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Résumé

La pollution de l'air extérieur est un problème majeur de santé environnementale qui affecte les populations des pays développés et celles des pays en développement.

Récemment, les aérosols organiques secondaires (SOA) ont été identifiés comme un composant majeur des particules fines. Cependant, le rôle pathogène des SOA est encore mal compris. Des études de culture cellulaire ont révélé un rôle des SOA dans le stress oxydatif cellulaire, la toxicité et l'inflammation et seules quelques études ont été réalisés sur des modèles animaux, dans un contexte d'exposition à court terme au SOA. Dans ce travail, notre objectif est de caractériser la réponse inflammatoire pulmonaire et d'évaluer les lésions tissulaires induite par une exposition chronique à des SOA. Des souris ont été exposées de manière chronique pendant un et deux mois à un mélange de quatre principaux sous-produits de naphtalène constituant les SOA dérivé du naphtalène. Nous montrons que l'exposition chronique au SOA dérivés du naphtalène a entraîné une perte de poids et une inflammation et une destruction des tissus des poumons. Les analyses histologiques ont révélé un élargissement de l'espace aérien pulmonaire associée à un recrutement massif de cellules inflammatoires prédominé par les macrophages. En association à cet afflux de cellules, nos résultats ont révélé des changements de concentration protéiques d'une panoplie de médiateurs inflammatoires en réponse aux SOA. Focalisant sur TNF-α et l'IL-6, nous avons observé que l'expression de leurs gènes a été altérée. Ce résultat a d'ailleurs été largement documenté pour jouer un rôle dans les pathologies inflammatoires pulmonaires chroniques. De plus, notre étude indique une activité protéolytique accrue des métalloprotéinases matricielles suggérant leur contribution aux lésions tissulaires du poumon. Nous avons également utilisé un modèle d'exposition de culture cellulaire utilisant des lignées de macrophages et de cellules épithéliales alvéolaires murins. Ces études ont confirmé nos observations obtenues in vivo. Il s'agit là de la première étude in vivo qui rapporte que l'exposition chronique au SOA dérivés du naphtalène entraîne une inflammation et des lésions tissulaires pulmonaires. Ainsi, nous espérons que les données générées de ce travail ouvriront la voie à de nouvelles études pour qu'on puisse améliorer notre compréhension des mécanismes pathogéniques sous-jacents des SOA et éventuellement aider dans la conception de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les lésions pulmonaires médiées par ces polluants.
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1. Introduction 1 1.1. Généralités

Du temps d'Hippocrate (400 av. JC), la pollution atmosphérique avait été déjà identifiée comme néfaste pour la santé. Tout au long de l'histoire de l'humanité, des écrits rapportent une pollution de l'air dans les villes, souvent associée à une activité humaine [START_REF] Fowler | A chronology of global air quality[END_REF]. Toutefois, après la révolution industrielle, la concentration, l'amplitude et la dissémination de cette pollution atmosphérique s'est fortement amplifiée. Elle est ainsi devenue un problème de santé publique majeur et l'un des grands défis du XXIe siècle. Il est estimé que neuf personnes sur 10 respirent un air pollué (World Health Organization, 2018) et de nombreuses études épidémiologiques ont prouvé les effets néfastes de la pollution atmosphérique, qui causerait plus de 6,5 millions de morts prématurées chaque année à travers le monde [START_REF] Fuller | Pollution and health: a progress update[END_REF]. Malgré cette préoccupation grandissante ces vingt dernières années, le nombre de décès liés à la pollution de l'air ne cesse d'augmenter [START_REF] Fuller | Pollution and health: a progress update[END_REF]. Pour pouvoir lutter efficacement contre ce problème de santé majeur, il est crucial d'identifier la composition de la pollution, en l'occurrence ses éléments chimiques et leur origine. Cela permettrait d'étudier les mécanismes pathogéniques induits notamment par les éléments néfastes et d'aider éventuellement dans le développement de stratégies thérapeutiques.

SOA : description et origine

A cause de leurs origines multiples et croissantes, de leur processus de formation encore mal compris, et de leur impact délétère pour la santé, les particules fines (PM2.5) sont parmi les polluants atmosphériques les plus préoccupants. De nombreuses études ont rapporté leur impact pathogénique, particulièrement sur le poumon (R. Li et al., 2018;Xing et al., 2016, p. 5), l'un des organes les plus exposés à la pollution atmosphérique.

Récemment, les innovations techniques et technologiques ont permis des analyses plus précises de la composition et de l'origine de ces PM2.5. Ainsi, les aérosols organiques (OA) représentent une part significative et variable des PM2.5, estimée entre 20-90% de la masse totale d'aérosols à travers le monde [START_REF] Heald | Concentrations and sources of organic carbon aerosols in the free troposphere over North. America[END_REF][START_REF] Kanakidou | Organic aerosol and global climate modelling: a review[END_REF]Ridley et al., 2018;[START_REF] Saxena | Water-soluble organics in atmospheric particles: A critical review of the literature and application of thermodynamics to identify candidate compounds[END_REF][START_REF] Wu | Characterization and source apportionment of carbonaceous PM2.5 particles in China -A review[END_REF][START_REF] Zhang | Ubiquity and dominance of oxygenated species in organic aerosols in anthropogenically-influenced Northern Hemisphere midlatitudes[END_REF]. Parmi ces OA, les aérosols organiques secondaires sont formés dans l'air par une série de réactions chimiques multiples et complexes transformant des composés organiques volatils (dit des précurseurs) d'origine naturelle (biogénique) ou humaine (anthropique) en composés à faible volatilité qui se condensent finalement pour former des particules organiques. La distribution entre les aérosols organiques primaires (POA) et les secondaires (SOA) dépend fortement de leur localisation (e.g., urbain vs rural) et de la saison. Si les émissions anthropiques de POA peuvent être éventuellement contrôlées une fois identifiées, les SOA sont plus difficiles à maîtriser car influencés par de nombreux facteurs qui sont impossibles à réguler (température atmosphérique, humidité relative...). Une connaissance approfondie de leurs origines est donc fondamentale. Les SOA représentent jusqu'à 80-90% des OA [START_REF] Carlton | A review of Secondary Organic Aerosol (SOA) formation from isoprene[END_REF]Fine et al., 2008;[START_REF] Via | Increase in secondary organic aerosol in an urban environment[END_REF] à certains endroits. Leur composition est très hétérogène et variable, tenant en compte la structure chimique du précurseur, les différents facteurs influençant les réactions chimiques tels que la température, l'humidité, l'intensité de radiation solaire et les autres polluants présents. La caractérisation complète des SOA est un véritable défi analytique en raison de la multitude de procédés et de précurseurs impliqués, qui sont en plus variables encore une fois selon les régions et saisons. Toutefois, les avancées récentes et l'utilisation de spectromètres de masse à haute résolution (e.g., nouveaux

systèmes Orbitrap) ont permis une meilleure caractérisation chimique de ces SOA.

1 1.3. Naphtalene: précurseur clé Ces dernières années, il a été observé que l'activité humaine augmente l'émission de molécules précurseurs, amplifiant ainsi la formation de SOA et contribuant par la même occasion au changement climatique (Fuzzi et al., 2015;[START_REF] Kanakidou | Human-activityenhanced formation of organic aerosols by biogenic hydrocarbon oxidation[END_REF][START_REF] Xu | Anthropogenic Effects on Biogenic Secondary Organic Aerosol Formation[END_REF].

Parmi les nombreux précurseurs anthropiques identifiés et étudiés, le naphtalène est d'un intérêt particulier. C'est l'un des plus abondants, des plus petits et des plus volatils des hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAH) (Abdel-Shafy and [START_REF] Mansour | Les neutrophiles sont des cellules clés dans la physiopathologie de l'emphysème et le potentiel responsable du déséquilibre protéase/antiprotéase dans le poumon (Demkow and van Overveld[END_REF]Jia and Batterman, 2010;[START_REF] Rappaport | Naphthalene and its biomarkers as measures of occupational exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons[END_REF][START_REF] Zhang | Atmospheric oxidation mechanism of naphthalene initiated by OH radical. A theoretical study[END_REF]. Le naphtalène est principalement émis par la combustion de combustibles fossiles, l'industrie, la combustion de la biomasse et la fumée de cigarette [START_REF] Batterman | Sources, Concentrations and Risks of Naphthalene in Indoor and Outdoor Air[END_REF]Jia and Batterman, 2010). C'est un composant semi-volatile qui peut persister dans l'environnement, ce qui en fait un précurseur idéal pour la formation de SOA.

C'est aussi un polluant connu pour ses divers effets nocifs sur la santé [START_REF] Buckpitt | Naphthalene, WHO Guidelines for Indoor Air Quality: Selected Pollutants[END_REF]Cancer, 1980;[START_REF] Stohs | Naphthalene toxicity and antioxidant nutrients[END_REF] justifiant ainsi sa surveillance. Cependant, cela n'est pas le cas pour ses sous-produits, les SOA dérivés du naphtalène.

Parmi les nombreux composés identifiés dans les SOA dérivés du naphtalène, on peut distinguer deux catégories :

-les dérivés avec deux cycles aromatiques complets comme les naphtoquinones, notamment la 1,4-naphtoquinone et son dérivé le 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone (Alves et al., 2016;Chan et al., 2009;[START_REF] Cho | Determination of Four Quinones in Diesel Exhaust Particles, SRM 1649a, and Atmospheric PM2.5 Special Issue of Aerosol Science and Technology on Findings from the Fine Particulate Matter Supersites Program[END_REF][START_REF] Mcwhinney | Naphthalene SOA: redox activity and naphthoquinone gas-particle partitioning[END_REF]Oda et al., 2001;Valavanidis et al., 2006). Ces composés sont retrouvés naturellement, entre autres, dans les plantes supérieures et certains champignons. Mais on les retrouve aussi comme produits d'oxydation du naphtalène dû à des combustions dans l'industrie, les transports ou encore la fumée de cigarette (Jia and Batterman, 2010).

-les produits avec un cycle aromatique ouvert. Ils sont bien plus diversifiés comme par exemple le phtaldialdéhyde ou l'acide phtalique (Chan et al., 2009;[START_REF] Chen | SOA formation from naphthalene, 1-methylnaphthalene, and 2-methylnaphthalene photooxidation[END_REF]Fine et al., 2004;Fraser et al., 2003;Kleindienst et al., 2012;Nishino et al., 2012).

Ces composés sont tous retrouvés dans les SOA dérivés du naphtalène après son oxydation dans l'atmosphère. Les concentrations de ces différents produits varient en fonction des conditions environnantes, notamment de la concentration en oxyde d'azote (NOx). En effet, en présence d'une forte concentration de NO, il y a plus de fragmentation des molécules. On distingue donc dans les SOA dérivés du naphtalène avec une forte concentration de NOx une majorité de composés avec un cycle aromatique ouvert et peu de naphtoquinones. A l'inverse, en présence d'une faible concentration de NO, la formation de SOA sera plus efficace (Chan et al., 2009) augmentant la quantité totale de SOA produits et comprenant plus de produits avec deux cycles aromatiques complets. ont observé en culture cellulaire, une toxicité induite par les SOA [START_REF] Ahmed | Exposure to Dimethyl Selenide (DMSe)-Derived Secondary Organic Aerosol Alters Transcriptomic Profiles in Human Airway Epithelial Cells[END_REF]Chowdhury et al., 2018;[START_REF] Gonzalez-Rivera | Post-transcriptional air pollution oxidation to the cholesterol biosynthesis pathway promotes pulmonary stress phenotypes[END_REF]Han et al., 2020;Ito et al., 2019;[START_REF] Khan | Toxicological Responses of α-Pinene-Derived Secondary Organic Aerosol and Its Molecular Tracers in Human Lung Cell Lines[END_REF][START_REF] Lima De Albuquerque | Evaluation of the Toxicity on Lung Cells of By-Products Present in Naphthalene Secondary Organic Aerosols[END_REF] Plusieurs études ont rapporté que les SOA dérivés de précurseurs anthropiques avaient un potentiel oxydatif supérieur à ceux dérivés de précurseurs biogéniques (Jiang et al., 2016;Tuet et al., 2017c;[START_REF] Zhang | Are reactive oxygen species (ROS) a suitable metric to predict toxicity of carbonaceous aerosol particles?[END_REF]. Cela peut s'expliquer par les différences de compositions chimiques, notamment les quinones et autres structures aromatiques plus nombreuses dans les SOA provenant de sources anthropiques plutôt que naturelles. Cela accentue l'intérêt et la priorité donnée aux SOA dérivés de précurseurs anthropiques.

En plus de la toxicité et du stress oxydatif, un autre mécanisme souvent associé à l'exposition aux SOA, bien que contesté par certaines études, est la réponse inflammatoire. L'inflammation est un mécanisme physiologique en réponse à une agression, qui peut devenir pathogénique suite à des conditions non contrôlées comme on le voit dans de nombreux troubles respiratoires. De nombreuses études ont observé une augmentation de certains médiateurs inflammatoires en culture cellulaire par des approches transcriptomiques après exposition à des SOA. On peut citer les exemples de l'IL-8 et du TNF-α qui sont souvent évoqués en réponse à une exposition aux SOA dans les études de cultures cellulaires (Arashiro et al., 2016;Ito et al., 2019).

Cependant, plusieurs études ont signalé des observations contradictoires avec un mécanisme anti-inflammatoire par inhibition du protéome via une modification posttraductionnelle, inhibant les protéines inflammatoires. Il serait donc normal de voir une augmentation au niveau transcrits mais qui serait ensuite inhibée au niveau protéique.

Il n'y aurait donc pas de réponse inflammatoire au niveau physiopathologique. De plus, deux études sur modèles vivants, ont rapporté une absence de réponse inflammatoire dans les poumons après expositions aux SOA [START_REF] Mcdonald | Cardiopulmonary response to inhalation of biogenic secondary organic aerosol[END_REF][START_REF] Ye | Development of a Novel Simulation Reactor for Chronic Exposure to Atmospheric Particulate Matter[END_REF]. [START_REF] Castañeda | Fine particulate matter (PM2.5) enhances allergic sensitization in BALB/c mice[END_REF][START_REF] Chen | Concentrated Ambient PM2.5-Induced Inflammation and Endothelial Dysfunction in a Murine Model of Neural IKK2 Deficiency[END_REF][START_REF] Falcon-Rodriguez | Inhalation of concentrated PM2.5 from Mexico City acts as an adjuvant in a guinea pig model of allergic asthma[END_REF]He et al., 2017aHe et al., , 2017b[START_REF] He | PM2.5-rich dust collected from the air in Fukuoka, Kyushu, Japan, can exacerbate murine lung eosinophilia[END_REF][START_REF] Huo | The effect of fine particles on the phagocytosis of alveolar macrophages potentially by Arp2/3 complex in a mouse model of chronic obstructive pulmonary disease[END_REF][START_REF] Jin | Association of EGF Receptor and NLRs signaling with Cardiac Inflammation and Fibrosis in Mice Exposed to Fine Particulate Matter[END_REF][START_REF] Li | Modulation of autophagy in the protective effect of resveratrol on PM2.5-induced pulmonary oxidative injury in mice[END_REF]Lin et al., 2018, p. 2;[START_REF] Ogino | Involvement of PM2.5bound protein and metals in PM2.5-induced allergic airway inflammation in mice[END_REF][START_REF] Sun | Particulate matter of 2.5 μm or less in diameter disturbs the balance of TH17/regulatory T cells by targeting glutamate oxaloacetate transaminase 1 and hypoxia-inducible factor 1α in an asthma model[END_REF][START_REF] Wang | PM2.5 induces EMT and promotes CSC properties by activating Notch pathway in vivo and vitro[END_REF]Win-Shwe et al., 2015, p.;[START_REF] Xu | PM2.5 induced pulmonary fibrosis in vivo and in vitro[END_REF][START_REF] Zhao | Effect of PM2.5 on the level of nuclear factor erythroid-2 related factor 2 in chronic obstructive pulmonary disease mice and its relationship with oxidative stress[END_REF] 

Résultats

Suite à une exposition unique à une dose de 250 μg, les souris étaient devenues léthargiques avec des poils hérissés et une déambulation manifeste 24 h postchallenge et au-delà. Les souris 250μg n'ont donc été exposés qu'une fois, tandis que les autres groupes ont été exposés pendant 5 jours comme prévus. La caractérisation de la réponse inflammatoire a révélé une augmentation significative des cellules inflammatoires dans les LBA avec une prépondérance de neutrophiles (Fig. 1B et D).

Le dosage des protéines totales a montré également des valeurs très élevées (Fig. 1C).

L'analyse histologique des poumons de ces souris a montré un tissu congestionné et la présence d'infiltrats cellulaires (Fig. 2). Ce type de réponse est caractéristique de la situation clinique de « lésions pulmonaires aiguës -Acute lung injury ». Vis à vis des SOA, nous pouvons imaginer que ce type de réponse peut se produire suite à une exposition non protégée lors d'un incendie ou un incident industriel.

Les souris ont toléré l'exposition au SOA aux concentrations de 10 et 50μg par jour sans incidence apparente sur leur comportement. L'analyse de leurs LBA n'a montré aucune différence avec les LBA des souris contrôles exceptée une augmentation sensible du nombre de neutrophiles lors de l'exposition à la dose de 50 μg. D'ailleurs, l'analyse histologique à cette dernière dose témoigne de la présence parsemée d'infiltrats dans les tissus pulmonaires (Fig. 2C).

Conclusion

Ces résultats nous ont permis de montrer que :

(1) Les SOA dérivés du Naphtalène peuvent induire une inflammation aiguë lors d'une exposition à une forte concentration qui pourrait conduire à une morbidité voire une mortalité des souris.

( 

Publication

Detailed Experimental Procedures

SOA preparation: To mimic Naphthalene-derived SOA, we used a cocktail composed from 4 of the main Naphthalene by-products: 1,4-naphthoquinone (1,4-NQ), 2-hydroxy-1,4 naphthoquinone (2-OH-NQ) , phthalic acid (PA) and phthaldialdehyde (OPA), purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France) and dissolved in DMSO. The final concentration that was used for mouse-exposure was 50μg/50μL/mouse/day where the concentration of individual by-products was as follows:

Animals: Adult wild type C57BL/6 mice (8-10 weeks old) were socially housed (4 mice per cage) in an air-conditioned room (temperature of 20 ± 2 °C, relative humidity of 60 ± 10%) with a 12h light / dark cycle environment, and with free access to food and water. Mice were weighed twice per week and attention was paid to their general condition and their behavior during procedures. They were randomly divided into groups (SOA, n=12) and DMSO, n=6) with equal sex-gender numbers in each group. Next, mice were anesthetized using isoflurane, followed by intranasal (i.n.) administration of 50 μg of SOA per mouse in 50 μl of phosphate-buffered saline (PBS). Of note, this empiric dose was identified beforehand to be less toxic while causing a lung inflammatory response. Such dose was obtained following extrapolation experiment using different quantities of SOAs (10, 50, 250μg per mouse per day for several days). Control mice (n=6) received DMSO diluted in PBS (0,2%). Mice were subjected to a long-term SOA exposure once per day for 5 days per week for 30 and 60 days. All procedures were performed under protocols approved by the ethical committee of our institute in accordance with the guidelines of the Federation of European Laboratory Animal Science Associations and following the European Directive 2010/63/EU on the protection of animals used in scientific procedures.

Cytokine levels in BAL: At defined time points, mice were sacrificed and their lungs were processed as following. The lungs were lavaged in situ (BAL) with 1 mL of PBS, pH 7.4, cycled in three times. Identical recoveries of BAL (700 μL per mouse) were obtained for each mouse. Cell-free BALs were processed to assess the levels of various cytokines using the RayBio mouse cytokine antibody array 6 (RayBiotech, Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) according to the manufacturer's instructions. Three pools of equal volumes (300μL) of cell-free BAL fluids of SOA group (pool of four samples) and two pools of equal volumes (300μL) of cell-free BAL fluids of control group (pool of three samples) were prepared. Equal volumes of pools from each group were added to antibody-coated membranes and detection of immunoreactive cytokines was performed after sequential incubations of the membranes with biotinylated anticytokine antibodies and streptavidin-horseradish peroxidase and visualization by enhanced chemiluminescence Images were obtained

Product Final concentration (μg/mouse) 1,4-NQ 21,75 2-OH-NQ 12,05 PA 6,9
OPA 9,3 using a ChemiDoc XRS imaging system (Bio-Rad Laboratories). Quantitative analysis by densitometry was performed on captured images using Quantity One 1-D analysis software version 4.5.2 (Bio-Rad Laboratories). Spots of interest were normalized to an internal control from each membrane after subtraction of representative background sample, as instructed by the manufacturer.

Conclusion

Cette étude nous a permis de montrer que :

(1) Les souris exposées aux SOA présentent une perte de poids significative comparées aux souris contrôles.

(2) Cette perte de poids est plus significative et plus rapide chez les femelles que chez les mâles.

(3) Une réponse inflammatoire importante se met en place après un mois 
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Chronic Exposure to

Secondary Organic Aerosol

Causes Lung Tissue Damage

ABSTRACT:

Recently, secondary organic aerosols (SOA) emerged as major component of fine particulate matter. Whether SOA exhibit a pathogenic role is still poorly understood.

Herein, we show that chronic exposure to SOA resulted in lung inflammation and tissue destruction. Histological analyses found lung airspace enlargement associated with massive inflammatory cell recruitment predominated by macrophages. Concomitant with such cell influx, our results revealed changes in the levels of a myriad of inflammatory mediators in response to SOA. We observed that expression of genes encoding for TNF-α and IL-6 was altered, which have been largely documented to play a role in chronic pulmonary inflammatory pathologies. Of importance as well, our study indicates increased matrix metalloproteinase proteolytic activity suggesting its contribution to lung tissue disruption. Cell culture studies confirmed these in vivo findings. To our knowledge, this is the first in vivo study, wich reports that chronic exposure to a defined type of pollutant, namely SOA, leads to lung inflammation and airspace enlargement, typical features of emphysema.

Introduction

Exposure to pollutants like airborne fine particulate matter 2.5 (PM2.5) has been associated with increased morbidity and mortality (Atkinson et al., 2014;Chen et al., 2008;Cohen et al., 2017;Dockery et al., 1993;Yu et al., 2020). A characteristic feature of PM2.5 is their capacity to reach the alveolar space and to trigger directly or indirectly tissue inflammation and injury (He et al., 2017b;Kampa and Castanas, 2008;Schraufnagel et al., 2019;Yang et al., 2018). Traditionally, PM are classified by diameter irrespectively of their origin and chemical composition. But, identification of the origin, composition and physico-chemical properties of PM is important in order to better our understanding of the potential pathogenic role of these particles. Recently, major technical and technological breakthroughs (i.e., high-resolution mass spectrometer EESI-Orbitrap system) have been accomplished making it possible to characterize chemical components of PM and reproduce their evolution in the atmosphere under different conditions (e.g., humidity, temperature).

In doing so, secondary organic aerosols (SOAs) were found to be one of the largest mass fraction of PM2.5 (Fine et al., 2008;Ridley et al., 2018) and are formed from chemical molecules in the atmosphere that undergo multiple and complex gas-and condensed-phase oxidation steps and vapor condensation. Significantly, naphthalene and its derived molecules namely 1,4-naphthoquinone (1,4-NQ), 2-hydroxy-1,4 naphthoquinone (2-OH-NQ), phthalic acid (PA), phthaldialdehyde (OPA) (Alves et al., 2016;Chan et al., 2009;Fine et al., 2004;Fraser et al., 2003;Kleindienst et al., 2012;Nishino et al., 2012;Oda et al., 2001;Valavanidis et al., 2006;[START_REF] Ziemann | Kinetics, products, and mechanisms of secondary organic aerosol formation[END_REF] have been identified and are used for anthropogenic SOA studies.

Increasing evidence, mainly in vitro and/or cell culture studies, have reported a potential role for SOA on biological cell functioning following a short exposure (e.g., hours) (Déméautis et al., 2022). For instance, their toxicity through reactive oxygen species (ROS) production have been described (Chowdhury et al., 2018;Ito et al., 2019;Tuet et al., 2017c). Yet, characterization of the inflammatory response in terms of types of mediators and ensuing tissue injury in response to chronic SOA exposure are still poorly understood. More importantly, the development of clinically relevant in vivo model that mimic closely SOA-mediated human diseases is lacking. Of relevance, the various anthropogenic activities such as industries and fossil fuel automobiles have increased precursor molecule emission, hence SOA formation, that not only contribute to climate change, but may well impact human health (Fuzzi et al., 2015). As such, in vivo investigation of the pathogenic role(s) of SOAs becomes a crucial matter.

This concern has prompted us to set up an experimental model where groups of mice were intranasally instilled daily with a mix of the above cited naphthalene-derived molecules, representative of SOA. Following a chronic exposure for thirty and sixty days later, we characterized mouse lung inflammatory response and tissue changes to these SOA.

Materials and Methods

SOA preparation for mouse intranasal instillation

To mimic Naphthalene-derived SOA, we used a mix of four main naphthalene byproducts i.e. 

SOA intranasal instillation model

Next, mice were anesthetized using isoflurane, followed by intranasal (i.n.) administration of 50 μg of SOA per mouse in 50 μl of phosphate-buffered saline (PBS).

Of note, this empiric dose was identified beforehand to be less toxic while causing a lung inflammatory response. Such dose was obtained following extrapolation experiment using different quantities of SOAs (Supplementary data, manuscript 1).

Age-matched control mice received DMSO diluted in PBS (0,2%). Mice were subjected to a long-term SOA exposure once per day for 5 days per week for 30 and 60 days. At

Product Final concentration (μg/mouse) OPA 9,3 the end of exposure to SOA, mice were sacrificed, and their bronchoalveolar lavage fluids (BAL) and lungs were processed for inflammatory and histologic analyses [START_REF] Guyot | Unopposed Cathepsin G, Neutrophil Elastase, and Proteinase 3 Cause Severe Lung Damage and Emphysema[END_REF]. All procedures were performed under protocols approved by the ethical committee of our institute.

Bronchoalveolar lavage and Tissue Processing

The mice were sacrificed, and the lungs were gently perfused with saline via the right ventricle. The trachea was exposed through a midline incision and was cannulated using a sterile 22-gauge catheter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). In all the experiments, the lungs were lavaged in situ (BAL), with 1 mL of PBS, pH 7.4, cycled in three times. Identical recoveries of BAL (700 mL per mouse) were obtained for each mouse. Total cell and differential counts were immediately performed on aliquots of BAL.

The number of total cells was counted with trypan blue solution under a microscope with a KOVA slide and using EVE automated cell counter (NanoEntek, Seoul, Korea).

The cell differential count was evaluated on a cytospin slide stained with Kwik-Diff stain kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). A minimum of 400 cells were examined under a light microscope.

Regarding BAL, mouse cell-free BAL were processed as follows. Following centrifugation at 1600 rpm for 5 mins at 4°C, supernatants were collected aliquoted and stored at -80°C until use.

For histologic analysis, lungs were processed as previously described [START_REF] Guyot | Unopposed Cathepsin G, Neutrophil Elastase, and Proteinase 3 Cause Severe Lung Damage and Emphysema[END_REF] with the following modifications. After BAL collection, the left lung was ligated and removed for protein and RNA analyses. The right lung was inflated and fixed in 10% neutral buffered formalin for 24 hours before embedding in paraffin. Serial sagittal sections of 5 μm were obtained and stained with hematoxylin and eosin (HE) stains and examined by light microscopy.

Morphometry

Morphometric assessment of lung tissue destruction was performed by determination of the average interalveolar distance (wall to wall distance of alveoli) estimated by calculating the mean linear intercept (Lm) [START_REF] Guyot | Unopposed Cathepsin G, Neutrophil Elastase, and Proteinase 3 Cause Severe Lung Damage and Emphysema[END_REF]. Briefly, for each mouse, 10 random digitized images of representative HE stained lung tissues were captured in a blinded manner and were analyzed using the image analysis software ImageJ version 1.51 (NIH, Bethesda, MD, USA). Air space enlargement was quantified by measuring Lm.

Total protein and ROS concentrations

The total protein concentration in cell-free BAL was determined by the DC protein assay (Bio-rad, Hercules, USA). Briefly, 5μL of samples were incubated with assay reagent (225μL) in a 96-well plate according to the manufacturer's recommendations.

Bovine serum albumin was used as standard. Following incubation for 15min, absorbance changes were recorded using a plate reader at 750nm and were proportional to the concentration of proteins in samples. All assays were done in duplicate for each mouse BAL sample.

ROS have been measured in BAL samples using the OxiSelect In Vitro ROS/RNS Assay Kit (Cell biolabs, Inc, San Diego, CA, USA), according to the manufacturer's recommendations. All assays were done in duplicate for each mouse BAL samples.

Matrix metalloproteinases (MMP) Activities

The proteolytic activity in cell-free BAL was assessed by zymography as previously described [START_REF] Guyot | Unopposed Cathepsin G, Neutrophil Elastase, and Proteinase 3 Cause Severe Lung Damage and Emphysema[END_REF]. Briefly, BAL supernatants (20μl) were migrated under nonreducing conditions at 4°C on SDS-PAGE gels (10%), containing 1.5 mg/ml of gelatin as a substrate for active MMP. Following electrophoresis, gels were soaked in 2.5% Triton X-100 for 30 min, rinsed briefly, and incubated at 37°C for 48 h in 50 mM

Tris HCl (pH 8.2), containing 5 mM CaCl2. The gels were then stained in Coomassie reagent and destained in 5% acetic acid and 10% methanol. Active MMPs appear as a transparent lysis bands at their respective molecular sizes. Images were obtained using a ChemiDoc XRS imaging system (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

and quantitative analysis by densitometry was performed on captured images using Quantity One 1-D analysis software version 4.5.2 (Bio-Rad Laboratories).

Cytokine levels in BAL

Cell-free BAL were processed to assess the levels of various cytokines using the RayBio mouse cytokine antibody array 6 (RayBiotech, Tebu-Bio, Le Perray-en-Yvelines, France) according to the manufacturer's instructions (Supplementary data, manuscript 1). 1). The data were normalized to the expression of housekeeping genes (GAPDH) and results

were expressed through the 2 -ΔΔCt method (Livak and Schmittgen, 2001).

Cell cultures RAW 264.7 mouse macrophage cell line (ATCC, Manassas USA) and mouse alveolar cell line MLE15 (kindly provided by J. Wittset, University of Cincinati, Cincinati, OH, USA) were cultured to confluence in DMEM culture media respectively as previously described (Boxio et al., 2016).

Cells were seeded on a 12-well plate (ATGC Biotechnologies SA, Marne-la-Vallée, France) at 1 x 10 6 cells/well and grown for 2 to 3 days to confluence at 37 °C in 5%

CO2 in their culture media supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin (Boxio et al., 2016).

Exposure of cells to SOA

Prior to any treatment, cells were washed three times with sterile PBS and cultured for 1 h in the absence of FBS. To determine optimal experimental conditions for maximal expression of the mediators while maintaining cell integrity, experiments of doseresponse and time course of cell exposure to SOA and culture post-treatment were carried out. Accordingly, epithelial cells were incubated for different times [START_REF] Lu | Naphthalene distributions and human exposure in Southern California[END_REF]6,12 and 24 hours) with our mix of SOA diluted in DMSO (0,2%) with a final concentration of chemicals: 1,4-NQ= 40μM; 2-OH-NQ= 20μM; PA= 12μM; OPA= 20μM. However, macrophages were more susceptible to SOA and were treated with a mix 4 times diluted (1,4-NQ=10μM, 2-OH-NQ=5μM, PA=3μM and OPA=5μM) for three hours.

Controls included cells treated with DMSO (0,2%) or Pseudomonas aeruginosaderived lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/mL). Each treatment condition was performed in triplicate and cell culture experiments were repeated at least 3 times.

After defined treatment times, RNA extraction from cultured cells and RT-qPCR were performed as described above. For primers sequences, see supplementary data (Supp data Table 1).

Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) and were expressed as mean ± SD. For the comparison of two groups, Shapiro-Wilk test were performed to verify normality, then according to the result either Student's unpaired t test, Welch's t test or Mann-Whitney's test were performed.

ANNOVA 2 was used for two factor comparison. Differences were considered statistically significant at p ≤ 0.05

RESULTS

SOA-induced tissue damage

During SOA exposure period, both control and SOA-exposed mice appeared grossly normal and showed no signs of distress. Of relevance, the overall lung histologic findings of control mice appeared normal. However, exposure to SOA led to a minor enlargement of alveolar spaces with disrupted alveolar walls as early as one month (Fig. 1A andB). These observations were further confirmed by calculation of Lm. In contrast, at 2 months, SOA induced a marked enlargement of alveolar spaces with disrupted alveolar walls (Fig. 1C,1D). Indeed, the Lm of SOA-exposed lungs increased significantly (p< 0.05) by two months (Fig. 1F). Thus, chronic exposure to SOA results in lung tissue destruction.

Cell recruitment in BAL after SOA exposure

To explore the underlying basis for the observed tissue damage in SOA-exposed lungs, we examined first the inflammatory cell response of mice to long-term SOA exposure. Analysis of BAL fluid following chronic instillation of SOA revealed increased total cell counts in mice exposed to SOA for one and two month compared to control groups (Fig. 2A,2C). As judged by cytospin analyses and differential cell counts, macrophages were the predominant cells. Interestingly, total cell numbers and cell type population in BALs appeared similar between mice exposed to SOAs for one and two months (Fig. 2B,2D).

Taken together, these findings suggest that long-term SOA exposure induces an inflammatory cell recruitment in lungs predominated by macropahges.

Lung Permeability

To assess the permeability of lung alveolo-capillary barriers in SOA-induced inflammatory response, we determined the total protein in cell-free BAL. Total protein levels increased markedly over time in mice exposed to SOA for one month (p < 0.05; Fig. 3A) that became more pronounced at two month (p < 0.001; Fig. 3B).

ROS generation

As ROS are often described in SOA studies and have the potential to cause cellular/tissue damage, we checked for their generation in our experimental model. Enhanced MMPs activities in presence of SOA As shown above (Fig. 2), high numbers of macrophages accumulated in the alveolar spaces following chronic challenge with SOA. Using cell-free BAL, we aimed to determine whether such increase is also associated with their activation and release of their known proteases, namely MMP by gelatin zymography (Fig. 5). At equal volumes, individual lysis bands that migrated at defined molecular weight were detected in cell-free BAL of one month and two months time points (Fig. 5A and5C).

Significant increase of ROS concentration was detected in cell

There was a higher proteolytic activity in SOA lungs than in control lungs, which was doubly confirmed by densitometric analysis (Fig. 5B and5D). According to molecular weight markers, we identified MMP2 and MMP9. In support of this, our mediator inflammatory antibody microarray approach (Supplementary Fig. 2) confirmed the increased protein levels of these MMPs.

Increased levels of secreted TNF-α and IL-6 in SOA cell-free BALs Cytokines/chemokines are known to fine-tune host inflammatory response against pathogenic factors. To explore in vivo, the impact of SOA exposure the production of these mediators, we assessed the levels of multiples inflammatory mediators using a cytokine antibody array approach. We compared protein levels from equal aliquots of control and SOA-exposed cell-free BAL. Our data revealed changes in the levels of a number of mediators after exposure to SOA (Supplementary data, manuscript 1). In this study, we focused on TNF-α and IL-6, two well-studied inflammatory mediators in lung diseases. As shown in figure 6, their protein levels increased importantly after one month of SOA exposure (Fig. 6A,6B) and appeared to return to basal level or insignificantly decrease in mice exposed to SOA for two months when compared to control mice (Fig. 6C,6D).

Increased TNF-α and IL-6 transcript levels in SOA-exposed lungs

The decreased levels of TNF-α and IL-6 in cell-free BALs could be attributed to changes in transcript expression of these mediators. We then tested their genes expression by RT-qPCR. Our data demonstrate that following one month to SOA exposure, levels of mRNAs encoding for TNF-α and IL-6 were higher in mouse lungs when compared with control lungs (p < 0.01; Fig 7A ,7B). However, such significant increase was not observed in lungs of mice exposed to SOA for two months, but rather incubation) compared to untreated cells (Fig. 8A,8B). However, macrophages were more susceptible to SOA, with critical toxicity (data not shwon) and were treated with a mix 4 times diluted using optimized experimental conditions and by comparison to untreated cells, exposure of the cells to SOA led to a significant increase of IL-6 gene expression by a 3-h incubation (p< 0.05; Fig. 8C). However, no increase in TNF-α mRNA level was observed (Fig. 8D).

These results corroborate our in vivo findings reiterating that SOA can mediate the induction of IL-6 and TNF-α expression in epithelial cells and IL-6 but not TNF-α expression in macrophages.

Discussion

Herein, we show that exposure to SOA resulted in lung inflammation and tissue destruction. Unlike previous studies reporting that short exposure to SOA does not lead to lung inflammation, we found that it is the chronic SOA exposure that resulted in an inflammatory response associated to lung airspace enlargement. We then went on to document this finding. We found a massive inflammatory cell recruitment predominated by macrophages. Concomitant with such cell influx, our results revealed changes in the levels of a myriad of mediators in response to SOAs (Supplementary data, manuscript 1). These molecules were either pro-inflammatory or anti-inflammatory mediators and their protein levels varied in function of exposure time.

They included a variety of cytokines, growth factors, proteases, and soluble receptors.

Interpretation of these observations is several folds. The changes in the levels of these mediators not only follow the host molecule cross-talks, but also impact host biologic functions, inflammation, immune response and cell migration. Importantly, it is the net effect of increased and/or decreased protein levels of the various mediators that contributes to SOA-associated host phenotype. Last but not least, the time course exposure to SOA strongly suggests an initiation of an inflammatory process that went awry at one-month time point and became stable by two months. Of importance, the concentrations of SOA by-products that were used in this study are relevant because they can be easily reached if not exceeded in the environment during human lifespan (Jia and Batterman, 2010;Lu et al., 2005). To our knowledge, this is the first in vivo study to demonstrate the chronic SOA exposure-induced pulmonary injury.

With respect to cytokine/chemokine profiles, the changes in their protein levels (increase or decrease) could be attributed, in part, to expression changes of their corresponding mRNA transcripts. Indeed, expression of the genes encoding for TNFα and IL-6 was altered in response to SOA over exposure time. Interestingly, we and others have reported that proteases including MMPs have the capacity to modulate the expression of host mediators (Benabid et al., 2012). Thus, our study indicates that

MMPs might exert at least a double role: they alter the expression of various host cytokine/chemokine and/or degrade host structural proteins, all of which lead to tissue destruction (e.g., disruption of lung epithelium integrity). It must be emphasized that other host and/or SOA-derived molecules are certainly implicated as well. Of interest, the increased LDH activity into the culture medium as a consequence of membrane integrity loss suggests that SOA directly or indirectly contribute to cell death. Whether SOA mediate cell apoptosis or necrosis merits further investigation.

Going back to TNF-α and IL-6, as these two cytokines are key pro-inflammatory mediators often involved in various inflammatory pathologies and in particular in response to fine particles (Guo et al., 2017;Manzano et al., 2016;Tang et al., 2020;Zou et al., 2020). Our findings corroborate previous studies. A role for TNF-α has been reported in SOA-induced inflammation (Arashiro et al., 2016;Chowdhury et al., 2018;Gaschen et al., 2010;Ito et al., 2019;Jiang et al., 2016;Sunil et al., 2007;Surratt et al., 2019). An increase of IL-6, at protein and transcript levels, was also described (Tuet et al., 2017), although another study did not observe any change of IL-6 [START_REF] Han | Association between outdoor PM2.5 and prevalence of COPD: a systematic review and metaanalysis[END_REF]. These discrepancies could be related to differences in the experimental conditions as Tuet et al. (2017) found high IL-6 response only with SOA generated in humid conditions but not in dry condition whereas Han et al. (2020) was in dry conditions. Of relevance, the protein profiles of TNF-α and IL-6 along with other mediators of our cytokine antibody microarray in our experimental model have been largely documented to play a role in other chronic pulmonary inflammatory pathologies (El-Shimy et al., 2014;Ghozikali et al., 2022;Khan et al., 2013;Kolsum et al., 2009;Rincon and Irvin, 2012;Singh et al., 2018).

Taken together, our findings (namely enlargement of airspaces, increased or decreased levels of defined mediators and increased proteolysis) are reminiscent of the human pathology, cigarette smoke (CS)-induced emphysema, one of the components of the spectrum of chronic obstructive pulmonary diseases (COPD).

Indeed, emphysema is defined as the enlargement of distal air spaces beyond the terminal bronchioles caused by the recruitment and activation of inflammatory cells and destruction of the airspace walls (Shah et al., 2017). This disease resemblance could be "somewhat expected" considering that some chemical elements are common in both pollutants SOA and CS. Indeed, naphthalene and its derived components are part of burned cigarettes (Schmeltz et al., 1976). Furthermore, our speculation of such disease similarity is supported by a series of studies showing an association between COPD incidence and air pollution exposure particularly PM2.5 (Doiron et al., 2019;Duan et al., 2020;Schikowski et al., 2014;Wang et al., 2022).

It must be emphasized that in recent years atmospheric pollution especially PM became a serious health concern, which surpassed that of cigarette smoke (Lelieveld et al., 2019). SOA have emerged as major component of PM. In our study, we have used oxidized compounds of naphthalene, one of the key precursors for SOA in the urban environment, as reasonable proxies for SOA to examine their pathogenic role.

To the best of our knowledge, this is the first work that reports the inflammatory and tissue destructive role of chronic exposure to SOA. Studies using other SOA precursors (e.g., toluene) are warranted in order to determine whether chronic exposure to them would lead to similar pathological events. In any event, with the constant increase of anthropogenic particle emissions in the atmosphere, investigation phthalic acid; PBS, Phosphate-buffered saline; PM, particulate matter; Reactive oxygen species, ROS ; SOA, secondary organic aerosol; TNF-α, Tumor necrosis factor alpha.

cigarette. En effet, le naphtalène et ses dérivés font partie des composés chimiques identifiés durant la combustion de cigarettes. En outre, notre spéculation sur une telle similitude est étayée par une série d'études montrant une association entre l'incidence de la BPCO et l'exposition à la pollution de l'air, en particulier les PM2,5.

Données supplémentaires

Introduction

Au cours de ce travail, nous avons obtenus des résultats supplémentaires, non publiés que nous présentons ici :

-Parmi les différentes études concernant l'impact biologiques des SOA, l'augmentation de l'IL8 est très souvent citée, aussi bien au niveau transcrit (Arashiro et al., 2016;Chowdhury et al., 2018;Ito et al., 2019;Jiang et al., 2016) qu'au niveau protéique (Gaschen et al., 2010;[START_REF] Jang | Exposure of BEAS-2B Cells to Secondary Organic Aerosol Coated on Magnetic Nanoparticles[END_REF]. Nous nous sommes donc intéressés à son homologue chez la souris : KC (ou CXCL1). Nous avons procédé à des analyses similaires à celles réalisées pour l'IL-6 et le TNF-α précédemment (cf :

Article 2).

-La différence de perte de poids entre les souris mâles et les souris femelles exposées aux SOA, nous a poussé à approfondir la relation « exposition aux SOAinflammation -sexe ». Nous avons donc fait des analyses dites « mixtes », en comparant l'ensemble des souris exposées aux SOA, à l'ensemble des souris contrôles. Mais nous avons aussi réalisés en parallèle des analyses sexe spécifiques.

C'est-à-dire, que les souris mâles exposées n'ont été comparées qu'aux souris contrôles mâles et de même pour les femelles. Toutefois concernant l'histologie, on observe une différence significative dans l'élargissement de l'espace alvéolaire chez les souris exposées aux SOA pendant deux mois (Fig. 3).

Résultats

Il semblerait donc qu'après deux mois d'expositions, les SOA induisent chez les mâles des lésions pulmonaires plus importantes que chez les femelles.

Suite à l'analyse de l'expression des gènes codant pour les médiateurs inflammatoires IL-6, TNF-α et KC, au sein des poumons de souris exposées aux SOA, nous avons aussi pu observer une différence entre mâles et femelles (Fig. 4).

Les SOA semblent donc induire une expression plus importante des gènes codant pour l'IL-6 à un mois et du TNF-α à deux mois, chez les mâles par rapport aux femelles.

Avec ces deux résultats, on peut supposer que l'inflammation se stabilise bien chez les femelles à deux mois, alors qu'elle semble persister partiellement chez les mâles, expliquant les lésions tissulaires plus importantes observées.

Discussion

Les particules fines issues de la pollution atmosphérique représentent un problème majeur en santé publique en raison de la gravité de leur impact sur l'Homme et l'étendue de la population touchée. Le principal objectif de ce travail était de caractériser pour la première fois la réponse inflammatoire et les lésions pulmonaires induites par les SOA dérivés du naphtalène, partie intégrante des particules fines.

Une première étude nous a permis de montrer que l'exposition à de fortes concentrations de SOA sur une courte période de temps entraîne une réponse inflammatoire aiguë, avec un recrutement important de cellules immunitaires au niveau du poumon, notamment de neutrophiles. Cette réponse aiguë est aussi caractérisée par des lésions tissulaires importantes. De façon intéressante, ces observations sont similaires aux résultats obtenus dans les études d'exposition aiguë à la pollution et aux particules fines [START_REF] Chen | The Association of Ambient Air Pollution With Airway Inflammation in Schoolchildren[END_REF][START_REF] Jeong | PM2.5 Exposure in the Respiratory System Induces Distinct Inflammatory Signaling in the Lung and the Liver of Mice[END_REF][START_REF] Xu | Inflammatory response to fine particulate air pollution exposure: neutrophil versus monocyte[END_REF].

Toutefois, peu d'études in vivo ont été réalisées spécifiquement sur les SOA. En prenant l'ensemble de ces résultats en compte, nous avons émis l'hypothèse que c'est l'exposition chronique à une dose prédéfinie de SOA qui engendrerait une inflammation et des lésions tissulaires du poumon. Ainsi, la seconde partie de ces travaux a concerné l'étude des effets de SOA (dérivés du naphtalène) à long termes sur le poumon.

Une des premières observations que nous avons pu faire est l'impact de l'exposition chronique aux SOA sur le poids des souris. Nous avons constaté une perte significative de poids chez les souris exposées aux SOA comparé aux souris contrôles, et particulièrement les femelles qui semblent perdre plus vite et de façon plus significative du poids comparé aux mâles. Ce résultat semble conforter notre hypothèse, à savoir que l'effet délétère des SOA est plus prononcé au cours du temps avec une susceptibilité plus importante chez les femelles. De façon intéressante, plusieurs études ont montré que les femmes sont plus susceptibles et souffrent de complications plus graves que les hommes pour les maladies inflammatoires pulmonaires [START_REF] Kan | Season, Sex, Age, and Education as Modifiers of the Effects of Outdoor Air Pollution on Daily Mortality in Shanghai, China: The Public Health and Air Pollution in Asia (PAPA) Study[END_REF][START_REF] Martinez | Sex Differences in Severe Pulmonary Emphysema[END_REF][START_REF] Shin | Sex-difference in air pollution-related acute circulatory and respiratory mortality and hospitalization[END_REF][START_REF] Sørheim | Gender differences in COPD: are women more susceptible to smoking effects than men?[END_REF]. Dans ce sens, certains travaux récents ont rapporté que le sexe et le statut hormonal peuvent influencer l'expression de certains micro ARN (de petits ARN non codants ayant la capacité d'inhiber l'expression de nombreux ARN messagers) en réponse à l'exposition à la pollution, qui à leur tour régulent l'expression de gènes inflammatoires conduisant a des conséquences physiopathologiques au niveau du tissu pulmonaire [START_REF] Fuentes | Sex-specific microRNA expression networks in an acute mouse model of ozone-induced lung inflammation[END_REF]. Cela pourrait expliquer également la différence marquée de réponse inflammatoire entre mâles et femelles observée après exposition à la pollution [START_REF] Cabello | Sex differences in the expression of lung inflammatory mediators in response to ozone[END_REF]. En soutien à cette remarque, une étude portant sur l'exposition à de l'ozone a montré que les souris femelles présentent une réponse inflammatoire plus marquée que les mâles avec des différences significatives dans le recrutement de neutrophiles et l'expression des cytokines et chimiokines proinflammatoires. In fine, l'importance du sexe, éventuellement le statut hormonal, méritent donc d'être pris en considération lors de l'étude des SOA, quelque soient leur origine, sur la santé. En effet, cela pourrait aider dans l'amélioration et/ou l'adaptaion des prises en charge thérapeutiques en fonction du type de patients.

Nos analyses histologiques ont révélé que les expositions longues et répétés aux SOA ont provoqué des lésions pulmonaires initiées au bout d'un mois d'exposition et progressant de façon importante à deux mois. On observe alors un élargissement significatif de l'espace alvéolaire. Ces lésions pulmonaires peuvent être la conséquence, d'au moins un, des mécanismes pathogéniques cités ci-dessous :

-La formation de ROS est l'un des mécanismes le plus souvent cité dans les travaux portant sur SOA (Déméautis et al., 2022). Nos résultats in vivo montrent une forte concentration de ROS dans les LBA de souris exposées aux SOA. Ce stress oxydatif important induit dans les poumons de souris entrainerait une toxicité cellulaire (e.g., cellules épithéliales et macrophages) et tissulaire.

-Le déséquilibre protéase-antiprotéase est largement cité comme un mécanisme important dans la pathogenèse de maladies pulmonaires chroniques [START_REF] Fischer | Pathogenic triad in COPD: oxidative stress, protease&ndash;antiprotease imbalance, and inflammation[END_REF][START_REF] Pandey | Role of Proteases in Chronic Obstructive Pulmonary Disease[END_REF][START_REF] Stockley | Neutrophils and Protease/Antiprotease Imbalance[END_REF]. En effet, la sécrétion importante de protéases actives notamment les métalloprotéinases matricielles est associée à l'inflammation et les lésions tissulaires observées dans différentes pathologies chroniques [START_REF] Corbel | Involvement of gelatinases (MMP-2 and MMP-9) in the development of airway inflammation and pulmonary fibrosis[END_REF][START_REF] Smigiel | Chapter Five -Matrix Metalloproteinases and Leukocyte Activation[END_REF].

Ce sont des protéases reconnues, entre autres, pour leur capacité de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire et donc perte de l'architecture du tissu pulmonaire. Dans notre modèle, nous avons observé une activité importante de MMP2 et MMP9, justifié aussi par le recrutement massif de macrophages (source importante de ces protéases). Cette activité protéolytique contribuerait donc aux lésions induites par les SOA. En support à cette hypothèse, une telle activité protéolytique a été rapportée dans la réponse inflammatoire dirigé contre la pollution [START_REF] Dagouassat | Interaction of matrix metalloproteinases with pulmonary pollutants[END_REF][START_REF] Lin | Instillation of particulate matter 2.5 induced acute lung injury and attenuated the injury recovery in ACE2 knockout mice[END_REF].

Quelle pathologie pulmonaire chronique mime-t-on avec ce modèle animale d'exposition aux SOA ?

En prenant en considération l'intégralité de nos résultats, l'exposition chronique aux SOA dérivés du naphtalène induit une physiopathologie partageant de nombreuses similitudes avec la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). En effet, les lésions tissulaires observées et l'élargissement significatif de l'espace alvéolaire évoque l'emphysème, une composante majeure de la BPCO caractérisée par la destruction progressive des alvéoles pulmonaires (Shah et al., 2017).

Focalisant sur les ROS, il a été démontré que de nombreux produits du stress oxydatif, notamment les ROS, sont augmentés chez les patients BPCO comparé aux patients sains, tandis que les niveaux d'enzymes responsables de l'élimination des ROS semblent réduits [START_REF] Boukhenouna | Reactive Oxygen Species in Chronic Obstructive Pulmonary Disease[END_REF][START_REF] Mcguinness | Oxidative Stress in COPD: Sources, Markers, and Potential Mechanisms[END_REF]. Un tel déséquilibre du système oxydant/antioxydant a été aussi observé dans différentes études in vitro [START_REF] Campbell | Quantification of Particle-Bound Organic Radicals in Secondary Organic Aerosol[END_REF][START_REF] Chowdhury | Connecting the Oxidative Potential of Secondary Organic Aerosols with Reactive Oxygen Species in Exposed Lung Cells[END_REF]Jiang et al., 2016Jiang et al., , 2016;;[START_REF] Liu | Prominent Contribution of Hydrogen Peroxide to Intracellular Reactive Oxygen Species Generated upon Exposure to Naphthalene Secondary Organic Aerosols[END_REF][START_REF] Lovett | Comparison of the oxidative potential of primary (POA) and secondary (SOA) organic aerosols derived from α-pinene and gasoline engine exhaust precursors[END_REF]Tuet et al., 2017cTuet et al., , 2017b;;[START_REF] Zhou | Particle-bound reactive oxygen species (PB-ROS) emissions and formation pathways in residential wood smoke under different combustion and aging conditions[END_REF][START_REF] Zhou | Predominance of secondary organic aerosol to particle-bound reactive oxygen species activity in fine ambient aerosol[END_REF]. 'Donnell et al., 2006;Wang et al., 2018) et dont la densité est positivement associée à la gravité de la destruction du tissu pulmonaire [START_REF] Finkelstein | Alveolar inflammation and its relation to emphysema in smokers[END_REF]. Ils produisent de nombreux médiateurs inflammatoires impliqués dans la BPCO, tels que TNF-α, l'IL-8, l'IL-6 et les MMP [START_REF] Barnes | Cellular and molecular mechanisms of chronic obstructive pulmonary disease[END_REF][START_REF] O'donnell | Inflammatory cells in the airways in COPD[END_REF]. Ces mêmes médiateurs ont tous une augmentation de leur niveaux protéiques chez les souris exposées au SOA.

Bien
Dans notre modèle d'exposition au SOA, on a constaté une augmentation de l'IL- ( [START_REF] Barnes | Characterization of T lymphocytes in chronic obstructive pulmonary disease[END_REF][START_REF] Williams | The role of CD8 + T lymphocytes in chronic obstructive pulmonary disease: a systematic review[END_REF] associée à une capacité respiratoire réduite [START_REF] Freeman | Lung CD8+ T cells in COPD have increased expression of bacterial TLRs[END_REF][START_REF] Kim | A possible role for CD8+ and non-CD8+ cell granzyme B in early small airway wall remodelling in centrilobular emphysema[END_REF][START_REF] Maeno | CD8+ T Cells Are Required for Inflammation and Destruction in Cigarette Smoke-Induced Emphysema in Mice[END_REF]. On peut donc L'observation chez les souris exposées aux SOA d'une augmentation importante de neutrophiles à la BPCO, notamment les analyses d'échantillons pulmonaires de patients qui démontrent systématiquement une augmentation du nombre de neutrophiles et de l'activité de leurs enzymes dans les poumons de patient BPCO [START_REF] Lacoste | Eosinophilic and neutrophilic inflammation in asthma, chronic bronchitis, and chronic obstructive pulmonary disease[END_REF][START_REF] Noguera | Enhanced neutrophil response in chronic obstructive pulmonary disease[END_REF][START_REF] Yoshioka | Excessive neutrophil elastase in bronchoalveolar lavage fluid in subclinical emphysema[END_REF]. L'implication des neutrophiles et de leurs protéases dans la réponse inflammatoire induite par les SOA pourraient expliquer les nombreuses lésions observées à deux mois, similaire à l'emphysème.
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Concernant l'hypothèse protéase/antiprotéase, l'emphysème chez les patients BPCO est aussi causé par les macrophages, par leur sécrétion de MMP dans l'environnement pulmonaire. L'augmentation des niveaux de MMP2 et MMP9, ou de leurs activités, sont associés à une dégradation de l'état de santé et à une augmentation des risques d'exacerbations chez les patients BPCO [START_REF] Baraldo | Matrix metalloproteinase-2 protein in lung periphery is related to COPD progression[END_REF][START_REF] Cataldo | MMP-2-and MMP-9-Linked Gelatinolytic Activity in the Sputum from Patients with Asthma and Chronic Obstructive Pulmonary Disease[END_REF][START_REF] Mahor | Elevated serum matrix metalloprotease (MMP-2) as a candidate biomarker for stable COPD[END_REF][START_REF] Mercer | MMP-9, TIMP-1 and inflammatory cells in sputum from COPD patients during exacerbation[END_REF][START_REF] Wells | Elevated circulating MMP-9 is linked to increased COPD exacerbation risk in SPIROMICS and COPDGene[END_REF]. Enfin, si l'implication des cellules CD8+ dans la destruction du parenchyme pulmonaire est connu, le mécanisme utilisé reste incertain. Ils ont, en théorie, le potentiel d'endommager directement via la libération d'enzymes telles que la perforine et le granzyme [START_REF] Velotti | Granzyme B in Inflammatory Diseases: Apoptosis, Inflammation, Extracellular Matrix Remodeling, Epithelialto-Mesenchymal Transition and Fibrosis[END_REF]. Il a été récemment rapporté que les lymphocytes CD8+ récupérés dans les expectorations de patients BPCO possédaient des niveaux plus élevés de perforine et une activité cytotoxique accrue comparé à des sujets sains [START_REF] Chrysofakis | Perforin expression and cytotoxic activity of sputum CD8+ lymphocytes in patients with COPD[END_REF]. L'ensemble de ces acteurs participent à la physiopathologie de la BPCO et semblent liés à la réponse inflammatoire induite par l'exposition chronique aux SOA.

Afin d'approfondir l'étude des médiateurs inflammatoires, nous nous sommes intéressés à deux cytokines pro-inflammatoires, TNF-α et l'IL-6, médiateurs clés dans diverses pathologies inflammatoires en réponse à la pollution et aux particules fines (Guo et al., 2017;Manzano et al., 2016;Tang et al., 2020;Zou et al., 2020). Nos résultats ont révélé une augmentation de l'expression des gènes et des niveaux de TNF-α et d'IL-6 dans les poumons des souris exposées pendant un mois, corroborant ainsi les précédentes études rapportant le rôle du TNF-α (Arashiro et al., 2016;Chowdhury et al., 2018;Gaschen et al., 2010;Ito et al., 2019;Jiang et al., 2016;Sunil et al., 2007;Surratt et al., 2019) et de l'IL-6 [START_REF] Pardo | Single Exposure to near Roadway Particulate Matter Leads to Confined Inflammatory and Defense Responses: Possible Role of Metals[END_REF]Tuet et al., 2017a) [START_REF] Kikuchi | IL-6 ENHANCES IgE-DEPENDENT HISTAMINE RELEASE FROM HUMAN PERIPHERAL BLOOD-DERIVED CULTURED MAST CELLS[END_REF][START_REF] Vercelli | Endogenous interleukin 6 plays an obligatory role in interleukin 4-dependent human IgE synthesis[END_REF]. Chez les patients BPCO, un niveau élevé d'IgE est associé à un déclin de la fonction pulmonaire et d'un plus grand nombre d'épisodes d'exacerbations (Lommatzsch et al., 2022;[START_REF] Samaha | Total serum IgE level in COPD patients[END_REF]. L'IL-6 est également connue pour son implication dans l'aggravation de la fonction pulmonaire [START_REF] Huang | <p>Interleukin-6 is a Strong Predictor of the Frequency of COPD Exacerbation Within 1 Year<[END_REF][START_REF] Hussein | Serum interleukin-6 in chronic obstructive pulmonary disease patients and its relation to severity and acute exacerbation[END_REF][START_REF] Lilov | The role of serum IL6 in stable COPD patients[END_REF]Rincon and Irvin, 2012).

IL-6 et TNF-α sont des cytokines pro-inflammatoires puissantes permettant la mise en place de la réponse inflammatoire avec le recrutement et l'activation de cellules immunitaires sur site. [START_REF] Miller | Visualization of Murine Intranasal Dosing Efficiency Using Luminescent Francisella tularensis: Effect of Instillation Volume and Form of Anesthesia[END_REF][START_REF] Southam | Distribution of intranasal instillations in mice: effects of volume, time, body position, and anesthesia[END_REF]. La position verticale des souris pendant l'instillation optimise cette répartition homogène.

Il est aussi important de noter que la concentration de SOA utilisée dans cette étude peut être supérieure à la concentration environnementale quotidienne en fonction de la géographie des mesures. Le naphtalène étant de source anthropique, nous nous sommes basés sur des mesures atmosphériques faites en milieu urbain exclusivement. De plus, notre objectif étant d'étudier l'impact de l'exposition quotidienne aux SOA au cours d'une vie humaine (Plusieurs dizaines d'années vs.

Deux mois), ces concentrations peuvent être facilement atteintes sinon dépassées dans l'environnement au cours de la vie humaine (Jia and Batterman, 2010;Lu et al., 2005).

En conclusion, l'exposition chronique et répétée aux SOA dérivés du naphtalène induit un phénotype d'inflammation et de lésion pulmonaire très semblable à l'emphysème, une composante de la BPCO induit par la fumée de cigarette. Cette ressemblance peut être attendue sachant que les composés chimiques sont communs, le naphtalène et ses composants dérivés ayant été identifiés dans la fumée de cigarettes (Schmeltz et al., 1976), et que ces dernières années, les particules fines sont devenues un problème de santé publique dépassant la fumée de cigarette (Lelieveld et al., 2019).

Or l'augmentation des sources anthropiques d'aérosols combinée aux politiques de réductions de gaz polluants comme le NOx, augmentent la production de SOA dans l'atmosphère, renforçant leur intérêt pour les prochaines années.

Questions énigmatiques

A) A l'issue de ce travail, nous avons observé une augmentation de plusieurs cytokines impliquées dans le recrutement et l'activation des neutrophiles, notamment KC, chez les souris exposées pendant un mois aux SOA. Cette augmentation a été observée au niveau transcrit et protéique chez les souris exposées, ainsi qu'en culture cellulaire chez les macrophages. De plus, ces résultats sont en accord avec la littérature (Arashiro et al., 2016;Chowdhury et al., 2018;Gaschen et al., 2010;[START_REF] Chowdhury | Nous avons également pu observer une augmentation de KC (CXCL1), un homologue murin de l'IL-8. Plusieurs autres médiateurs abondent dans ce sens comme l'augmentation de TNFα à un mois et de l'IL17 à deux mois, deux cytokines qui soutiennent le recrutement de neutrophiles[END_REF][START_REF] Jang | Exposure of BEAS-2B Cells to Secondary Organic Aerosol Coated on Magnetic Nanoparticles[END_REF]Jiang et al., 2016). Toutefois, à l'échelle cellulaire et femmes [START_REF] Kan | Season, Sex, Age, and Education as Modifiers of the Effects of Outdoor Air Pollution on Daily Mortality in Shanghai, China: The Public Health and Air Pollution in Asia (PAPA) Study[END_REF][START_REF] Martinez | Sex Differences in Severe Pulmonary Emphysema[END_REF][START_REF] Shin | Sex-difference in air pollution-related acute circulatory and respiratory mortality and hospitalization[END_REF][START_REF] Sørheim | Gender differences in COPD: are women more susceptible to smoking effects than men?[END_REF].

On s'attend donc à observer une inflammation plus intense chez les femelles, conduisant à des lésions plus marquées que chez les mâles. Pourtant nos analyses histologiques chez les souris exposées pendant 2 mois aux SOA, montrent un élargissement très significatif (p<0,01) de l'espace alvéolaire chez les mâles mais pas chez les femelles. De plus, l'analyse de l'expression des gènes codant pour les cytokines IL-6 et TNF-α, a révélé une expression accrue de l'IL6 à un mois et de TNFα à deux mois chez les mâles par rapport aux femelles SOA. Ce décalage entre la perte de poids plus marquée chez les femelles et une inflammation et des lésions pulmonaires plus importante chez les mâles, pourrait être expliqué par une perturbation plus importante du système métabolique chez les femelles. Une étude avait rapporté le potentiel impact des SOA sur le métabolisme du cholestérol [START_REF] Gonzalez-Rivera | Post-transcriptional air pollution oxidation to the cholesterol biosynthesis pathway promotes pulmonary stress phenotypes[END_REF]. Or une relation directe existe entre le choléstérol et les hormones sexuelles, ces dernières étant des produits de dégradations du cholestérol [START_REF] Vardanyan | Chapter 27 -Steroid Hormones[END_REF]. On peut donc penser que l'impact biologique des SOA pourraient entrainer des physiopathologies très différentes en fonction du sexe. Cela nécessite toutefois des études plus approfondies. 

Perspectives

  Effet pathogénique des SOA L'ensemble de ces informations est important pour bien comprendre l'impact toxicologique des SOA. En effet, le potentiel toxique d'une molécule dépend notamment de sa structure chimique. Ainsi, plusieurs études ont été menées afin d'évaluer l'impact des SOA. Une première étude épidémiologique a rapporté un lien entre l'exposition au SOA et le taux de mortalité lié à des maladies cardio-respiratoires aux États-Unis. Cette forte association est indépendante de la masse totale de PM2.5. De manière significative, l'étude a fourni des preuves que les SOA, par quantité ou par masse, avaient un taux plus élevé de mortalité par rapport aux PM2.5. L'extrapolation de ces observations à d'autres maladies et/ou à l'échelle mondiale nécessite toutefois des études supplémentaires. Cependant, cela semble corroborer plusieurs études qui

  ) Nous pouvons également extrapoler de ces résultats que la concentration 50μg/souris/jour pourrait correspondre à la concentration optimale pour l'exposition chronique aux SOA dérivé du naphtalène, sans pour autant engendrer de mortalité à long terme. démontré que lorsque le naphtalène est oxydé en SOA, les particules dérivées contiennent notamment de la 1,4-naphtoquinone (1,4-NQ), du 2-hydroxy-1,4naphtoquinone (2-OH-NQ), acide phtalique (PA) et phtaldialdéhyde (OPA). Par conséquent, ces composés peuvent donc être utilisés afin de mimer les SOA dérivés du naphtalène. À cet égard, une série d'études, principalement de culture cellulaire, ont révélé l'impact des SOA dans le stress oxydatif, la toxicité et l'inflammation. Bien que les données de ces études sur les systèmes de culture cellulaire soient très informatives, elles ne traduisent pas la réponse inflammatoire complexe des situations pathologiques humaines, en particulier après une exposition chronique aux SOA. De plus, les rares études in vivo qui ont été menées sur une courte période (quelques jours) d'exposition aux SOA n'ont pas été concluantes dans la mesure où une réponse inflammatoire, mineure ou nulle, a été observée. Ceci nous a conduit à émettre l'hypothèse que c'est l'exposition à long terme aux SOA qui affecte la santé humaine, hypothèse soutenue par des études faisant état de dommages causés par l'exposition chronique à la pollution. Ainsi et face à l'augmentation constante des émissions de particules anthropiques dans l'atmosphère, l'étude du ou des rôle(s) pathogénique(s) de l'exposition chronique au SOA sur la santé humaine est d'importance majeure. Dans ces travaux, nous avons développé un modèle murin d'exposition pulmonaire chronique aux SOA pendant 30 et 60 jours, afin d'analyser l'impact des SOA sur deux paramètres d'intérêt, à savoir l'évolution du poids des animaux et la réponse inflammatoire pulmonaire. Pour cela, nous avons utilisé l'instillation intranasale comme modèle d'exposition, avec deux pesées par semaine. Pour l'analyse de la réponse inflammatoire, nous avons recouru à une approche de « microarray » d'anticorps de cytokines (une membrane à anticorps) permettant d'analyser une multitude de médiateurs inflammatoires.

  d'exposition et semble se stabiliser à deux mois. Ceci est illustré par le nombre important de médiateurs inflammatoires dont les niveaux sont altérés chez les souris exposées aux SOA par comparaison aux souris contrôles. Cette étude suggère que l'impact physiopathologique des SOA pourrait être dépendant du sexe comme semble l'évoquer la différence de perte de poids entre mâles et femelles, du moins chez la souris. Ces résultats démontrent également, pour la première fois, la mise en place d'une réponse inflammatoire suite à une exposition chronique aux SOA. Dans ce sens, les niveaux augmentés d'un grand nombre de médiateurs témoignent de l'implication de différents types cellulaires : les macrophages, les neutrophiles et les lymphocytes T. Nous avons observé une augmentation des taux protéiques de métalloprotéases matricielles suggérant leurs rôles dans les lésions tissulaires. Enfin, notre étude a révélé l'augmentation des niveaux protéiques de facteurs tumoraux insinuant le risque de développement du cancer pulmonaire suite à l'exposition chronique au SOA. Curieusement, ce type de réponse inflammatoire rappelle celui observé dans les bronchopneumopathies chroniques obstructives, particulièrement l'emphysème induit par la fumée de cigarettes. Clairement, les données obtenues à partir de cette étude soulignent l'importance d'étudier l'impact pathogénique sur l'hôte et plus particulièrement sur la physiologie des poumons suite à une longue période d'exposition aux SOA. D'autant plus que des études récentes ont montré que la pollution, et donc les SOA, engendreraient des taux de morbidité/mortalité plus importants que le tabagisme.

  -free BAL of SOAexposed mouse lungs at one month (p < 0.01; Fig 4A), that was further amplified by two months exposure (p < 0.001; Fig 4B).

  unchanged or decreased in mRNA expression(Fig 7 C and 7D). Taken together, these observations suggest a driving role for SOA behind lung inflammation at least during the one month exposure. Differential mRNA expression of IL-6 and TNF-α following cell exposure to SOA Resident macrophages and alveolar epithelial cells are first sentinel cells to interact with foreign agents. We therefore investigated the effect of SOA on IL-6 and TNF-α expression on RAW264.7 and MLE15 cell lines, chosen as being representative of murine macrophages and alveolar epithelial cells, respectively. First, in dose-response (data not shown) and time course experiments, incubation of the cells with SOA for 24hours led to maximal gene expression of IL-6 and TNF-α. In treated epithelial cells, both IL-6 and TNF-α mRNA levels increased gradually over treatment times (up to 24h

  Induction n de e KC C par r l'exposition n aux x SOA A Nous avons d'abord regardé la concentration relative de KC dans les LBA de souris exposées aux SOA pendant un et deux mois, comparé aux souris contrôles correspondantes (Fig.1). On observe une augmentation importante du niveau protéique et de l'expression du gène codant pour KC chez les souris exposées aux SOA pendant un mois, tandis qu'à deux mois, on constate un retour à la normale du niveau protéique de KC et une diminution de l'expression de son gène. Comme pour l'IL-6 et TNF-α, nous avons utilisé des lignées cellulaires afin de réaliser des expositions in vitro. Nous avons donc utilisé une lignée murine de macrophages (RAW264.7) et une lignée de cellules épithéliales alvéolaires murine (MLE15). Par RT-qPCR, nous avons étudié l'expression relative du gène codant pour KC après exposition aux SOA comme décrit précédemment (cf : Article 2). L'exposition in vitro pendant 3heures des macrophages murins aux SOA, induit une augmentation significative de l'expression du gène codant pour KC. Cette augmentation de l'expression est plus modérée chez les cellules épithéliales malgré une concentration de SOA quatre fois supérieure. Cette augmentation est croissante avec le temps d'exposition jusqu'à 24h. Toutefois, cette augmentation s'est avérée non significative statistiquement. Ces résultats nous indiquent que l'exposition aux SOA induit une augmentation de KC chez les souris après un mois d'exposition. Comme pour l'IL6 et le TNF-α, le niveau de KC semble revenir à la normale à deux mois d'exposition et pourrait être expliquer par la diminution de l'expression de son gène.
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 2 Inflammation n et t lésions s provoquées s par r SOA A semblent t sexe-dépendantes sNous n'avons constaté aucune différence importante entre mâle et femelle concernant la cellularité, les concentrations de ROS et de protéines totales dans les LBA.

D

  'ailleurs, la plupart d'entre elles ont montré une faible, voire une absence de réponse inflammatoire sur des périodes d'exposition très courtes (McDonald et al., 2010; Ye et al., 2017). En effet, ces expositions correspondaient à un seul traitement de 6h dans l'étude de McDonald (2010) et une heure de traitement/jour pendant 3 jours dans celle de Ye (2017).

  et IFN-γ, dont les niveaux étaient respectivement 4,5 et 3 fois plus élevé chez les souris SOA comparées aux contrôles. L'IL-12 est une cytokine pro-inflammatoire qui permet notamment l'accumulation des lymphocytes T CD8+ et leur différentiation en cellules effectrices fonctionnelles (Henry et al., 2008) leur permettant ensuite de sécrétés IFN-γ, une cytokine antivirale et immunorégulatrice. Ces deux cytokines sont des biomarqueurs d'intérêt pour la BPCO (Kelly et al., 2013) car elles sont retrouvées à des niveaux élevés chez ces patients, avec une augmentation importante de CD8+

  supposer que comme dans la BPCO, les lymphocytes T CD8+ peuvent être impliqués dans la réponse inflammatoire induite par les SOA et participent à la destruction du tissu pulmonaire.Les lymphocytes T CD4+ sont aussi augmentés chez les patients BPCO comparés aux patients sains, mais dans une plus petite mesure que les CD8+. Leur rôle dans la pathologie est encore inconnu, cependant on peut supposer qu'ils sont impliqués dans la réponse inflammatoire, notamment par la production de cytokines proinflammatoires. Les lymphocytes T CD4+ sont composés de 3 catégories : Th1, Th2 et Th17. Les Th1 sont impliqués dans l'immunité à médiation cellulaire tandis que les Th2 participent à l'immunité humorale. Les Th17 ont un rôle de régulation afin de maintenir l'intégrité de la barrière muqueuse, notamment en rétablissant les jonctions entre cellules épithéliales. Les cytokines sécrétées au site d'inflammation définissent spécifiquement la différenciation d'un Th0 afin de répondre à un besoin particulier.

-

  figurent :

  Dans la continuité des ces travaux, divers points méritent d'être développés. Pour n'en citer que quelques uns: -d'étudier l'impact des SOA dans des modèles humains afin de corroborer les résultats murins à la physiopathologie humaine. Pour cela, des études épidémiologiques sont nécessaires, étudiant la relation entre l'exposition aux SOA et des symptômes physiopathologiques. Il serait important d'intégrer la composition des SOA parmi les données. Ces études doivent être accompagnés d'études biologiques afin de mieux appréhender les mécanismes chez l'Homme. Pour cela, nous pourrions utiliser des cellules primaires, en particulier des macrophages provenant de LBA de patients, et des sphéroïdes de cellules épithéliales bronchiques. -Avec l'importance grandissante du rôle du microbiote, il pourrait aussi être intéressant d'étudier l'impact d'une exposition aux SOA sur ce dernier, et les conséquences physiopathologiques qui en découlent. -Approfondir nos connaissances concernant l'impact du sexe sur la physiopathologie induite par la pollution et particulièrement les SOA. Notamment comprendre le potentiel rôle des hormones sexuelles dans la modulation des pathologies inflammatoires induites par la pollution atmosphérique. -Etudier les voies d'activations impliquées dans la réponse inflammatoire après exposition aux SOA sur des cellules primaires, par des techniques de biologie moléculaire (Western Blot, Elisa). Notamment, l'activation de la voie NFkB induit par les ROS produits durant l'exposition aux SOA. Les mêmes techniques peuvent être utilisées pour évaluer l'implication des DAMPs dans l'activation de l'inflammation en réponse aux SOA.

  

  

  

  

  

  

. Résultats 4.1. Caractérisation de la réponse inflammatoire à l'exposition aiguë aux SOA 4.1.1 Introduction

  

	3. Objectifs
	2. Travail Bibliographique Dans ce contexte, l'objectif principal de ce travail est de caractériser la réponse inflammatoire pulmonaire et d'évaluer les lésions tissulaires induites par une exposition chronique à des SOA. Nous avons choisi le naphtalène, un précurseur clé des SOA en milieu urbain et décrit dans la littérature. Il a été démontré que suite à complexité de l'exposition quotidienne à la pollution, faisant intervenir divers 4Nous avons mené dans un premier temps des expériences de « réponse à la dose et temps d'exposition » aux SOA. Ainsi, en se basant sur des travaux antérieurs
	mécanismes physiopathologiques (inflammation, stress oxydatif,…) et acteurs
	(différents types cellulaires) dans un système dynamique, et surtout dans un contexte
	de chronicité.
	Nous nous sommes intéressés tout d'abord à l'état physiopathologique des souris par
	un suivi de poids et une analyse histologique.
	Puis nous avons caractérisé la réponse inflammatoire induite par l'exposition aux SOA
	grâce à des techniques de biologie moléculaire, biochimique, et cellulaire (RT-qPCR,
	cytokine array, zymographie, …). L'utilisation de modèles d'exposition in vitro avec des
	lignées cellulaires murines nous a permis de confirmer nos travaux in vivo et de les
	corroborer également avec des travaux déjà existants. Cela nous a permis également
	de mieux comprendre le rôle des cellules épithéliales alvéolaires et des macrophages
	dans la réponse aux SOA.

l'oxydation du naphtalène dans l'atmosphère, les particules dérivées contiennent de la 1,4-naphtoquinone (1,4-NQ), du 2-hydroxy-1, 4 naphtoquinone (2-OH-NQ), de l'acide phtalique (PA) et du phtaldialdéhyde (OPA). Par conséquent, ces composés peuvent donc être utilisés comme représentants raisonnables pour les SOA dérivés du naphtalène.

Pour cela, nous avons utilisé un modèle murin chronique afin de mimer au mieux la

.2 Matériel et Méthodes

  'agents pathogènes, avec de la nourriture et de l'eau à volonté et un cycle lumière/obscurité de 12 heures. Elles ont été divisées au hasard en groupes (n = 4) avec des nombres égaux de sexe-genre dans chaque groupe.

	Souris Le nombre total de cellules a été compté avec une solution de bleu trypan avec une
	Des souris C57BL/6JRj (âgées de 8 semaines) (n=16) ont été hébergées dans une lame KOVA sous un microscope et en utilisant un compteur de cellules automatisé
	, les souris C57BL/6 (8 semaines) ont été exposées à trois concentrations différentes de SOA (10, 50 et 250μg/souris/jour) pendant cinq jours. Ensuite, elles ont été sacrifiées pour la caractérisation de la réponse inflammatoire et les lésions tissulaires pulmonaires. Les objectifs de ce premier travail sont doubles. D'une part, Il s'agit de déterminer les conséquences biologiques et phénotypiques suite à une exposition aiguë aux SOA. D'autre part, cela nous permettra d'identifier une concentration de SOA que nous pourrions utiliser dans le modèle d'exposition chronique au SOA et d'en étudier l'effet. EVE (NanoEntek, Séoul, Corée). La numération différentielle des cellules a été évaluée sur une lame de cytospin colorée avec le kit de coloration Kwik-Diff (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Un minimum de 400 cellules a été examiné au microscope optique. Pour l'analyse histologique, les poumons ont été traités comme décrit précédemment (Guyot et al., 2014) avec les modifications suivantes. Après la collecte des LBA, le poumon gauche a été ligaturé et retiré pour des analyses de protéines et d'ARN. Le poumon droit a été gonflé et fixé dans du formol tamponné neutre à 10 % pendant 48 heures avant d'être inclus dans de la paraffine. Des coupes sagittales en série de 5 μm ont été obtenues et colorées à l'hématoxyline et à l'éosine (HE) puis ont été examinées au microscope optique. Concentrations en protéines totales La concentration totale de protéines dans les LBA a été déterminée à l'aide du kit DC installation exempte dDes souris témoins ont reçu de la même façon du DMSO dilué dans du PBS (0,2%). protein assay (Bio-rad, Hercules, USA). En résumé, 5 μL d'échantillons ont été incubés avec le réactif de dosage (225 μL) dans une plaque à 96 puits à 37 °C conformément 4.1Préparation des SOA pour instillation intranasale chez la souris Les souris ont été soumises à l'exposition, une fois par jour pendant 5 jours. À la fin aux recommandations du fabricant. L'albumine de sérum bovin a été utilisée comme
	de l'exposition au SOA, les souris ont été sacrifiées, les lavages bronchoalvéolaires standard. Après incubation pendant 15 minutes, les changements d'absorbance ont Pour imiter le SOA dérivé du naphtalène, nous avons utilisé un mélange de quatre (LBA) et leurs poumons ont été traités pour des analyses inflammatoires et été enregistrés à l'aide d'un lecteur de plaque à 750 nm. Tous les tests ont été principaux produits dérivés du naphtalène 1,4-NQ, 2-OH-NQ, PA et OPA (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France)) dissous dans du DMSO. La concentration finale histologiques (cf : Article 2). Toutes les procédures ont été réalisées selon des effectués en double pour chaque souris.
	des molécules individuelles était respectivement : protocoles approuvés par le comité d'éthique de notre institut.
	Analyses statistiques	Concentration finale (μg/souris)
	Product Lavage bronchoalvéolaire et histologie 10μg/50μL/souris/jour Les données ont été analysées à l'aide de GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software 50μ/50μL/souris/jour 250μg/50μL/souris/jour
	1,4-NQ 2-OH-NQ Les souris ont été sacrifiées et les poumons ont été doucement perfusés avec une 4,35 21,75 108,75 2,41 12,05 60,25 Inc., La Jolla, CA) et ont été exprimées en moyenne ± SD. ANOVA 1 a été utilisée pour
	PA solution saline via le ventricule droit. La trachée a été exposée par une incision 1,38 6,9 34,5 la comparaison des moyennes entre nos quatre groupes. Les différences ont été
	OPA médiane et canulée à l'aide d'un cathéter stérile de calibre 22 (BD Biosciences, 1,86 9,3 46,5 considérées comme significatives à p ≤ 0,05.
	Franklin Lakes, NJ). Les poumons ont été lavés in situ (LBA), avec 1 mL de PBS, pH
	7,4 recyclé trois fois. Des récupérations identiques de LBA (700μl par souris) ont été
	obtenues pour chaque souris. Des comptages cellulaires totaux et différentiels ont été
	immédiatement effectués sur des aliquots de LBA.

Modèle d'instillation intranasale SOA

Les souris ont été anesthésiées à l'aide d'isoflurane (pendant 90-120 secondes), suivies d'une administration intranasale (i.n.) de 10, 50 ou 250 μg de SOA par souris dans 50 μl de solution saline tamponnée au phosphate (PBS) et de DMSO (0,2%).

  Quantification of the gene expression of inflammatory cytokinesRNA extraction from lung tissues was performed with TRIzol™ Reagent (Sigma-Aldrich®, St Louis, USA) according to the manufacturer's protocol, and Nucleospin RNA set for NucleoZOL according to the manufacturer's instruction (Macherey-Nagel,

	Hoerdt, France). Remaining genomic DNA was digested using the DNase free kit
	(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). The quantity of RNA was analyzed using a
	Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). cDNA was
	obtained by reverse transcription with High-Capacity cDNA Reverse transcription kit
	(Applied Biosystems™, Alfortville, France). Quantitative polymerase chain reaction
	(qPCR) assays were performed on 100ng cDNA using an AriaMx Real-Time PCR

thermocycler (Agilent Technologies, Vénissieux, France). Gene expression for GAPDH, IL-6 and TNF-α was quantified using Sybr green® gene expression assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). PCR amplification conditions were as follows: initial DNA denaturation for 10 min at 95 °C and combined annealing/extension at 60 °C for 1 min for a total 40 cycles. No template control (NTC) was included in each assay. Data analysis was performed with the Agilent AriaMx Software (Agilent Technologies, Vénissieux, France). Real time RT-PCR was performed in triplicate and repeated at least 3 times in each experimental condition for data reproducibility. For primers sequences, see in supplementary data (Supplementary data, Table

  que nous n'ayons pas démontré cette dérégulation, nous avons toutefois observé Concernant la cellularité des LBA, l'exposition aux SOA a entrainé chez les souris, un recrutement massif de cellules immunitaires au niveau des poumons. Cet influx cellulaire semble être prédominé par les macrophages. Ces derniers sont des cellules inflammatoires, résidentes du tissu et issues du recrutement et de la différentiation de monocytes. Leur nombre est augmenté dans les voies respiratoires, les LBA et dans les expectorations de patients BPCO (O

	une augmentation anormale de la concentration de ROS dans les poumons, ce qui est
	intuitivement le résultat net de ce déséquilibre. Une question persiste cependant : ce
	déséquilibre est-il un événement déclencheur ou une simple conséquence de
	l'inflammation chronique et les lésions observées ?

  Le TNF-α est une cytokine aux effets pléiotropes et touchant de multiples types cellulaires. Il est connu comme un acteur majeur de la réponse inflammatoire pulmonaire, notamment par le recrutement de cellules immunitaires (neutrophiles,

	macrophages, lymphocytes T, éosinophiles) au site inflammatoire et leur activation en
	se liant à ses récepteurs TNFR1 et TNFR2. La fixation du ligand à ses récepteurs
	permet l'activation d'une cascade de phosphorylation, permettant finalement
	l'activation du facteur NFkB et la transcription de gènes pro-inflammatoires. De plus, il
	a été rapporté que le TNF-α pouvait induire une diminution du glutathion, un élément
	clé du système antioxydant (Y et al., 1992). Cela pourrait participer au déséquilibre
	oxydant/antioxydant et ainsi aggraver le stress oxydatif induit par les SOA.
	L'IL-6 est une cytokine multifonctionnelle, pouvant avoir une activité pro-ou anti-
	inflammatoire, à une échelle locale ou systémique. L'IL-6 est un modulateur clé de la
	transition de l'inflammation aiguë à l'inflammation chronique grâce à son rôle sur
	l'activation des lymphocytes T et la maturation des lymphocytes B et la production
	d'immoglobulines E (IgE)

dans l'inflammation induite par les SOA. Les conséquences de l'augmentation de ces cytokines induites par SOA sont multiples.

  Toutefois, les voies d'activations utilisées par les SOA pour induire l'augmentation d'expression de ces cytokines restent incertaines. Une des hypothèses serait une activation de la voie NFkB par les ROS générés durant l'exposition aux SOA[START_REF] Morgan | Crosstalk of reactive oxygen species and NF-κB signaling[END_REF]. Toutefois, d'autres voies comme les On notera quand même qu'après deux mois d'expositions aux SOA, l'analyse des médiateurs TNF-α et d'IL-6 a montré une diminution de leurs niveaux protéiques qui s'explique par la diminution de l'expression de leurs gènes, à des niveaux comparables aux souris contrôles, témoignant potentiellement d'une stabilisation de la réponse inflammatoire, comme observé dans la BPCO stable(El-Shimy et al., 2014;[START_REF] Mohan | Evaluation of plasma leptin, tumor necrosis factor-α, and prealbumin as prognostic biomarkers during clinical recovery from acute exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease[END_REF]. Après deux mois d'exposition, l'inflammation semble stabilisée avec un nombre plus réduit de cytokines (46,2% pro-et 26,1% pour anti-) mais la persistance d'un grand nombre de cellules immunitaire dans les LBA associée à une forte activité protéolytique et des lésions tissulaires importantes. Cette évolution dans le temps fait écho au processus physiopathologique de la BPCO, avec une phase

	du naphtalène en conditions sèches, nos résultats concordent avec les observations
	de Tuet et al.
	Cela souligne certaines limites de nos travaux notamment concernant l'extrapolation
	de nos résultats à l'ensemble des SOA. La composition chimique des SOA est très
	variables selon les précurseurs et les conditions environnantes pendant leurs
	L'étude des médiateurs inflammatoires suite à l'exposition aux SOA au cours du temps formations. Cela va impacter les interactions entre la molécule chimique du polluant et
	a permis de distinguer deux phases dans la physiopathologie induite par les SOA. Au la molécule biologique de l'hôte (type d'interactions, cible...) pouvant ainsi conduire à
	bout d'un mois d'exposition, on observe le début d'un processus inflammatoire des mécanismes de réponses complétement différents d'un SOA à l'autre. Toutefois,
	anormal, avec de nombreux médiateurs pro-et anti-inflammatoires induits (63,6% pro-grâce aux nouveaux outils et techniques d'analyses des SOA, nous pouvons étudier
	chaque molécule indépendamment afin d'identifier les éléments les plus délétères au sein des SOA. De plus, dans une approche plus pratique, l'utilisation de ce cocktail nous a permis d'utiliser des SOA non dégradés par la conservation des molécules produites, en réalisant un mélange extemporanément donc "frais", chaque jour avant et 66,7% anti-). augmenté chez les macrophages en réponse aux SOA dans nos conditions. Cela fait exposition.
	echo aux résultats présentés par Tuet et al (Tuet et al. 2017) dans lesquels des
	macrophages alvéolaires ont été exposés à des SOA générés par la photooxydation
	de plusieurs précurseurs biogéniques et anthropiques (isoprène, α-pinène, β-
	motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMP) restent à explorer. Plusieurs travaux caryophyllène, pentadécane, m-xylène et naphtalène) utilisant différentes conditions
	ont mis en évidence une réponse inflammatoire induite par les PM2.5 via des DAMP, de formation (RO2+HO2 vs. RO2+NO dominant, sec vs humide). Une augmentation
	comme HMGB1 (Sancini et al., 2014) ou Hsp70 (Becker et al., 2005). Il a également du TNF-α chez les macrophages alvéolaires n'a été observé qu'après contact avec
	été découvert que les PM2.5 induisaient l'IL-6 et l'IL-8 via la voie de signalisation des SOA dérivé du naphtalène sous conditions humides. Les deux expositions aux
	Wnt5a/Ror2 dans les cellules épithéliales bronchiques humaines (Zou et al., 2020). SOA du même précurseur et formés en conditions sèches (RO2+HO2 et RO2+NO)

L'étude des voies d'activations de la réponse inflammatoire contre les SOA pourraient permettre de mettre au point de nouvelles stratégies thérapeutiques. d'initiation, une phase dite stable et des épisodes d'exacerbations. Les deux premières phases ont été observées suite à l'exposition aux SOA, on peut donc supposer que des épisodes d'exacerbations sont aussi possibles chez les souris exposées à des concentrations importantes de polluants et/ou dans le cadre d'infections respiratoires. L'utilisation de lignées cellulaires nous a permis de déterminer le rôle central des cellules épithéliales et des macrophages résidents dans l'initiation de l'inflammation. L'exposition au SOA a induit chez les deux types cellulaires une surexpression des gènes codant pour l'IL-6. L'expression du gène codant pour le TNF-α n'a pas n'ont pas induits d'augmentation en TNF-α chez les macrophages exposés. Notre mélange ayant été constitué d'après une analyse physico-chimique des SOA dérivés Dans la littérature, deux méthodes d'exposition in vivo sont principalement utilisées, l'instillation intranasale (ici utilisé) et la nébulisation des particules en aérosols dans un espace restreint. On remarquera que certes la nébulisation permet une exposition plus proche de la réalité physiopathologique, mais elle ne permet pas de connaitre la quantité de SOA réellement inspiré par chaque souris tandis que l'instillation intranasale peut avoir un problème de répartition inégale des polluants au sein des voies respiratoires et une difficulté à atteindre les voies basses et alvéoles pulmonaires. Pour pallier à cela, nous avons utilisé un volume de 50μL lors des instillations intranasales, qui a été rapportés comme étant optimal pour une bonne répartition dans les voies respiratoires et notamment aux niveaux des voies basses
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of the pathogenic role(s) of chronic exposure to SOA on human health becomes a critical topic.

Our present study adds a new insight that is the considerable contribution of SOA to the development of chronic lung inflammation, which seems to resemble COPD, an important lung disease with a major impact on human health and economic burden, worldwide. This experimental model offers therefore the possibility to assess therapeutic strategies to halt or at least attenuate SOA-mediated abnormal inflammation.
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Conclusion

Cette étude nous a permis de démontrer que :

(1)

L'exposition chronique aux SOA a provoqué des lésions tissulaires avec un élargissement significatif de l'espace alvéolaire à deux mois.

(2) Suite à l'exposition chronique aux SOA, une réponse inflammatoire s'est mise en place avec un recrutement massif cellules inflammatoires prédominées par des macrophages.

(3) L'exposition aux SOA pendant un et deux mois a entrainé une augmentation très importante de la concentration de ROS dans les poumons.

(4) Une forte activité protéolytique des métalloprotéases matricielles a été détectée en réponse aux SOA.

(5) Les cytokines IL-6 et TNF-α ont un niveau de protéique augmenté dans les souris SOA et leurs gènes sont surexprimés après un mois d'exposition.