. They can be detected in appropriate samples such
as blood, serum, plasma or urine [17, 18]. In recent years, studies were more focused on albumin
adducts [18-20]. The time-course studies in rats showed that the hemoglobin adduct is far more
persistent than the albumin adduct. A study showed that the adduct to the N-terminal valine in
hemoglobin was still present 28 days after exposure [21]. This long persistence makes this conjugate
relevant for a retrospective detection. However, the sample preparation requires a time-consuming

digestion step for the selective cleavage of the adduct from the protein.

Another major pathway in the toxicity of SM is its reaction on the critical nucleophilic sites of DNA to
produce SM-DNA adducts (Fig. 1). To date, four major types of DNA adducts have been reported. These
include the mono-alkylated base adducts 2-(2-hydroxyethyl)-thioethyl-N7-guanine (N7Gua-HETE), 2-
(2-hydroxyethyl)-thioethyl-N3-adenine (N3Ade-HETE), the SM-guanine-guanine biadduct and an
adduct involving both glutathione and guanine [22-25]. Formation of these adducts was extensively
studied within DNA extracted from skin and internal organs after exposure [26-30]. DNA adducts
appear to be valuable biomarkers since they are persistent, especially the N7Gua derivative which is
the most abundant and still detected 3 weeks after exposure of hairless mice [27]. This was confirmed
by the unambiguous detection of adducts in the DNA extracted from blood cells form exposed patients
[17]. DNA adducts were also detected for several days in urine under the form of modified bases

following spontaneous depurination or release by DNA repair systems [17, 31].
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A last class of reaction products of biomolecules with SM that can be used as biomarkers results from
the conjugation of SM to glutathione (GSH), an abundant cellular tripeptide. GSH plays a major role in
the chemical inactivation of reactive electrophilic toxicants or metabolites either spontaneously or by
catalysis by glutathione-S-transferases in the liver and in other organs such as the skin [32, 33]. The
product is a glutathione-5-5M -conjugate (GSH-5M). In the complex pathway of glutathione
metabolism [34], GSH-SM is consecutively converted into the cysteinyl-glycine-S-conjugate, the
cysteine-S-conjugate and N-acetylcysteine-S-conjugate (NAC-SM) (Fig. 1). This last metabolite, also
known as mercapturate derivative, is generally more polar and water soluble than the unconjugated
electrophiles. It is thus readily excreted and eliminated in urine and/or bile [35, 36]. In terms of GSH-
derived biomarkers, available data mostly involved the detection of glutathione-5M metabolites
arising from B-lyase cleavage, leading to the formation of SBSNAE, SBMTE, SBMSE [17, 37, 38]. These
metabolites are only detected for a few days in patients, and not in all of them [17, 39]. Surprisingly,
other metabolites of the mercapturic acid pathway such as NAC-5M have not been used as biomarkers
while they are commonly detected in biological fluids following exposure to other toxic compounds
[40-43]. Data have been reported that show a larger amount of Cys conjugates in the bile than
derivatives of the [-lyase pathway [44], strongly suggesting the formation of other GSH-SM

metabolites such as the NAC conjugate.

This brief overview of the available biomarkers of exposure to SM shows that none is perfect, in terms
of either specificity, persistence or analytical throughput. Moreover, proof of exposure is more reliable
with a combination of information based on different biomarkers. There is thus room for additional
biomarkers. To this end, we decided to explore the possibility of using the conjugates of the
mercapturate pathway with CEES as a SM analog. As explained above, CEES was chosen because use
of SM is strictly limited. We felt necessary to first develop our approach with an analog and then, based
on this first work, rapidly extend the method to SM. Our aim was to quantify conjugates between CEES
and GSH, cysteine and N-acetylcysteine (GSH-CEES, Cys-CEES and NAC-CEES, respectively) (Fig. 2). The
chemical structure of these compounds have been established for SM in previous works [45, 46]. We
also included the DNA adduct (2-ethyl)-thioethyl-N7Gua (N7Gua-CEES) to our selected biomarkers
since promising results have been obtained with the similar SM-derivative. We first synthesized the
standards and their isotopically labelled analogs, and developed an ultra-high-pressure liquid
chromatography - tandem mass spectrometry approach (UHPLC-MS/MS) with isotopic dilution. Then,
the clean-up step of the samples was optimized. Finally, we evaluated the biological relevance of these

biomarkers in cultured cells, human skin explants and blood plasma from mice.

< Figure 2 >
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Materials and methods

Chemicals and enzymes

Reduced L-glutathione (GSH), (2-chloroethyl)-ethyl sulfide (CEES) and L-cysteine (Cys) were purchased
from Sigma Aldrich (Saint Quentin Falavier, France). N-Acetyl-L-cysteine (NAC) was purchased from
Roche (Boehringen Mannheim) (Mannheim, Germany). 2’-Deoxyguanosine (dGuo) was purchased
from Pharma Waldhof (Diisseldorf, Germany). Formic acid (LC-MS grade) was purchased from Thermo
Fisher Scientific (Rockford, USA), acetonitrile (HPLC-MS grade) from VWR (Fontenay-sous-Bois,
France), methanol (HPLC grade) and ammonium formate from Sigma Aldrich (Saint Quentin Falavier,
France). Ribonuclease T1, ribonuclease A, phosphodiesterase 1, deoxyribonuclease I, alkaline
phosphatase and nuclease P1 were obtained from Sigma. Protease was purchased from Qiagen and
phosphodiesterase | from Worthington (Lakewood, NJ, USA). Isotopically labelled molecules Cys* (ZCz
99%, 5N 99%), NAC* (3C5 97-99% 5N 97-99%), GSH* (C, 98% N 96-99%) and dGuo* (*Ns 98%) were

purchased from Cambridge Isotope Laboratories (Andover, USA).
Synthesis of biomarkers

Aqueous solutions of either 10.8 mg of Cys, 10.9 mg of NAC, 10 mg of dGuo or 10.4mg of GSH were
prepared in 5mL of phosphate buffer (10 mM, pH=7). Five pL of CEES (2.9 mM) was added to each
tube. The reaction lasted overnight. Several washing steps with dichloromethane were carried out to
eliminate possible traces of CEES. Depurination of N7Gua-CEES adducts was completed by thermal
hydrolysis (90°C for 20 min in a heating block) at neutral pH as previously reported [47]. All biomarkers
were isolated by using a preparative HPLC system consisting of a L7100 pump from Merck-Hitachi, a
7125 injector valve from Rheodyne (San Jose, USA), a C18 reverse phase column (4.0x250mm, 5 pm
particle size, Uptisphere, Interchim, Montlugon, France), a L4200 UV-Vis detector from Merck
(Darmstadt, Germany). A gradient of ammonium formate (AmF, 5mM}) and acetonitrile (0 min: 0% ACN,
10 min: 5% ACN, 30 min: 20% ACN, 45 min: 30% ACN) at a flow rate of 1mL/min was used. Fractions of
2 mL were collected from which 20 plL was analyzed by UHPLC-MS/MS. The fractions of interest were
pooled and further purified on the HPLC system until a pure product, as inferred from HPLC profiles
recorded at 220 nm, was obtained. The final solutions were freeze-dried and suspended in MilliQ,
water. N7Gua-CEES adduct was identified by comparison with a previously synthesized product [47].
GSH, NAC and Cys conjugates were also characterized by H-NMR in Dz0. The concentration of each
standard was determined by UHPLC-MS! used in the single ion monitoring. For each conjugate, the
reference compound was the parent molecule expected to exhibit the same ionization efficiency.

Results were confirmed by analysis in UHPLC with diode array detector. For N7Gua, calibration was
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also performed by UV absorption of the standard solution using the molar absorption coefficient of

N7-methyl guanine for the calculation.

Synthesis of internal standards (IS)

Solutions of 10 mM of each labelled biomolecules (either Cys *, NAC*, GSH* or dGuo*®) were prepared
in 1/10 PBS. CEES (20 pL) was added to 5 mg of the labelled compounds, namely either 4 mL of Cys*,
1.61 mL of GSH*, 1.72 mL of dGuo* or 3 mL NAC*. The reaction lasted overnight. Several washing steps
with dichloromethane were carried out to eliminate possible traces of CEES. All biomarkers were
isolated by using SPE (see below). One mL fractions containing increasing proportion of methanol were
collected and 20 pL of each fraction was analyzed by UHPLC-MS/MS. The fractions of interest were
pooled. The final solutions were freeze-dried and suspended in MilliQ water. The concentration of each

internal standard was determined by UHPLC-M5/MS calibrated with unlabeled compounds.

Sample preparation: Solid Phase Extraction (SPE) of biomarkers from culture medium and plasma

Prior to SPE purification, all samples were centrifuged at 5000xg and the liquid phase was collected.
Sample preparation, i.e. clean-up and concentration, was performed on Chromabond® HR-X 100 (45
pm particle size, 100 mg polymeric phase) SPE columns using a vacuum manifold. Columns were
conditioned with 1 mL of methanol containing 0.1% formic acid (FAc), followed by elution of 0.1% FAc
in water (1 mL). The samples to be analyzed (500 pL of culture medium or 100 pl of plasma) were
spiked with internal standards (10 pL, 0.2 mM) and loaded onto the SPE column. The sample was
washed with 0.1% formic acid (FAc) in water (1 mL) followed by 5% methanol containing 0.1% FAc
(1mL). All traces of washing solution was removed from the column by suction for 10 minutes under
vacuum. In the final step, the analytes of interest were eluted into a hemolysis tube with 1 ml of a
buffer prepared by dilution of 200 pL of a 10 M ammonium formate (AmF) into 200 mL pure methanol.
The eluent was dried in a Speed Vac at 35°C. The samples were reconstituted in water (200 pL) and

stored at -20°C until UHPLC-MS/MS analysis.
UHPLC separations

Chromatographic separations were carried out on a Sciex ExionLC UHPLC system (Framingham, MA)
equipped with an autosampler, a binary pump, and a heated column compartment. Analytical
separation was performed using a Macherey-Nagel Nucleodur® C18 column (100 mm x 2.0 mm 1D, 1.8
pum particle size). Mobile phase A consisted of 2mM AmF and 0.2% FAc in MilliQ, water and mobile

phase B was LC/MS5 grade acetonitrile.
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For analysis of N7Gua-CEES in DNA, the initial conditions of the gradient were 2% B for 5 minutes with
the flow rate was set to 350 pL/min. The column temperature maintained at 40°C and the sample
storage compartment set to 15°C. The proportion of acetonitrile increased to 8% between 5 and 8 min,
followed by a deeper linear increase to 40% between 8 and 11.5 min, an immediate ramp to 95% for
1 min followed by a return back to initial conditions at 12.6 min. An equilibration phase was maintained
until 15 min. The amount of normal DNA nucleosides was quantified by a UV detector. Quantification
of DNA lesions and normal nucleosides were performed by external calibration using calibrated
solutions of authentic standards. Results were expressed as the number of adduct per million normal

bases.

For the quantification of biomarkers in the culture medium, the initial conditions of the gradient were
5% B for 1.2 minutes. The flow rate was set to 400 pL/min, the column temperature maintained at
50°C, and the temperature of the sample storage compartment set to 15°C. A linear increase of the
solvent to 35% was applied between 1.2 and 7.2 min, followed by a ramp to 70% B for 1 min and ten
by a return back to initial conditions at 8.4 until 11 min. Quantitative results were obtained using
internal standards. Indeed, the response of the analyte is normalized to the response of the IS. The
ratio of the peak area of the analyte in the sample to the peak area of the IS in the sample is compared

to a similar ratio derived for each calibration standard.

Mass spectrometry detection

The UHPLC system was coupled to a SCIEX QTRAP® 6500+ triple quadrupolar mass spectrometer
(Framingham, MA) equipped with an lon Drive™ Turbo V source operated in positive ionization mode.
Data were collected in multiple reaction monitoring (MRM) scan mode. Transitions corresponding to
the three most intense fragments were used as confirmation ions and the most sensitive one among
those was used for quantification. Three MRM transitions were recorded for each of the isotopically
labelled compounds corresponding to the transitions of their native analogs (Electronic Supplementary
Material, Table S1). The following optimized ionization parameters were applied for all analytes:
curtain gas (45 psi), collision gas (70 psi), lonSpray voltage (5300 V), temperature (550°C), lon Source
Gas 1 (60 psi), lon Source Gas 2 (60 psi). Other compound-dependent parameters are listed in table 51
below. Data acquisition and quantitative analyses were performed using the Analyst and MultiQuant

softwares, respectively.

< Electronic Supplementary Material, Table 51 >
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Treatment of HaCaT human keratinocyte cell line

HaCat human keratinocytes (ThermoFicher Scientific) were grown in DMEM-GlutaMAX™ (Gibco)
medium supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum (Gibco), and 1% (v/v) of a mixture of antibiotics
(50 U/mL of penicillin and 50 mg/mL of streptomycin). Cells, seeded at 14 300 / cm? in 60 mm diameter
petri dishes, were grown in a Hera Cell incubator (Heraeus) in a 5% CO; atmosphere at 37°C.
Treatments were performed in triplicate for each CEES concentration (0, 1, 2, 5, and 10 mM). Before
treatment, the medium was discarded. Then, cells were suspended for 30 min at room temperature in
3 mL DPBS (Gibco) containing the different CEES concentrations. Subsequently, they were washed
twice with PBS to remove traces of CEES. Cells were thereafter incubated for 6h at 37°C with “fresh”
medium. Last, the medium was collected and stored at -20°C before purification by solid phase
extraction. The cells were collected by trypsination. After deactivation of trypsin by addition of
medium, the cells were centrifuged (1500 rpm, 5 min) in a Megafuge 1.0R centrifuge (Heraeus) and
the supernatant was discarded. The pellet was suspended in 1 mL PBS and placed in a 2 mL Eppendorf
tube. Samples were centrifuged (400xg, 5min) and the supernatant was discarded. The HaCaT pellets

were stored at -20°C before DNA extraction.

DMNA extraction from CEES-treated HaCaT was carried out following the Nal/propan-2-ol chaotropic
method [48]. Briefly, plasmic membranes were lysed by adding a buffer (sucrose 320 mM, MgCl, 5
mM, Tris-HCl 10 mM, deferoxamine 0.1 mM) containing 1% (v/v) triton X-100. The nuclei were
collected by centrifugation in a Megafuge 40R centrifuge (Heraeus) (5 min at 1500xg). Then, the
nuclear membranes were lysed by adding a second buffer (EDTA-Na: 5 mM, Tris-HCl 10 mM,
deferoxamine 0.15 mM) containing 0.5% (v/v) SDS. RNA was hydrolyzed using RNases A (1.5 pL, 100
mg/mL) and T1 (3.5 pl, 1 U/pl) at 37 °C for 15 min. Samples were then incubated at 37°C for 1 h after
addition of protease. DNA was precipitated with 2 volumes of buffered Nal-solution (EDTA-Naz 20 mM,
Mal 7.6 M, Tris-HCl 40 mM, deferoxamine 0.3 mM) and 3.3 volumes of absolute propan-2-ol. The DNA
pellet was then washed by successive centrifugation and resuspension, using first aqueous propan-2-

ol (40%, v/v) and then aqueous ethanol (70%, v/v).

DNA was hydrolyzed as previously described by Douki et al [49] in two steps. Each involved a specific
enzymatic cocktail: nuclease P1, phosphodiesterase Il and DNase Il at pH 6 {50 mM succinic acid, 25
mM CaCly, 75 mM ammonium acetate) for the first; phosphodiesterase | and alkaline phosphatase at
pH 8 (50 mM tris) for the second. Each step was carried out at 37°C for 2 h. The samples were then left
at 90°C for 20 min in a heating block in order to depurinate DNA adducts. The final samples thus contain
normal DNA bases under the form of nucleosides, which are guantified by a UV detector placed before

the inlet of the mass spectrometer, and adducts as modified bases quantified by mass spectrometry.
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Treatment of skin explants

Human skins were obtained immediately after breast plastic surgery from healthy donors with their
informed consent (Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble, France), in agreement with article
L1245-2 of the French Public Health Code on the use of surgical wastes for research purposes.
Declaration of collection and storage of human skin was recorded in the CODECOH DC-2019-3391
document, which was validated by the French ministry of Research (June 17, 2019). All donors were
Caucasian (16—62 year old), and their skin phototype was either Il or lll according to the Fitzpatrick
classification. After surgery, the skin was immediately transported to the laboratory at ambient
temperature in 50 mL falcon tubes (Becton Dickinson Labware, USA). Skin was disinfected with PBS
supplemented with 0.4% betadine for 15 min and rinsed twice with PBS containing 10% Pen/Strep. The
skin, from which the fat layer was removed but that still contained both the dermis and the epidermis,
was cut into 12-mm diameter discs with sterile punches (Help Medical, France). Skin biopsies were
placed with the dermal side down into ThinCert™ inserts (14mm inner diameter, 1um pore size filter,
Greiner Bio-One, Austria) maintained in 12 well cell culture plates (sterile, with lid) (Greiner Bio-One,
Austria). Medium (600 pL) was added into the wells, under the inserts. The culture medium used was
DMEM-F12 supplement with 1% Pen/Strep. Four doses of CEES (0, 2, 4, 10 mg/ml) in solution in SpL of
dichloromethane were applied to the epidermal surface, corresponding to 0, 0.08, 0.16, 0.40 umol,
respectively. Dichloromethane evaporation was permitted by waiting 30s and then the lid was
replaced. Afterwards, skin biopsies were placed at 37°C in 5% CO, air in the incubator for three
different time points: 1, 6 and 24h. Collected medium from samples was directly stored at -20°C until
SPE. Biopsies were also frozen at -20°C until DNA extraction. Experiments were performed in triplicates

and were repeated on skins from two different donors.

DNA was extracted by using the DNEasy Tissue Kit obtained from Qiagen (Courtaboeuf, France). Briefly,
the first step was the grinding of the biopsy in buffer ATL (350uL) by using a Tissuelyzer (15min, 25Hz).
After adding proteinase K, samples were incubated 3h at 55°C. An RNase A treatment and a second
lysis step involving buffer AL were performed (10 min at 70°C) for a complete lysis of the tissue. Lysate
samples were then loaded onto DNEasy mini spin columns. After two washing steps, DNA was eluted
with 2x100 pl of deionized water. The sample was freeze-dried overnight, and the resulting DNA
residue was dissolved in 50 pL of water. DNA was hydrolyzed as described for DNA extracted from

HaCat cells.

Animal experiment

The protocol was validated by the ethic committee of Health Services of French Armed Forces,

according to the French 2013-118 decree that follows the 2010/63 directive from the EU on animal

10
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research. SKH-1 hairless mice (n=5) were purchased from Charles River and used at 7 weeks. Mice were
anesthetized by intraperitoneal injection of a mixture of ketamine (90 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg).
Under a fume hood, mice were then locally exposed through the skin to the vapors emitted by 10 pL
of neat CEES using cap method (screw cap for HPLC vial, PTFE septum and polypropylene cap). Four
sites on the mice back were exposed to CEES vapors (Electronic Supplementary Material, Fig. 51). The
caps containing CEES were removed after 30 min. After 4h, the skin was decontaminated by soap and
water. To relieve pain induced by CEES, buprenorphine (0.05 mg/kg) was subcutaneously injected after
skin decontamination and codeine was daily administrated in drinking water (4 mg/100 mL). One day
after the exposure, the animal were sacrificed by an injection of pentobarbital (150 mg/kg, ip route)
and the blood was collected by heart puncture. Plasma was separated by centrifugation (2000 g, 10
minutes, 4°C) and samples were kept frozen until quantification of biomarkers. For this purpose, an
aliquot fraction of 100 pl was collected from each sample. The SPE and UHPLC-MS/MS conditions were

the same as those applied to cell culture and explants medium.

< Electronic Supplementary Material, Figure 51 >

Results and discussion

Method optimization

Characterization of the standord molecules.

The standards used for the method optimization and the quantitative analysis of the samples were
synthetized by incubation of the parent compound with CEES followed by HPLC purification. The
material present in the collected fractions was then characterized. *H-NMR spectra were recorded for
the GSH, Cys and NAC conjugates. They exhibited all the expected signals for the analytes (Electronic
Supplementary Material, Table $2), thereby providing evidence that all expected compounds had been
successfully synthesized. Signals corresponding to traces of impurities were detected for Cys-CEES and
MAC-CEES. However, the purity of these standards was satisfactory, reaching 95 and 83 % respectively.
*H-NMR analysis showed that GSH-CEES was the major product in the standard solution but that other
minor compounds were present. The solution was thus analyzed in HPLC-MS with recording of the full
MS51 spectrum over the 200-450 m/z range. Compounds exhibiting a pseudo molecular ion at m/z =
371, 415, 245 and 261 were observed on addition to GSH-CEES (m/z 396). The latter compounds was
the most concentrated, in agreement with the NMR data. The concentration of second next product
was half of that of GSH-CEES, while the proportion of the other impurities was below 10%. Since the
mass of the contaminants was different from that of GSH-CEES, no interference was possible the MS!

single ion monitoring used for the calibration of the solutions. No impact was expected either in the
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MRM detection mode used for the samples, as confirmed by the observation that GSH-CEES was the
only compound detected in the product ion scan mode (MS? fragmentation). We did not attempt to
purify further the standard of GSH-CEES in order to prevent loss of material. The amount of N7Gua-
CEES was too low to allow recording of a NMR spectrum. We are yet confident in the identity of the
analyte since all chromatographic, mass spectrometry and UV absorption features are identical to
those for a previous synthesis validated in reference [47]. In particular, the UV absorption spectrum
exhibited the typical blue shifted maximum of N7-alkylated derivative of guanine. This absorption was

used to calibrate the obtained solution.

< Electronic Supplementary Material, Table 2 >

UHPLC-MS/MS quantification

Availability of authentic pure standard in solution allowed us to optimize the parameter of the liquid
chromatography-mass spectrometry detection. Standard Liquid chromatography conditions were
chosen to insure a proper elution of the analytes. UHPLC was favored over HPLC in order to reduce the
analysis time and increase the throughput of the method. Standard chromatographic parameters were
used, in terms of both column type and gradient. Detection was afforded by a triple quadrupolar mass
spectrometer used with positive ionization and in the “reaction monitoring mode”. This approach
relies on the monitoring of specific fragmentation reactions of the pseudo-molecular ion of targeted
analytes. The observed fragmentations (Electronic Supplementary Material, Fig. 52) were mostly
observed on the CEES moiety of the analytes with formation of fragments both at m/z=61 (C;Hs5) and
B89 (C4HsS) for all compounds. One exception was GSH-CEES for which the former fragment was
replaced for by a more intense one at m/z=121 (CaHsS:z). Fragments at m/z=321 (loss of CO2H-CH-NHz)
was observed for GSH-CEES and at m/z=120 (loss of CsHsS) for Cys-CEES. Detection in the MRM mode

is very specific and, because it leads to a low background noise, very sensitive.

< Electronic Supplementary Material, Figure 52 >

Sample preparation

Solid phase extraction (SPE) is routinely used in sample preparation for quantifying analytes in biofluids
such as plasma and urine. This technigue allows both removal of interfering biological matrix
components and increase of the concentrations of the analytes in the final samples. Application of this
method to organic compounds in solution in water or biofluids requires adsorption on proper solid
material followed by desorption with a small guantity of an organic solvent. We tried different
sorbents, namely C18 and polymeric phases. The polymeric phase afforded the best recovery with less

variability. We also optimized the composition of the liquid phases, mostly the impact of FAc on the
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different steps of the sample preparation. This acid improves the retention of the analytes on the
sorbent. The optimized protocol is described in the Materials and Methods part. For validation
purposes, 5 samples of matrix blank {HaCaT culture medium) were spiked with IS and standards (5
pmol) to obtain a concentration in the middle of the calibration curve typically used for the biological
experiments (from 0.1 to 50 pmol). The yields of the complete sample preparation i.e. from the
collection to the analysis include SPE, drying step, sample reconstitution were 65+5%, 84+3% 112+4%
106+5% for GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-CEES and N7Gua-CEES, respectively.

It should be emphasized that the stability of the targeted analytes was a major concern during the
method’s optimization. For example, formic acid was removed from the SPE elution solvent because it
induced some degradation during the evaporation. We also checked the long-term stability of the
analytes in the matrices. They were found to be stable in culture medium at -20°C for at least 6 months,
with the exception of Gua-CEES that underwent 50% degradation over this period (data not shown).
Last, we investigated whether oxidized derivatives of the analytes could be produced. Previous reports
of the detection of oxidation products of SM [13, 14] suggested that it could also take place for CEES
biomarkers. Therefore, we analyzed cultured medium from CEES-treated skin explants (vide infra) in
the product ion scan mode. This approach provides fragmentation mass spectra and thereby structural
information on components of a mixture. Emphasis was placed on the Cysteine conjugate, which was
the biomarker detected in the largest concentration in this experiment. An intense peak was detected
for the fragmentation of the pseudo-molecular ion of Cys-CEES. In contrast, none was observed for
masses with one (M+16) or 2 (M+32) oxygen atoms that would correspond to sulfoxides (-50-) and

sulfones (=502-), respectively (Electronic Supplementary Material, Fig. $3).

< Electronic Supplementary Material, Figure S3 >
Method validation

Validation of the method was performed by following the FDA recommendations for Bioanalytical
Method Validation [50] and the Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology [51].
The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for each biomarker were established by
using the method called “blank determination” according to Shrivastana et al. [52]. The blank
determination is applied when the blank analysis gives results with a nonzero standard deviation. LOD
is expressed as the analyte concentration corresponding to the sample blank value plus three standard
deviation and LOQ is the analyte concentration corresponding to the sample blank value spiked with
IS plus ten standard deviations. The values were determined with 18 matrix blank samples (cell culture
medium). The calculated LOD for each analyte was 9, 48, 46 and 37 fmol for GSH-CEES, Cys-CEES, NAC-
CEES and N7Gua-CEES, respectively. The corresponding calculated LOQ were 22, 111, 120 and 88 fmol.
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This calculation method was found to be reliable since the determined LOD matches with the lowest
concentration leading to an observable peak on the chromatogram. In order to define a proper
calibration curve, the lowest concentration we used for the standards was 100 fmol, namely in the

range of mean LOQ.47

Accuracy and precision were evaluated by analyzing intraday and interday variations for blank, zero
calibrator, and six calibrators covering the quantitation range including LOQ, (Electronic Supplementary
Material, Table $3). The matrix was culture medium from unexposed HaCaT cells. The concentration-
response relationship for each analyte was fitted by a simple linear regression forced through zero.
Qur results are in accordance with the FDA criteria because non-zero calibrators are + 15% of nominal
(theoretical) concentrations, and for the lowest concentration + 20% of the nominal concentrations in
each validation run. The selectivity was also studied. Blank and zero calibrators were free of
interference at the retention times of the analytes and the IS. The method was thus found to be highly
specific, mostly as the result of the different determination criteria by MRM (ion quantitation and ion
ratio). No carryover between samples was observed, even with the highest calibrator. Limited amount
of sample from untreated mice prevented us from performing a complete validation in plasma. Yet we
were able to show the good intraday reproducibility (with n=4) on a mixture of several samples from

exposed animals (Electronic Supplementary Material, Table 54).
< Electronic Supplementary Material, Table 53 >

< Electronic Supplementary Material, Table 54 >

CEES biomarkers in cultured HaCaT cells

Skin is a direct target organ of 5M. Therefore, we performed a first in vitro biological experiment with
a human keratinocyte cell line (HaCaT). Indeed, keratinocyte represents the major cell type in
epidermis, the upper layer of skin. Both adduct in nuclear DNA and conjugates in the medium were
targeted. It was not possible to treat cells under growing conditions because the medium contains
amino acids that would lead to false positive detection. Therefore, rather than treating cells for a long
time in their culture medium with micromolar concentrations of CEES, we applied millimolar range
concentrations in PBS for a very short time. Then, cells were incubated 6h in fresh culture medium. We
studied the toxicity of the treatment by a MTT assay (Fig. 3). The survival at 24 h was approximately
B81.5% + 4.6 for 5 mM. A much larger lethality was observed at 10 mM with 4.3 % + 1.0 of viability at
24 h.

< Figure 3 >
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CEES adducts in DNA

During the treatment, CEES enters the cells where it alkylates many biomolecules including DNA.
Different DNA adducts can be formed because CEES reacts on the N7-positions of guanine and the N3-
position of adenine. We only gquantified N7Gua-CEES, which is the most frequent in CEES-treated cells
[47]. Another reason for this choice was the fact that the N7Gua adduct is also the most frequent for
SM. This was first indirectly shown by Brookes and Lawley in cell-free systems [53]. More recently,
Batal et of determined the kinetics of formation of SM-adducts in skin from mice exposed to SM. The
most abundant and persistent adduct was also the HETE-N7Gua, which was produced in a dose
dependent manner [27]. In addition, Zubel at al investigated the DNA adducts stability in HaCat and
A549 cells; N7Gua was still detectable 6 days after treatments with SM [54]. In our work on HaCat cells,
the corresponding N7Gua-CEES was detected in DNA under all the investigated conditions, even at the
lowest CEES concentration. Formation of N7Gua-CEES adducts was dose-dependent with a linear

increase of the guantity of N7Gua-CEES with respect to the CEES concentration (Fig. 4).

< Figure 4 >

Biomarkers in the medium of HaCaT cells exposed to CEES

The medium collected from the same experiments was analyzed by UHPLC-MS/MS after SPE clean up.
The Cys-CEES and GSH-CEES biomarkers were detectable and quantifiable (Electronic Supplementary
Material, Fig. 54). In contrast, NAC-CEES was not detected in this in vitro study. The amounts of GSH-
CEES and Cys-CEES detected in the medium were dose-dependent (Fig. 5a). At all-time points, the
concentration in Cys-CEES was larger than that of GSH-CEES. Interestingly, the ratio between the
concentrations of Cys-CEES and GSH-CEES varied from one experimental condition to the other. The
value is 4.5 at the lowest CEES concentration and decreases to 2 at the largest one. This is reflected in
the dose-concentration curves that is roughly linear for Cys-CEES and more quadratic for GSH-CEES.
This trend most likely reflects a saturation of the enzymes involved in the metabolism of GSH

conjugates when the CEES concentration increased.

N7Gua-CEES was also detectable in the medium, although in approximately 20 times lower amounts
than Cys-CEES and GSH-CEES (Fig. 5b). The presence of this nucleic acid derivative can be explained by
different mechanisms. First, It is well known that such N7 DNA adducts are chemically unstable and
spontaneously undergo depurination, namely the cleavage of the N-glycosidic bond [55]. This process
leads to the release of the free alkylated base N7Gua-CEES and the formation of an abasic site in DNA
[55, 56]. A similar process takes place in CEES-treated RNA [47] and mostly likely in dGTP from the

nucleotide pool. Other sources of DNA adducts in medium could involve DNA repair. The base excision
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repair pathway leads the release of damaged bases by cleavage of the N-glycosidic linkage. Bulky
adducts like N7Gua-CEES are also handled by the nucleotide excision repair system which removes a

single-stranded DNA fragment bearing the damage [57], from which N7Gua adducts may depurinate.
< Electronic Supplementary Material, Figure 54 >

< Figure 5 >

Biomarker of exposure to CEES in human skin explants

The HaCat cell experiments showed that the biomarkers were actually excreted from cultured cells. In
order to better understand the response of cutaneous cells to vesicants, we then used whole skin
explants that contained both the epidermis and the dermis. We investigated whether the chosen

biomarkers where detected after exposure to different amounts of CEES.

<Table 1>

DNA adducts from skin exposed to CEES

Like for HaCat cells, we guantified N7Gua-CEES in nuclear DNA and all biomarkers in the culture
medium. Even the lowest concentration applied induced quantifiable amounts of N7Gua-CEES within
DNA after 1h of incubation (Table 1). It is well documented that, because of its hydrophobic nature,
SM easily penetrates within skin and accumulates in the lipid component of exposed tissues [58]. By
analogy, it is expected that in our experiments CEES rapidly penetrates the explants. Since our
experiments involved isolated skin without blood flow, the diffusion of CEES out of the tissue is limited
and the concentration in CEES is likely to be rapidly stable. This behavior could explain why the amount
of N7Gua-CEES does not linearly increase with increasing applied dose during the 24 h of the
experiment (Table 1). As illustrated in Figure 6a for the lowest applied amount (80 nmol), the level of
DMNA adduct actually decreases after 6h. This decrease is certainly explained by the spontaneous
depurination and the different DNA repair mechanisms (BER and NER). Interestingly, N7Gua-CEES is
detected in the medium 6h after the treatment, but not after 1 h, and its concentration is larger at 24
h. This observation validates the idea that N7Gua-CEES formed in DNA, as well as in RNA and
nucleotides, is excreted from cells. It can then be detected as a modified base in the extracellular
medium. This confirms the results obtained with cultured HaCat cells and shows the interest of this
adduct as a biomarker in biological fluids, in line with the detection of SM-DNA adducts in urine of

exposed patients [17, 31].
< Figure 6 >
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Glutathione conjugates from skin exposed to CEES

Following topical exposure of skin to CEES, the culture medium placed under the insert was collected
after different incubation time (1h, 6h 24h). The samples were cleaned up by SPE and analyzed by
UHPLC-MS/MS. Cys-CEES and GSH-CEES were detectable and quantifiable, but not NAC-CEES. A first
observation is that, for each post-treatment time, the amounts of GSH-CEES and Cys-CEES seemed to
saturate when the dose increased (Table 1). This may reflect either a limitation in the intracellular GSH
concentration or a saturation of the glutathione-S-transferase activity. Temporal profiles of the
evolution of the two former compounds were different (Fig. 6b). The concentration in GSH-CEES was
maximal at 1h and then decreased while an opposite trend was observed for Cys-CEES. Following
exposure, CEES enters into skin cells and, as seen for DNA adducts, rapidly reacts with the thiol function
of glutathione to form the GSH-CEES conjugate [59]. GSH-CEES is rapidly excreted, which explained
why we detected it in the medium (21.5 + 10.3 nM) already after 1h. This early time is the maximum
of concentration of GSH-CEES since this conjugate is not persistent. It is detectable at 24h only in a few
samples for the largest amount of applied CEES. In contrast to GSH-CEES, we observed that the
concentration in Cys-CEES in the medium, which is dose-dependent, rose between 1 and 6 h and then
reached a plateau until 24 h. These observations are in agreement with known characteristics of the
mercapturate pathway involved in the detoxification of electrophilic species such as CEES or SM [35,
40]. In the mercapturate pathway, enzymatic activities sequentially convert GSH-CEES into CysGly-
CEES and Cys-CEES. These two consecutive reactions are catalyzed by the membrane-bound-enzymes
v-glutamyl-transferase (GGT) and dipeptidase or aminopeptidase-M, respectively. Our results strongly
suggest than the mercapturate pathway seems effective in the skin during the first hours after
exposure. However, Cys-CEES may not be produced only by the mercapturate pathway. At the earliest
time, its level (125.7 + 30.8 nM) is already higher than that of GSH-CEES. The largest concentration of
Cys-CEES in the medium is approximately one order of magnitude larger than that of GSH-CEES. These
results suggest that a part of Cys-CEES detected comes from other processes or biological mechanisms.

A direct reaction between the thiol group of intracellular free cysteine is another possible source.

CEES exposure biomarkers in plasma

We then applied our approach to samples from an in vive study. Blood plasma from mice cutaneously
exposed to vapors of CEES were analyzed by SPE — UHLPC-MS/MS 1 day after exposure. While no peak
was observed on the chromatograms corresponding to untreated animals (Fig. 7a), the four
biomarkers were readily detected in plasma from treated mice (Fig. 7b). After correction of the peak
intensity by the calibration curve, the decreasing concentration of the four analytes was found to be

MAC-CEES > Cys-CEES = Gua-CEES >> GSH-CEES (Fig. 8¢). The trend observed in vitro of a lower amount
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of GSH-CEES was even more obvious in vivo. Gua-CEES was also found to be an interesting biomarker
easily accessible from blood, as previously shown in urine or in nuclear DNA extracted from organs and
blood cells [17, 31]. The major difference between plasma and cultured cells and skin explants is that
MAC-CEES was the most frequent biomarker. NAC-CEES was detected neither in the HaCat cells, skin
explants experiments reported above, nor in previous works with primary cultures of normal human
keratinocytes (Batal and Douki, unpublished results). The difference between these cellular cutaneous
models and the mice situation regarding the formation of this final product of the mercapturate
pathway documented for numerous chemicals [41, 42] is that acetylation of cysteine conjugates is not
an ubiquitous activity in the organism. This last step of the mercapturate pathway takes place when
Cys-5-conjugates enter the renal tubular cells and hepatocytes via various transporters including
organic anion transport polypeptides and cystine/cysteine transporters [60-62]. Acetylation of the
Cys-S-conjugates is carried out by the N-acetyl-transferase NATS, expressed almost exclusively in the
kidney proximal tubular cells, and to a lower extent in the liver [63]. NAC-CEES conjugates synthesized
in the kidney are directly released into urine, whereas those synthesized in the liver are excreted into
the bile. Mercapturate conjugates are also produced in very low amounts in other tissues and then
enter the bloodstream [40, 64]. These observations explain why Cys-CEES was not converted into NAC-
CEES in cultured cutaneous cells and skin explants while NAC-CEES was abundant in plasma. They also
may explain why Cys-CEES accumulates in in vitro systems without being further metabolized and
becomes the most frequent of the four studied biomarkers. In addition, the difference between our in
vitro and in vivo data are likely explained by a rapid penetration of CEES through the cutaneous barrier
in mice followed by a diffusion towards internal organs where NAC-CEES formation is more efficiently

produced than in skin.

< Figure 7 >

Conclusion

The present work allowed us to develop a method for the simultaneous guantification of four
biomarkers of exposure to CEES, namely the N7 guanine adduct and the conjugates to glutathione,
cysteine and N-acetyl-cysteine (mercapturic acid). The assay involves sample preparation by SPE and
quantification by UHPLC-MS/MS. Isotopic dilution is used to compensate for possible loss of material
during the sample work-up and for matrix effects in the MS/MS detection. The accuracy of the method
for culture medium samples was validated using reference statistical procedures. Using this technigue,
we quantified GSH-CEES, Cys-CEES and N7Gua-CEES in the culture medium of exposed HaCat cells and
human skin explants. The same compounds and NAC-CEES were detected in plasma from exposed

mice. These products of the reaction of CEES with biomolecules are thus unambiguously formed in

18

247



cells and further excreted. These observations provide a biological validation to the use of GSH-CEES,
Cys-CEES, NAC-CEES and N7Gua-CEES as biomarkers of exposure to CEES. They can be thus targeted in

biological fluids.

However, not all four compounds are equally interesting as exposure biomarkers. For example, GSH-
CEES was found to be rapidly metabolized and is present only in very low amounts in plasma. Cys-CEES
could be an interesting marker but the sensitivity of its detection is lower than that for the other
compounds. NAC-CEES is a more attractive GSH metabolite since it is present in the largest
concentration in plasma and exhibits remarkable analytical properties, like Gua-CEES. These
conclusions will be used for the next step of our work involving the development of biomarkers of
exposure to SM that will focus and NAC, Gua and to lesser extent Cys derivatives. Another necessary
improvement of our approach for real life applications will be the increase of the throughput of the
SPE sample preparation step. Although use of SPE cartridges can be automatized, we will rather
develop in the future an approach using “on-line SPE”. In this system, the SPE column is part of the LC
system placed ahead of the mass spectrometer. The sample preparation is thus easier, less time-

consuming, and more reproducible.
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FIGURES

Figure 1: Reactivity of sulfur mustard with biomolecules
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Figure 2: The structures of the targeted CEES biomarkers
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Figure 3: Survical of HaCaT cells exposed for 30 min to increasing concentrations of CEES, ranging
between 0 and 100 mM. Survival was measured by a MTT assay performed 24 h after treatment.
Result are mean = SEM (n=6)
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Figure 4: Formation of N7Gua-CEES in HacaT cells exposed to CEES concentration ranging between 0
and 10 mM. DNA adducts were quantified by UHPLC-M5/MS [n=9) after DNA extraction and
hydrolysis. Results were normalized with respect to the amount of normal bases.
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Figure 5: Detection and quantification of biomarkers in the culture medium of HaCat cells a) GSH and
Cys conjugates, b) N7Gua adduct. Cells were exposed to 30 min to 0, 1, 2, 5, 10 mM of CEES After 6h

incubation, the medium was collected, purified by SPE and analyzed by UHPLC-MS/MS (n=9). Results
are expressed in concentration of analyte in the culture medium, and represent mean + standard

deviation.
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Figure 6: Time-course evolution of the level of biomarkers following exposure of human skin to 80
nmol of CEES a) N7Gua-CEES in the DNA and culture medium. DNA adducts were quantified by
UHPLC-MS/MS after DNA extraction and digestions (n=6). For DNA, results were normalized with the
respect to the amount of normal bases. The media were collected, purified by SPE and analyzed by
UHPLC-MS/MS (n=6); b) glutathione conjugates induced by the mercapturate pathway in culture
medium. The media were collected, purified by SPE and analyzed by UHPLC-MS/MS (n=6).
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Figure 7: Detection of the biomarkers in blood plasma from mice. Chromatogram of the analysis of
plasma from a) unexposed mice and b) mice 1 day after cutaneously exposure to vapors of CEES; c)
concentration of the four biomarkers in the plasma of exposed mice. Results are expressed in
pmol/pl. They are means + SEM (n=4)
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Table 51: MRM transitions used for the UHPLC-MS/MS detection of the biomarkers and their internal

standards, and the corresponding optimized mass spectrometry parameters.

Name Transition (m/z) DP (V) EP (V) CE (V) gy el
(msec)
Gua-CEES 61 240 > 61 50 8 50 10 50
Gua-CEES 89 240 > 89 45 15 20 10 50
Gua-CEES 55 240> 55 45 8 50 5 50
Gua-CEES* ID 61 245 - 61 50 8 50 10 50
Gua-CEES* ID 89 245 > 89 45 15 20 10 50
Gua-CFES* D 55 245> 55 a5 8 50 5 50
GSH-CEES 89 396 > 89 45 8 20 10 50
GSH-CEES 121 396 > 121 45 8 20 10 50
GSH-CEES 321 396 - 321 45 8 20 10 50
GSH-CEES* ID 61 399 61 45 8 70 10 50
GSH-CEES* ID 89 399 > 89 45 8 20 10 50
GSH-CEES* ID 121 399 121 a5 8 20 10 50
Cys-CEES 61 210 > 61 45 8 60 10 50
Cys-CEES 89 210 > 89 45 8 20 10 50
Cys-CEES 120 210> 120 45 8 20 5 50
Cys-CEES* ID 61 214> 61 45 8 60 10 50
Cys-CEES™ ID 89 214 > 89 a5 8 20 10 50
Cys-CEES* ID 93 214> 93 45 8 20 5 50
NAC-CEES 61 252 > 61 45 8 60 5 50
NAC-CEES 89 252 >89 45 8 10 5 50
NAC-CEES 116 2525116 a5 15 50 5 50
NAC-CEES* ID 61 256 > 61 45 8 60 5 50
NAC-CEES* ID 89 256 > 89 45 8 10 5 50
NAC-CEES® ID 119 256 > 119 45 15 50 5 50
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Table $2: *H-NMR characterization of the GSH, NAC and Cys conjugates to CEES. Mobile protons were
first replaced by deuterium by freeze-drying in D20. Samples were then solubilized in 99.95 % D20
and the spectra recorded at 400 MHz. Identification of the signals was based on the analys1s of the
coupling constants {J) and the predicted spectra generated by the ChemDraw software. Additional
information were obtained for GSH-CEES by comparison with published data for the corresponding
the sulfur mustard conjugate [46].

(o]
4 5
! \/s \/\ g
) OH
2 3
NH,

Cys-CEES
Chemical shift (ppm) Integration Multiplicity J(Hz) Proton
1.17 3H t 7.4 1
2.56 2H q 7.4 2
2.79 4H t 3.1 3&4
3.05 2H m / 5
3.87 1H dd 44/73 6
HO
4 5
"\/S\/\s : o
NAC-CEES ? ! HM\Tﬁﬂ
7
Chemical shift {ppm) Integration Multiplicity J{Hz) Proton
1.17 3H t 7.4 1
2.00 3H s / 7
2.55 2H q 7.2 2
2.76 4H m / 3&4
3.028&287 2H m / 5
4.36 1H dd 46/8 &
3 2
4 g1
GSH-CEES on , o 5 o
o*° p NS N“;’c‘an
NH, 0
Chemical shift (ppm) Integration Multiplicity J(Hz) Proton
1.17 3H m / 1
2.11 2H m / 9
2.55 4H m / 2&8
2.76 4H m / 3&4
2.85 1H dd 9/14 5
3.05 1H dd 5/14 5
3.7 2H m / 7
4.01 1H m / 10
4.53 1H dd 46/9.1 3]
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Table 53: Statistical validation of the method. Calculated concentration, accuracy and precision are
reported for calibrators at the lowest and highest concentration. Conc.: concentration, Calc. Conc.:
Calculated concentration.

Intra-day (n=6) Inter-day (n=18)
Sample f:::] g:.:: A"'E;T"" RSD (%) ::rl::: A“'E;:;“ RSD (%)
(nM) (M)
GsH- | Calibrator. 1 0.1 0.11 111 96 0.10 101 139
CEES | calibrator 6 50 193 99 4.0 196 99 3.9
Cys- | Calibrator 1 0.1 0.11 113 55 0.11 105 7.5
CEES | calibrator 6 50 9.2 98 47 29.8 100 46
NAC. | Calibrator 1 0.1 0.11 114 8.2 0.10 104 11.8
CEES | Calibrator 6 50 49.5 99 5.8 19.8 100 5.5
Gua- | Calibrator 1 0.1 0.10 98 98 0.09 87.3 175
CEES | Calibrator 3 0.5 0.51 101 7.6 0.50 99 7.1

Table S4: Intra-day validation of the quantification of the biomarkers in mouse plasma. Aliquot
fractions of samples from mice exposed to CEES (day 1) were mixed to obtain an overall volume of
500 pL. The resulting solution was spiked with GSH-CEES the concentration of which is very low in
plasma. The final concentration of the analytes was approximately 50 nM. Four aliquot fractions of
the mixture were then purified by SPE and analyzed by UHPLC-MS/MS as described in the

manuscript.
analyte GSH-CEES Cys-CEES NAC-CEES Gua-CEES
RSD (%) 5.7 9.2 12.4 9.0

Figure 51: Protocol of CEES exposure on hairless SKH-1 mice using vapor caps method. Caps containing
CEES were maintained 30 minutes on back skin. For quantification of biomarkers, mice were sacrificed
1 day after CEES vapor exposure. Macroscopic investigation of the burn was followed up to 7 days. The
wounds reached their maximal intensity at day 3 (D3).
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Figure S2: Fragmentation mass spectra of the targeted analytes and identification of the main
fragments used for the UHPLC-MS/MS quantification.
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Figure $3: UHPLC chromatograms recorded in the product ion scan mode corresponding to the
detection of Cys-CEES (210 m/z), Cys-CEES sulfoxide (226 m/z), Cys-CEES sulfone (242 m/z) in culture
medium from skin exposed to 0.40 umol of CEES during Oh, 1h, 6h or 24h. No peak at M+16 or M+32
with respect to Cys-CEES is observed.
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Figure S4: UHPLC-MS/MS MRM chromatogram of the analysis of N7Gua-CEES, Cys-CEES, GSH-CEES
and NAC-CEES biomarkers determined in culture medium from HaCaT exposed to 1mM of CEES

during 30min.
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