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Résumé

La mucoviscidose est une maladie géenétique due a une mutation du géne CFTR qui code pour
un canal chlorure épithélial. La pathologie se caractérise par une diminution progressive de la
fonction respiratoire qui conditionne 1’essentiel de la morbidité et de la mortalité de la maladie.
11 existe une grande diversité génétique des patients qui s’accompagne d’une grande variabilité
phénotypique, ceci méme entre des individus présentant les mémes mutations. Cela laisse
supposer la mise en jeu d’autres facteurs d’origine génétique ou environnementale. Parmi les
pistes evoquées, le role de la pollution atmosphérique nous a paru intéressant a considérer, celle-
ci représentant le risque environnemental le plus important pour la santé. L'objectif de cette
these était d'étudier par une approche expérimentale les effets de la pollution atmosphérique sur
le phénotype pulmonaire de la mucoviscidose chez deux modeles murins dédiés. Pour cela, j’ai
utilisé la chambre de simulation atmosphérique CESAM permettant de simuler au laboratoire
des atmospheres multiphasiques réalistes. Cette chambre est couplée a des isolateurs permettant
I’exposition d’organismes vivants aux atmospheéres simulées. Nous avons ainsi simulé
différents types d’atmosphéres urbaines de niveau de pollution différents, représentatives des
villes de Paris et de Pékin en été et en hiver, auxquelles nous avons expose les modéles murins
pendant 18H et 72H. Les effets biologiques ont ensuite été caractérisés par 1’étude des structures
et de la fonction pulmonaires, de la production de mucus et de la réponse inflammatoire et
oxydative. Une exposition aux différentes atmosphéres semblerait ainsi entrainer une
stimulation de la sécrétion de mucus associée a une augmentation de la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires, du stress oxydant et de I’expression de protéases pulmonaires. Les effets
observés étaient plus importants chez les souris atteintes de mucoviscidose par rapport aux
souris saines, le type de réponse dépendant de la composition chimique de I’atmosphére
considérée. Suite a ces constats, la pollution atmosphérique est donc fortement suspectée de
contribuer a la physiopathologie de la mucoviscidose en augmentant la séveérité de la maladie.

Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease due to a mutation of the CFTR gene encoding for an
epithelial chloride channel. The disease is characterized by a progressive loss of respiratory
function responsible for most of the morbidity and mortality of the disease. CF patients show
an important genotypic variability along with a great phenotypic diversity between patients with
the same mutations. This suggests the implication of other factors, either genetic or
environmental. Among these factors, one that is of interest is air pollution, indeed representing
the most important environmental risk for health. The objective of this thesis was to study, using
an experimental approach, the effects of air pollution on CF pulmonary phenotype in two
dedicated murine models. | used CESAM atmospheric simulation chamber to simulate at the
laboratory multiphasic realistic atmospheres. This chamber is coupled to mice isolators
allowing to expose living organisms to the simulated atmospheres. We simulated different types
of urban atmospheres, with different levels of air pollutants, representative of Paris and Beijing
atmospheres in summer and winter conditions. Mice were exposed to these atmospheres for
18H and 72H. Biological effects were then characterized by studying lung structure and
function, mucus production as well as inflammatory and oxidative response. Exposure to urban
atmospheres tended to stimulate mucus secretion and increased inflammatory biomarkers,
oxidative stress, and expression of pulmonary proteinases. The effects were more important in
CF mice compared to healthy mice and the type of response induced depended on the chemical
composition of the considered atmosphere. Based on these effects, air pollution is highly
suspected to contribute to CF physiopathology by increasing the severity of the disease.
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Préambule

La mucoviscidose est une maladie génétique due a la mutation du géne CFTR. Cette
maladie se caractérise par une atteinte des systemes digestif et respiratoire majoritairement.
Dans le cadre de ma problématique de thése, je me suis intéressée uniquement a 1’appareil
respiratoire. En effet, I’atteinte broncho-pulmonaire conditionne aujourd’hui I’essentiel de la
morbidité et de la mortalité de la mucoviscidose. De plus, il existe une importante variabilité
de I’expression pulmonaire de la maladie chez des patients présentant les mémes mutations. Si
cette variabilité phénotypique commence a étre étayée par I’influence de facteurs génétiques,
I’influence de facteurs environnementaux reste a ce jour encore peu documentée. Ainsi, le
présent travail de recherche a été motivé par ce besoin de compréhension de la variabilité

phénotypique pulmonaire observée chez les patients atteints de mucoviscidose.

La pollution atmosphérique constitue a ce jour le facteur de risque environnemental le
plus important pour la santé des individus, aussi bien des populations saines que des populations
plus vulnérables. La pollution atmosphérique est ainsi suspectée de pouvoir influencer la
survenue et le cours de maladies respiratoires telles que 1’asthme et la bronchopneumopathie
chronique obstructive (BPCO). Pourtant, dans un contexte de mucoviscidose les effets de la
pollution atmosphérique ne sont pas bien decrits. L’objectif de ce projet de these était donc
d’étudier les effets d’une exposition a une pollution atmosphérique de nature urbaine chez deux
modeéles murins pré-cliniques de mucoviscidose en se focalisant sur les effets engendrés au
niveau pulmonaire. Pour cela, nous avons fait le choix d’utiliser une chambre de simulation
atmosphérique permettant de simuler des atmospheres réalistes auxquelles ont pu étre exposés

nos deux modeles pré-cliniques.

Le présent mémoire rend compte de mon travail de these dont le sujet portait sur les
« Impacts de la pollution atmosphérique sur le phénotype pulmonaire de la mucoviscidose :
étude expérimentale sur deux modéles pré-cliniques ». Cette thése s’est déroulée sous la

direction de Sophie LANONE et la co-direction de Patrice COLL au sein de 1’équipe
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Interactions génétique-environnement dans la BPCO, la mucoviscidose et autres (rares)
pathologies respiratoires de 1’Institut Mondor de Recherche Biomédicale situ¢ a la Faculté de
Santé de Créteil et en collaboration avec le Laboratoire Interuniversitaire des Systémes
Atmosphériques situé a Créteil. Cette thése a bénéfici¢ d’un financement de la part du DIM Q1?,
réseau de recherche sur la qualité de 1’air en région lle-de-France, et constitue la continuité d’un

travail que j’ai débuté au laboratoire en Master 2.
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|. Introduction







1 La mucoviscidose

1.1 Description de la maladie

1.1.1 Nature de la maladie

La mucoviscidose, littéralement « maladie des mucus visqueux » ou fibrose kystique
dans les pays anglo-saxons (CF pour Cystic Fibrosis), est une maladie génétique, d’évolution
chronique et progressive, affectant les épithéliums respiratoires et digestifs principalement. La
premiére description moderne de cette maladie remonte a 1938 par Dorothy Hansine Andersen
(1). Cette maladie, due a une mutation du gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator) qui code pour un canal chlorure s’exprimant dans de nombreuses cellules
épithéliales, se caractérise par une atteinte multi-organes et plus particulierement par une
obstruction des appareils respiratoires et digestifs responsable de 1’essentiel de la mortalité des

individus atteints.

1.1.2 Données démographiques

Dans le monde, plus de 80 000 personnes en sont atteints. En 2020, plus de 30 000
malades ont été denombrés aux Etats-Unis (2), plus de 4 300 au Canada (3) et plus de 52 000
en Europe (4), le Royaume-Uni et la France étant les deux pays comptant le plus de malades
avec environ 10 000 et 7 000 patients recensés respectivement (5,6). Il s’agit de la maladie
génétique la plus fréquente dans les populations caucasiennes alors qu’elle est tres rare dans les
populations africaines et asiatiques. La prévalence de la maladie a la naissance varie en effet
selon I’origine ethnique des individus. Avec une incidence moyenne d’environ 1:4 500 dans
toute I’Europe mais une incidence maximale en Irlande et au Royaume-Uni (un nouveau cas
pour 1 300 naissances et un nouveau cas pour prés de 2 300 naissances respectivement), la
mucoviscidose est plus fréquente en Europe de 1’ouest que dans le nord de I’Europe ou
I’incidence la plus faible est en Finlande avec un cas pour 25 000 naissances (7). En Amérique
du Nord, la maladie concerne 1 naissance sur 2 900 chez les Blancs Américains, 1 naissance
sur 4 000-20 000 chez les Hispaniques et Latino-Ameéricains et 1 naissance sur 15 000-20 000
chez les Afro-Américains (8). Aux Etats-Unis et au Canada, les individus d’origine asiatique
ne représentent qu’environ 1% des individus atteints. De méme, la mucoviscidose reste trés peu

commune en Asie. Au Japon, elle n’affecte qu’une personne sur 350 000 (9). En Chine,




seulement soixante-dix cas de mucoviscidose ont été identifies dans la littérature jusqu’a

présent (10).

1.1.3 Diagnostic de la maladie

La mucoviscidose se caractérise par des perturbations des transports ioniques qui se
traduisent physiologiquement par une sueur salée dont la concentration en sel sert, entre autres,
de valeur diagnostique. Le diagnostic de la maladie est posé en suivant un tableau clinique bien
précis : dosage de la trypsine immunoréactive dans le sang, réalisation d’un test de la sueur
révélant une concentration de chlore élevée (> 60 mmol/L), analyse génétique afin d’identifier
la ou les mutation(s) de CFTR mise(s) en cause et observation de caractéristiques cliniques
évocatrices de la maladie (11-13).

La plupart des pays occidentaux ont mis en place un programme de dépistage néonatal
systématique permettant un diagnostic de la maladie au cours de la premiére année de vie dans
70% des cas (2,6,14,15). De telles structures de dépistage n’existent pas dans les pays
asiatiques. Ce manque de structure, combiné a un spectre de mutations beaucoup plus divers au
sein des populations asiatiques pourrait rendre le diagnostic plus compliqué (16,17). De plus,
toujours en comparaison aux populations caucasiennes, les patients Chinois présenteraient
plut6t des formes atypiques de la maladie avec des symptdmes préférentiellement pulmonaires
et moins de symptdmes digestifs (10). Plus difficilement identifiée, il est donc probable que la
maladie soit sous-diagnostiquée. Ainsi, depuis 1975 seuls soixante-dix cas de mucoviscidose
ont eté identifiés en Chine (10). Ce sous-diagnostic pourrait donc expliquer 1’incidence en
apparence relativement faible de la maladie dans ce groupe ethnique alors qu’il n’est pas a

exclure que celle-ci y soit déja bien établie (18,19).

1.1.4 Mortalité

La mucoviscidose est une maladie létale incurable. Depuis plusieurs décennies, on
observe une nette augmentation de I’espérance de vie a la naissance. Si I’dge de survie médian
n’était que d’une dizaine d’années dans les années 1960 et d’une vingtaine d’années dans les
années 1980, il dépasse désormais les 50 ans dans plusieurs pays (2,3,5,20). Paralléelement a
I’augmentation de 1’age de survie médian, le taux de mortalité ne cesse de diminuer et 1’age
médian des patients décédés ne cesse de reculer. Par exemple aux Etats-Unis, celui-ci était de
25.7 ans en 2003 contre 34 ans en 2020 (2), 25 ans en 2001 contre 42 ans en 2020 au Canada
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(3) et 25.9 ans en 2007 contre 33 ans en France en 2020 (6). Ceci est en grande partie due aux
importants progreés qui ont éte effectués sur la prise en charge des patients mais aussi grace au
développement de nouvelles thérapies (21). Le diagnostic précoce de la maladie grace au
programme de dépistage néonatal systématique, et parfois méme par dépistage prénatal, aide
aussi a une prise en charge anticipée et un meilleur suivi des patients. Ainsi, avec cette
augmentation de I’espérance de vie, la proportion de patients adultes (patients agés de plus 18
ans) tend a s’équilibrer avec celle des patients enfants voire la surpasse : 53% de patients adultes
tous pays Européens confondus (4) et environ 60% de patients adultes recensés en France, au
Royaume-Uni et Canada (3,5,6). Dans les pays Européens développés, le nombre d’adultes
atteints de mucoviscidose atteindrait les 70% d’ici 2025 (22), soutenant la notion que cette

maladie devient de plus en plus une maladie de I’adulte.

1.2 Une maladie monogénique

1.2.1 Bases génétiques de la maladie

La mucoviscidose est une maladie génétique autosomique récessive due a une mutation
d’un seul gene, le géne CFTR. Sa transmission suit I’hérédité mendélienne. Le géne CFTR,
identifié en 1989 (23), est localisé sur le bras long du chromosome 7 (7931.2) et comporte 27
exons, couvrant au total 250 kb. Une fois transcrit et épissé, I’ARNm fait 6.13 kb de long et

tous les exons sont nécessaires pour la synthése d’une protéine fonctionnelle (Figure 1).




Mutation F508del

\

@ 7 8 9 101113 148 15 16 172 17b 81920 21 223
o ‘ ‘ f

||||| | || IIIII || |
(250 kb) I Exon

Protéine CFTR ! Il Domaines transmembranaires (TMD)
R T || _I i - B e et s s 0

{1480 acides aminés) I Domaine régulateur (R)

Milieu extracellulaire
q31.2

—wGene i Protéine CFTR

A Membrane cellulaire
Structure tertiaire

Milieu intracellulaire

TMD1 TMD2

Figure 1 Géne CFTR et structure de la protéine. TMD1/TMD2 : domaines transmembranaires
1et2; NBD : domaine de liaison aux nucléotides ; R : région régulatrice.

Plus de 2 000 mutations du géne CFTR ont été identifiées a ce jour bien que toutes ne
causent pas la maladie (24). Ces mutations ont été regroupées en six classes en fonction des
conséquences sur la synthése, la maturation, la fonction ou la stabilité de la protéine. En 1993,
Welsh et Smith furent les premiers a décrire quatre classes de mutations sur la base de quatre
mécanismes différents conduisant a la perturbation de la fonction de CFTR (25). Cette
classification sert toujours de référence et a été complétée par deux nouvelles classes décrites
plus tard (Figure 2). La classe | regroupe les mutations causant des codons stop prématurés. Il
en résulte une absence totale de production de la protéine (26). Les mutations de classe Il sont
associées a un défaut de glycosylation et de repliement de la protéine qui est alors dégradée par
le systeme ubiquitine/protéasome avant d’atteindre la membrane. Dans les mutations de classe
Il et IV, la protéine CFTR parvient a rejoindre la membrane mais elle n’y est pas fonctionnelle.
Dans la classe 111, la régulation de I’activation du canal est affectée et ne permet pas 1’ouverture
de celui-ci tandis que les mutants de classe IV présentent un canal CFTR défectueux avec une
conductance ionique diminuée. La classe V rassemble des mutations situées sur des sites
d’épissage : des ARNm corrects et incorrects sont formeés, les ARNm corrects étant produits en
moins grande quantité. La synthese protéique en elle-méme est normale mais la quantité de
protéine fonctionnelle a la membrane se retrouve diminuée. Enfin, la classe V1 est caractérisée
par une durée de vie moindre de la protéine a la membrane. La protéine y est instable et son

turn-over est augmenté (27).
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R553X R334W 278945G — A
Cl dF Cl Cl

Figure 2 Classification des mutations du géne CFTR.

Les mutations de classe Il sont les plus fréquentes. Parmi celles-ci, c’est la mutation
F508del correspondant a la délétion d’un seul acide aminé, la phénylalanine en position 508,
qui est la plus fréquente. Elle représente a elle seule 66% de la totalité des alléles mutés dans la
population mondiale (28,29). En Europe prés de 90% des individus présentent au moins un
exemplaire de cette mutation, la moitié environ étant homozygotes F508del/F508del (30). Les
autres mutations les plus « fréquentes » ne représentent chacune pas plus de 5% des mutations
totales. A titre d’exemple, les deux autres mutations les plus fréquentes, les mutations G542X
(classe I) et G551D (classe 111), ne représentent respectivement que 2.5% et 1.5% des mutations
totales, les individus présentant ces mutations étant en genéral hétérozygotes avec une mutation
de classe Il (29,30). Toutefois, il est a noter que 1’on observe une hétérogénéité dans la
distribution géographique des mutations. Si la mutation F508del est de loin la plus fréquente au
niveau mondial, sa prévalence varie en fonction des régions. Elle décline en effet du Nord-

Ouest de I’Europe vers le Sud-Est (29,31) et n’est que de 45% en Amérique Centrale et du Sud




et de seulement 28.5% dans le Moyen-Orient (32). D’autre part, la diversité des mutations se
retrouve également modifiée selon I’cthnicité des populations considérées. Le pool de
mutations est ainsi plus riche dans le Sud que dans le Nord de I’Europe. De méme, les
populations Asiatiques semblent présenter spécifiguement une plus grande hétérogénéité
mutationnelle par rapport aux populations Caucasiennes avec des mutations qui leurs sont

caractéristiques et que 1’on ne retrouve pas en Europe ni en Amérique du Nord (16,17,33-35).

1.2.2 Structure de la protéine CFTR

Le gene CFTR code pour la protéine du méme nom. La protéine CFTR est constituée
de 1480 acides aminés et s’exprime au pole apical des cellules épithéliales de nombreux organes
tels que les poumons, les intestins et les glandes exocrines (pancréas, glandes salivaires, glandes
sudoripares). Cette protéine appartient a la superfamille des transporteurs ABC (ATP-Binding
Cassette) — sous-famille C membre 7 (ABCC7) — et présente la structure classique de ces
transporteurs (36) : deux domaines transmembranaires (TMD1 et TMD2), composés chacun de
six hélices transmembranaires, et deux domaines de liaison des nucléotides (NBD1 et NBD2)
(Figure 1). CFTR possede en plus, comme certains ABC transporteurs, une région régulatrice
R, comprenant environ 240 résidus localisés entre le premier domaine de liaison des nucléotides
(NB1) et le second domaine transmembranaire (TMD2) (37). Ces cing domaines sont arrangés
dans I’ordre suivant, de ’extrémité N-terminale vers I’extrémité C-terminale : TMD1-NBD1-
R-TMD2-NBD2. Les domaines TMD constituent le pore du canal tandis que les domaines NBD
sont impliqués dans le mécanisme de « gating » (ouverture/fermeture) du canal ; le domaine R

est lui essentiel pour I’activation du canal (38).

1.2.3 Fonctions physiologiques de la protéine CFTR

Malgre les similarités structurales avec les transporteurs ABC, la protéine CFTR s’en
distingue fonctionnellement car il s’agit de I’unique membre de cette famille constituant un
canal ionique (39). CFTR est un canal chlorure régulé par I’AMPc. Son activité dépend de la
phosphorylation de sa région régulatrice par la protéine kinase A (PKA — protéine dépendante
de I’AMPc) et de la présence d’ ATP intracellulaire. La phosphorylation de la région R provoque
un changement de conformation qui rend possible la liaison de I’ATP a NBD1 (Figure 3). Ceci
permet alors la dimérisation des domaines NBD et la fixation d’une deuxiéme molécule d’ATP

sur le domaine NBD2 entrainant simultanément un changement de conformation des domaines
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TMD conduisant a I’ouverture du canal (40). Lorsque le canal est ouvert, les ions CI- sont
transportés a travers 1’épithélium, du cytosol vers le milieu extracellulaire en suivant le gradient
électrochimique. L’hydrolyse de I’ATP au domaine NBD2 induit finalement la fermeture du
canal. Bien que le canal CFTR discrimine fortement les cations, son pore n’est toutefois pas
trés sélectif envers les petits anions monovalents comme la plupart des canaux chlorures (41).
Ainsi, méme si la conductance de CFTR est maximum pour le chlore, sa perméabilité n’est
quant a elle pas restreinte uniquement aux ions ClI” et n’est d’ailleurs pas maximale pour ces
derniers (42). CFTR est donc capable de transporter d’autres substrats et joue un role important

dans le transport de certains anions notamment les ions bicarbonate HCO3™ (43,44).

La fonction de la protéine CFTR ne se limite toutefois pas qu’au transport d’ions. CFTR
possede également un réle régulateur sur le fonctionnement d’autres canaux ioniques et sur
certains mécanismes de transport intracellulaire (45). Parmi les canaux ioniques régulés par
CFTR, on peut citer les canaux ENaC (Epithelial Na Channel), canaux sodiques dont I’activité
est inhibée par CFTR (46) et qui jouent un réle particulierement important dans la

physiopathologie de la mucoviscidose.

Canal fermé

.. Milieu extracellulaire

Membrane

Milieu intracellulaire

Ouverture du
canal
Fermeture du
canal

< ) B B
0 0
J o)

Figure 3 Mecanisme moléculaire de fonctionnement du canal CFTR (Adapté de Cant et al.,
2014).
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1.2.4 Atteinte fonctionnelle de CFTR dans la mucoviscidose

La mucoviscidose est surnommée « maladie des mucus visqueux ». Cette appellation
prend son origine dans 1’altération de la couche liquidienne présente a la surface des voies
respiratoires. La surface des voies respiratoires est en effet recouverte d’un liquide appelé ASL
(Airway Surface Liquid). Ce liquide de surface regroupe deux composantes: la couche
périciliaire, ou PCL (Periciliary Layer), et le mucus (Figure 4). La PCL constitue la phase
inférieure de I’ ASL tandis que le mucus constitue la phase supérieure et se positionne au-dessus
des cils. Il est sécrété par les glandes sous-muqueuses et les cellules caliciformes et est constitué
de 1% de sels, 1% de macromolécules (glycoprotéines majoritairement — mucines, glycolipides)
et de 98% d’eau (47). L’eau est ainsi un composant essentiel du mucus. Le niveau d’hydratation
du mucus refléte 1’équilibre de la balance ionique de part et d’autre de la membrane cellulaire.
En conditions physiologiques, 1’épithélium respiratoire assure différents transports actifs
d’ions : les ions CI” sont sécrétés par le canal CFTR tandis que les ions Na* sont réabsorbés par
le canal ENaC. L’eau suit ces gradients ioniques par mouvements osmotiques (48,49) (Figure
4). A 1I’état physiologique, absorption et sécrétion sont coordonnées et permettent un maintien
du volume physiologique de I’ASL. CFTR, en tant que canal chlorure et inhibiteur du canal
ENaC, possede donc un réle régulateur important sur la capacité de 1’épithélium respiratoire a

maintenir un état d’hydratation adéquat du mucus.

Epithélium sain

Transport normal du mucus

Lumiére

Mucus

Couche périciliaire

Cellule ciliée

Cellule caliciforme

Cellule de Clara

Cellules endocrine Epithélium de mucoviscidose

Cellule basale - Stase du mucus

Epaisse couche
de mucus

Lame basale

] Cils écrasés

Figure 4 Transports ioniques et mouvement d’eau dans un épithélium respiratoire sain et dans
un épithélium respiratoire atteint de mucoviscidose. ASL : Airway Surface Liquid.

10



Lorsque le gene CFTR est mute, la protéine CFTR n’est pas présente a la membrane ou
est non fonctionnelle entrainant alors un déséquilibre des flux ioniques décrits plus haut. Ce
déséquilibre se caractérise par une augmentation de la différence du potentiel transépithélial a
1”épithélium respiratoire due a une réabsorption excessive d’ions Na* par levée d’inhibition des
canaux ENaC et a une sécrétion réduite d’ions C1” par perte de capacité a sécréter le chlore
(47,50-52). La perméabilité membranaire a la face apicale se retrouve augmentée pour les ions
Na* et diminuée pour les ions CI" (53-55). L’eau est alors réabsorbée par les cellules
épithéliales : la surface des voies respiratoires est déshydratée et I’ASL diminue en épaisseur
(52,56) (Figure 4). 1l en résulte la formation d’un mucus visqueux. La dérégulation du transport
des ions HCOs" participe également a la formation de ce mucus visqueux. En effet, la déplétion
du milieu extracellulaire en ions bicarbonate, qui ne sont plus excrétés par le canal CFTR

lorsque celui-ci est muté, empéche le déploiement correct des mucines (57-60).

1.3 Manifestations cliniques

La mucoviscidose est une maladie multi-systémique qui touche un grand nombre
d’organes et se caractérise par une apparition progressive des signes cliniques (61,62). Les
premicres manifestations apparaissent durant la période néonatale et sont d’ordre digestives.
Environ 15% des enfants atteints de mucoviscidose naissent avec un iléus méconial, obstruction
intestinale due a la présence de mucus visqueux dans les intestins. De plus, 85 a 90% des enfants
développent une insuffisance pancréatique responsable d’une malabsorption des nutriments
(61). Ces complications intestinales sont a 1’origine d’un retard de croissance des individus
(63). Les glandes sudoripares, le systeme respiratoire, le foie et le systeme reproducteur sont
également affectés. L ensemble des manifestations cliniques de la maladie sont résumées dans
la Figure 5. Dans la suite de ce manuscrit nous nous intéresserons uniquement aux atteintes

pulmonaires.
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Infertilite

Figure 5 Manifestations cliniques de la mucoviscidose.

L’atteinte pulmonaire constitue une atteinte secondaire par rapport aux autres
manifestations précoces et notamment intestinales de la maladie. En effet, les poumons sont en
apparence normaux a la naissance mais ils sont rapidement colonisés par les bactéries et
deviennent inflammés dans les premiers mois de vie (64-66). La progression de la maladie a
lieu par poussées successives due a des phénomenes d’exacerbations. Bien que ces phénomeénes
d’exacerbations tiennent une place centrale dans 1’évolution de la maladie, il n’existe
actuellement pas de definition standardisée des exacerbations pulmonaires. Celles-ci sont
identifiées sur la base d’un diagnostic clinique et correspondent globalement a des épisodes
aigus d’une aggravation des symptémes respiratoires associés a une déterioration de la qualité
de vie (67,68). Les symptdmes respiratoires se caractérisent par une augmentation de la toux et
des expectorations et un déclin irréversible de la fonction pulmonaire (68-72). Ces
exacerbations pulmonaires, causées le plus souvent par des infections bactériennes, ont un
impact négatif sur le pronostic de la maladie et conduisent, a terme, a une insuffisance
respiratoire qui constitue aujourd’hui 80% de la morbidité et de la mortalit¢ de maladie
(2,61,73).

12



1.4 Physiopathologie des atteintes pulmonaires de la maladie

Les processus physiopathologiques impliqués dans la mucoviscidose s’organisent
autour d’une triade formée par 1’obstruction, I’infection et I’inflammation des voies
respiratoires. Cette triade, dont les mécanismes sont décrits dans cette partie, assure ’auto-
entretien et la progression de la maladie (Figure 6).

Mutation de Cftr
Dysfonction de |z protéine CFTR ><
/N
cr
HCO,
V -~
@ Obstructiondes \
bronches ’?
Mucus visqueux et diminution /, \ ~ Remodelage
de la clairance muco-ciliaire [ f Dilatation desbronches at
/ g destruction des alvéoles

pulmonaires

(Croaeoooee

K

N Fonction respiratoire

SR

Poumon atteint de
mucoviscidose @ Inflammation bronchique

@ Infections bactériennes

Colonisation bactérienne

E chronique

S
Afflux de cellules inflammatoires
et sécrétion de cytokines

~_ _—

Figure 6 Triade constituée par 1’obstruction, I’infection et I’inflammation dans la
mucoviscidose.

1.4.1 Obstruction des voies respiratoires par le mucus

Comme décrit précédemment la deérégulation des transports ioniques dans la
mucoviscidose aboutit a la formation d’un mucus visqueux. Ce mucus visqueux écrase la PCL
(Figure 7). La PCL correspond a un gel qui constitue un environnement favorable aux
battements ciliaires en diminuant les forces de friction et en jouant un réle de lubrifiant pour
empécher 1’adhésion du mucus aux cellules (74,75). Ainsi dans la mucoviscidose, I’écrasement
de la PCL ne permet plus aux cils de battre librement car ils sont englués dans le mucus. La

clairance muco-ciliaire est ainsi diminuée : le mucus n’est plus évacué correctement et il
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s’accumule dans les voies respiratoires ou il y forme des bouchons obstructeurs au passage de

I’air a I’origine de difficultés a respirer.

il  Obstruction Epithélium atteint de mucoviscidose
/| des bronches .
: Stase du mucus Infection Inflammation
[ ]
* N pH Nejd !
- - & I8
H,0 SRS £ g ~ Elastase
b
Na* | cI

HCO3!

<=, Paeruginosa (i Cellules immunitaires (macrophages,
& S.aureus © lymphocytes, neutrophiles)

\ Fonction P
| respiratoire

Figure 7 Mécanismes physiopathologiques impliqués dans de la mucoviscidose.

1.4.2 Infections bactériennes

En situation physiologique, le mucus est protecteur. Son role est de retenir les bactéries
et particules inhalées qui seront ensuite éliminées par la clairance muco-ciliaire. Cette clairance
muco-ciliaire constitue le premier mécanisme de défense de I’appareil respiratoire contre les
pathogénes (76,77). Sous certaines conditions physiopathologiques particuliéres comme ¢’est
le cas dans la mucoviscidose, la clairance muco-ciliaire est diminuée. Le mucus non évacué
devient alors un nid propice au développement des bactéries. Dans la mucoviscidose, la stase
du mucus est associée a des infections chroniques des voies respiratoires par Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia ou encore
Stenotrophomonas maltophilia (61,62). S.aureus et P.aeruginosa sont les 2 pathogénes
prédominants (2,6) (Figure 7). La premiére acquisition de ces pathogenes respiratoires a lieu
dans les premiéres années de vie de I’enfant (78-80). Ces infections bacteriennes constituent
un elément clé des épisodes d’exacerbations pulmonaires car elles participent a la diminution

de la fonction respiratoire observée lors de ces épisodes (81-83).
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La seconde ligne de défense des voies respiratoires est assurée par I’activité
phagocytaire de cellules immunitaires (macrophages et neutrophiles) et par 1’action de
substances antimicrobiennes (défensines, lactoferrine, lysozyme) (84). Une altération de ces
mécanismes contribue a la mise en place d’un environnement favorable pour la prolifération et
la persistance des bactéries dans les voies respiratoires. Les zones hypoxiques formées par
I’accumulation du mucus favorisent le développement de P.aeruginosa en conditions anaérobie
sous la forme de biofilms (85,86). La croissance de P.aeruginosa en conditions anaérobie
favorise la transition vers sa forme mucoide, plus virulente et plus difficile a éradiquer (87-89).
En effet, les bactéries se retrouvent piégées dans le réseau trés compact formé par les mucines
et se situent hors d’atteinte des cellules phagocytaires et des substances antimicrobiennes
(90,91). D’autre part, la sécrétion de bicarbonate, qui fait défaut chez les patients atteints de
mucoviscidose, entraine une diminution du pH de 1I’ASL (92-96). Cette acidification de I’ASL
a un réle pivot car de nombreux mécanismes du systeme des défenses sont pH-dépendants :
clairance muco-ciliaire (97,98), propriétés visqueuses du mucus (99), fonction phagocytaire des
macrophages alvéolaires (100-102), activité protéique des substances antimicrobiennes
(94,96,103,104) ou encore inhibition directe de la croissance bactérienne (105). En cas
d’acidification du mucus, ces mécanismes de défense sont supprimés et rendent I’hdte plus

susceptible aux infections bactériennes.

1.4.3 Inflammation chronique

Les voies respiratoires des patients atteints de mucoviscidose contiennent un nombre
important de cellules inflammatoires (106) (Figure 7). L’infiltrat inflammatoire pulmonaire
observé chez ces patients est a dominance neutrophilique. Les interleukines 8 et 17 (IL-8 et
IL-17) constituent les chimio-attractants majeurs pour I’afflux des neutrophiles dans les
poumons. L activation de ces neutrophiles est essentiellement médiée par le facteur de nécrose
tumorale o (TNF-a), I’interleukine 13 (IL-1p) et les facteurs de stimulation des colonies de
granulocytes et de macrophages (G-CSF et GM-CSF). Une fois activés, les neutrophiles jouent
un réle central dans la génération et le maintien de la réponse inflammatoire. Ils assurent en
effet la sécrétion d’importantes quantités de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
permettant le recrutement d’autres cellules impliquées dans la réponse immunitaire y compris
eux-mémes. Les macrophages et les lymphocytes sont en effet augmentés dans les lavages
bronchoalvéolaires (LBA) des patients atteints de mucoviscidose. Ces macrophages et ces

lymphocytes produisent eux aussi plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-1p3,
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I’IL-6, I’IL-8, le TNF-a, I’interféron y (IFNYy) ou encore certains ligands de chimiokines (CCL2,
CCL5) qui perpétuent la réponse inflammatoire (106-108). L’analyse de LBA des patients
atteints de mucoviscidose révele d’autre part que les molécules anti-inflammatoires comme
I’IL-10 et les médiateurs de résolution de I’inflammation (lipoxines, résolvines, protectines)
sont sécrétées en moins grande quantité soulignant la predisposition de ces patients a
développer un phénotype inflammatoire chronique (109-111). Le facteur de transcription
NF-kB tient une place centrale dans la régulation de cette inflammation et de ces sécrétions
cytokiniques (108). En condition physiologique, les neutrophiles participent également a
1’élimination des pathogénes par la sécrétion de substances antimicrobiennes, la production de
pieges extracellulaires des pathogénes ou NETs (Neutrophil Extracellular Traps) et la
phagocytose des micro-organismes. Dans la mucoviscidose, ces processus d’élimination des
bactéries apparaissent anormaux (112-114). Les neutrophiles sécretent également plusieurs
protéases (neutrophile élastase — ELANE, cathepsine G, protéinase 3) et certaines
métalloprotéases matricielles (MMP — MMP8 et MMP9). Ces protéases ont un role essentiel
dans la dégradation de la matrice extracellulaire. La sécrétion abondante de ces protéases,
associée a un systeme anti-protéasique submergé, conduit in fine a la dilatation irréversible des
bronches, a la destruction des tissus pulmonaires et a une diminution de la fonction respiratoire
(115-118). Dans ce contexte, ELANE est un effecteur tout a fait particulier puisqu’il est en plus
associé a une augmentation de la production de mucus, a une activation d’ENaC et a une

dégradation de CFTR, éléments clés de la physiopathologie de la mucoviscidose (108).

En plus du déséquilibre de la balance protéolytique, les neutrophiles générent également
des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO). Ces ERO sont a I’origine d’un déséquilibre de la
balance redox et donc d’un stress oxydant. IIs provoquent aussi des dommages tissulaires,
stimulent la production de cytokines et participent a la diminution de la fonction respiratoire
(108,119). De plus, si les ERO constituent normalement un moyen de defense contre les
pathogenes, un relargage permanent est d’autant plus dommageable que les défenses

antioxydantes sont surpassées chez les individus atteints de mucoviscidose (120-123).

Les neutrophiles ne sont toutefois pas les seules cellules a participer a la persistance de
I’inflammation des voies respiratoires. En effet, les macrophages et les lymphocytes sont
présents en grandes concentrations dans les poumons des patients mucoviscidosiques et leur
fonction y est dérégulée (106,108). Ces cellules produisent notamment de trés grandes quantités
de cytokines pro-inflammatoires qui alimentent le recrutement et I’activation d’autres cellules

inflammatoires (124). De plus, les macrophages présentent une activité phagocytaire des micro-
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organismes réduite et une activité efferocytaire des débris apoptotiques et nécrotiques des
neutrophiles réduite (106,108). La non-élimination des pathogenes par les macrophages et les
neutrophiles perpétue les infections bactériennes. De méme, les débris de décomposition des
neutrophiles, comprenant médiateurs de 1’inflammation, ADN, protéases et ERO promeuvent

la réaction inflammatoire, 1I’épaississement du mucus et les dommages tissulaires.

Enfin, si on a longtemps cru que I’infection bactérienne était la cause premicre de
I’inflammation dans la mucoviscidose, plusieurs études suggérent I’existence d’une
inflammation préalable a toute infection (65,125-127). Les mécanismes a 1’origine de cette
inflammation stérile ne sont pas encore entierement élucidés mais pourrait impliquer une

réponse a I’hypoxie ou plus directement une réponse a la dysfonction de CFTR (128,129).

1.5 Facteurs modulateurs de la maladie

1.5.1 Correélation génotype/phénotype

La sévérité d’une maladie décrit I’ampleur de la maladie chez les personnes qui en sont
atteintes. La sévérité d’une maladie héréditaire est déterminée par I’interaction de 3 facteurs
(130). La nature de la mutation dans le gene incriminé qui modifie de maniére plus ou moins
importante le réle physiologique de la protéine codée par ce géne. Le contexte génétique dans
lequel le géne muté opere : I’expression du géne défectueux est-elle dépendante de 1’expression
d’autres geénes ? L’activité de la protéine implique-t-elle d’autres partenaires protéiques ? Si
oui, quels seraient les effets de mutation sur de tels génes et protéines ? D’autre part, des
mutations sur des genes codant pour des protéines impliquées dans les processus
physiopathologiques de la maladie peuvent également directement moduler la sévérité de la
maladie. Enfin, I’environnement influence également 1’expression des génes et des protéines.
Avec une fonction protéique de CFTR totalement abolie, les mutations des classes | a 111 sont
usuellement associées a un pronostic sévere de mucoviscidose (131,132). Au contraire, les
mutations des classes 1V a VI, caractérisées par une fonction residuelle de CFTR et un transport
d’ions chlorure réduit mais existant, sont associées a une sevérité de la maladie plus modérée.
Cette relation entre génotype de CFTR et sévérité de la maladie est surtout vraie dans la
détermination du statut de la fonction pancréatique (133-135). Si la nature de la mutation de
CFTR semble aussi étre corrélée a la concentration de chlorures dans la sueur et donc a la
fonction de la protéine, celle-ci reste tres variable méme entre des individus de méme génotype

(136-138). Il en est de méme pour la fonction pulmonaire (139-141). 1l existe ainsi une grande

17



variabilité phénotypique des patients présentant les mémes mutations qui ne permet pas
d’établir clairement une corrélation entre génotype de CFTR et expression pulmonaire de la
maladie (142-144). La diversité des cas cliniques ne peut étre expliquée par la seule variabilité
génotypique de CFTR. Cela penche en faveur de I’implication d’autres facteurs modulateurs de

la maladie, de nature génétique ou environnementale (135).

1.5.2 Facteurs genétiques

Plusieurs études menées chez des jumeaux et des fréres et sceurs ont montré que la
variation de la fonction pulmonaire était plus faible entre des jumeaux monozygotes qu’entre
des jumeaux dizygotes ou des fréres et sceurs (145-147). Ces résultats suggérent I’implication
de facteurs héritables autres que CFTR dans la modulation de I’aspect pulmonaire de la maladie.
Ces facteurs héritables sont des génes qui, par leur génotype et leur expression, viennent
modifier I’expression de CFTR. La part de contribution de ces génes modificateurs dans la

variation de la fonction pulmonaire a été estimée a 50% (146,147).

Sur la base d’études d’association pangénomique (ou GWAS pour Genome-Wide
Associated Study), cing loci modulateurs de la sévérité pulmonaire de la mucoviscidose ont pu
étre identifiés. Ces loci comprennent les genes MUC4/MUC20, SLC9A3, le complexe
d’histocompatibilité de classe 11 (HLA II), AGTR2/SLC6A14 et EHF/APIP (148,149). Les
niveaux de modulation de ces génes sont pléiotropiques — iléus méconial, insuffisance
pancréatique, déclin de la fonction pulmonaire, précocité de la primo-infection par
P.aeruginosa (150-153) — et les mécanismes par lesquels ces genes modulent la maladie sont
plus ou moins identifiés (149,154-158). Par ailleurs, d’autres génes ont été sélectionnés et testés
al’aide d’une approche gene candidat basée sur la compréhension et les connaissances actuelles
de la physiopathologie de la maladie. Les études se sont surtout intéressées a des genes
impliqués dans la réponse inflammatoire, la réponse immunitaire, le remodelage tissulaire et a
des génes codant pour des canaux ioniques. Ainsi, des génes comme TGFBL1, IL8, IL1B, NOS
ou bien MBL2 ont été identifiés comme potentiels genes modificateurs de la sévérité de la
maladie (157,159). Enfin, des modifications épigénétiques altérant la machinerie de 1’épissage

pourraient aussi étre impliquées dans la régulation de la sevérité de la maladie (160-162).

18



1.5.3 Facteurs environnementaux

Si les facteurs génétiques permettent d’expliquer 50% de la variation de la fonction
pulmonaire, les 50% restant seraient quant a eux expliqués par des facteurs non génétiques ou
facteurs environnementaux (147). En effet, il a pu étre montré que la différence de fonction
respiratoire entre jumeaux et fréres et sceurs augmente lorsque ceux-ci commencent a vivre dans
des environnements différents. Ces facteurs environnementaux regroupent tout ce qui ne touche
pas a la génétique et qui a attrait au milieu et au mode de vie : expositions environnementales,
conditions météorologiques, statut socio-économique, régime alimentaire, activité physique ...
L’ensemble de ces facteurs environnementaux définit ce que 1’on appelle 1’exposome.
L’exposome correspond a la somme de toutes les expositions environnementales qu’un individu

subit au cours de sa vie, de sa conception jusqu’a sa mort (163).

Une exposition aux bactéries présentes dans I’environnement conduit & des infections
bactériennes intermittentes ou chroniques par P.aeruginosa, S.aureus et H.influenzae. Or, ces
infections bactériennes constituent un élément central des exacerbations et un déterminant clé
de la morbidité et de la progression de la pathologie. Comme mentionné précédemment, la
primo-infection par P.aeruginosa survient généralement dans les 2 & 3 premieres années de vie
(78-80). Il a été montré qu’une primo-infection plus précoce par P.aeruginosa était associee a
une forme plus sévére de mucoviscidose (164). La précocité de I’infection est ainsi corrélée a
une diminution accélérée de la fonction respiratoire et a une augmentation du taux
d’exacerbations pulmonaires et constitue un facteur prédictif de mortalité (165-169). Par
ailleurs, des études récentes attestent de D’influence de facteurs météorologiques et
géographiques sur 1’acquisition de ces pathogénes. Entre autres, la température, I’humidité, les
précipitations, la saisonnalité ainsi que la longitude, la latitude et 1’altitude du lieu de résidence

ont été associees avec un risque accru de primo-infection par P.aeruginosa (170-176).

Le polluant environnemental le plus étudié jusqu’a présent est sans doute la fumée de
cigarette (177,178). Celui-ci a été étudié chez des patients atteints de mucoviscidose dés les
années 1990. Une exposition a la fumée de cigarette est ainsi associée a un pronostic clinique
plus mauvais. Parmi les effets induits, on peut citer : diminution de la croissance et du poids
chez les enfants (179-181), fonction respiratoire réduite (180,182,183), augmentation de
I’incidence des infections par MRSA et par des bactéries anaérobie et durée de traitement par
antibiotiques plus longue (181,184), déshydratation de I’ASL (185) et dysfonction de CFTR
(186-189). Outre la fumée de cigarette, d’autres polluants environnementaux, la pollution

atmosphérique a également été associée a une augmentation de la morbidité de la maladie (190).
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Les effets spécifiques de la pollution atmosphérique dans un contexte de mucoviscidose seront

détaillés en derniere plus loin.

Le statut socio-économique correspond a la position sociale d’un individu. Il s’agit
d’une mesure globale de son acces a un certain niveau de ressources économiques, éducatives
et sociales. Ce statut peut tout a fait influencer 1’évolution d’une maladie dans la mesure ou des
individus de statut socio-économique bas tendent a vivre dans des zones plus polluées, a avoir
des ressources financiéres plus faibles et un acces limité aux structures de soins et a certains
traitements ce qui pourrait contribuer a une augmentation de la morbidité. Ainsi, il a été montré
gu’un statut socio-économique bas était associé a un indice de masse corporelle plus faible, une
fonction respiratoire diminuée et un risque de mortalité augmenté chez des patients

mucoviscidosiques (191).

Enfin, d’autres facteurs peuvent cependant avoir des effets positifs sur le cours de la
maladie. La pratique d’une activité physique chez des enfants atteints de mucoviscidose est
clairement associée a des effets bénéfiques sur la progression de la maladie avec un
ralentissement du déclin de la fonction respiratoire, une augmentation de la capacité aérobie et
une ameélioration globale de la qualité de la vie (192-195). L’activité physique pourrait

également compenser les effets nefastes du tabagisme passif (184).

1.6 Modéles d’étude pré-cliniques de la mucoviscidose

Les mode¢les d’étude pré-cliniques actuels de mucoviscidose sont nombreux et on trouve

aussi bien des modeles animaux que des modeéles cellulaires.

Le premier modéle animal de mucoviscidose a vu le jour en 1992 par insertion d’un
codon stop prématuré dans I’exon 10 de la séquence du géne Cftr (196). Depuis, de nombreux
autres modeles ont suivi sur des fonds génétiques variés. Une description de ces modeles peut
étre trouvée dans I’article de Wilke et al. (197). Ces modeles se differencient sur leur
construction et la nature de la mutation présente dans le géne Cftr mais sont pour la plupart des
modeéles dits « knock-out » chez lesquels le géne Cftr a été inactivé. Cette inactivation de Cftr
entraine une perte de fonction totale de la protéine CFTR. Ces animaux présentent une mortalité
sévere dans la période périnatale pour cause d’obstruction intestinale ce qui limite 1’étude de la
maladie a I’age adulte. D’autres modeles dits « knock-in » présentent eux des mutations
specifiques de Cftr et un taux de survie plus grand jusqu’au sevrage. Si le phénotype intestinal
est bien reproduit chez ces modeles et que 1’épithélium nasal refléte les anomalies de transport
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ionique observées chez I’Homme, aucun phénotype pulmonaire n’est observé en 1’absence de
toute stimulation infectieuse. Ceci pourrait en partie étre expliqué par un transport de chlore
pris en charge par des canaux chlore actives par le calcium (198).

Parmi tous les modeles murins qui existent, nous allons nous intéresser a 2 modeles en
particulier dans la suite de ce manuscrit. Le premier modéle est le modéle Cftr™EUR 11 s’agit
d’un modele pour une délétion ponctuelle de la phénylalanine en position 508 a été insérée dans
I’exon 10 par la méthode du « hit and run » (199). Ce modéle possede donc I’avantage de
présenter la mutation la plus freqguemment observée chez les patients. Comme évoqué plus haut,
ce modele est caractérisé par un phénotype intestinal mais échoue a reproduire un phénotype
pulmonaire. Le second modéle qui nous intéresse est le modéle Scnnlb-Tg décrit en 2004 par
Mall et al. (200). Ce modele présente une surexpression spécifique de la sous-unité § du canal
sodique ENaC (Epithelial Sodium Channel) dans les cellules pulmonaires. Cette surexpression
ciblée, responsable d’une hyperabsorption de sodium, permet a elle seule de reproduire un
phénotype pulmonaire trés proche de celui observé chez I’Homme caractérisé par une déplétion
de I’ASL, une obstruction des voies respiratoires par le mucus, une susceptibilité aux infections
bactériennes spontanées et de 1’inflammation d’origine neutrophilique. Le transport de chlore
reste normal puisque le gene Cftr n’est pas affecté. De méme, ces souris ne présentent pas
d’atteinte intestinale. Les souris de cette lignée constituent actuellement le modéle le plus
complet en terme de fidélité de reproduction du phénotype pulmonaire de la mucoviscidose. Si
a ce jour, les modéles murins restent les plus nombreux et les plus utilisés, quelques modéles
de rats, furets et cochons émergent car ils présentent 1’avantage de pouvoir développer

spontanément un phénotype pulmonaire (198,201,202).

En conclusion, la mucoviscidose est une maladie génétique multi-systémique affectant
principalement les appareils digestifs et respiratoires et qui est due a la mutation d’un seul géne,
le géne CFTR, pour lequel plus de 2 000 mutations ont été identifiées. La dysfonction de CFTR
résulte en une déshydratation de la surface des voies respiratoires qui conduit a un
¢épaississement des sécrétions muqueuses qui obstruent les voies respiratoires. L’obstruction
des voies respiratoires par le mucus est associée a des infections bactériennes persistantes et
une inflammation chronique qui conditionnent a terme une destruction des tissus pulmonaires
et un déclin irréversible de la fonction respiratoire responsable de I’essentiel de la morbidité et
de la mortalité des patients. Toutefois, la mucoviscidose se caractérise par une grande diversité
des cas cliniques qui reste a ce jour encore mal comprise. En effet, des patients présentant les
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mémes mutations peuvent présenter une expression différente de la maladie, notamment au
niveau pulmonaire. La variabilité génétique de CFTR ne suffit ainsi pas a expliquer la variabilité
phénotypique observée chez les patients. Ceci suggere 1’implication de facteurs modulateurs de
la maladie, d’origine génétique ou environnementale. Si I’implication des genes modificateurs
dans la modulation de I’expression phénotypique de la mucoviscidose est de mieux en mieux
étudiée, il subsiste au contraire un manque de connaissance sur ’implication des facteurs

environnementaux.
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2 La pollution atmosphérique : un enjeu environnemental

majeur

2.1 Qu’est-ce que la pollution atmosphérique ?

2.1.1 Composition chimique

La pollution atmosphérique se définit comme un mélange de milliers de polluants dont
les concentrations sont pour la plupart a I’état de trace et varient de quelques parties par
milliards (ppb) a des parties par millions (ppm). Ce mélange est souvent décrit comme

complexe, et ce a plusieurs titres :

1) 11 est multiphasique, c’est-a-dire qu’existe en son sein aussi bien une phase gazeuse (non

condensée) et une phase particulaire (condensée).

2) En plus d’étre constitué de divers composés de diverses natures chimiques, ce mélange

évolue a la fois dans le temps et dans 1’espace.

La phase gazeuse correspond a 1’ensemble des polluants gazeux présents dans
I’atmospheére a savoir en plus des composés majoritaires de 1’atmosphére du dioxyde de carbone
— COz, du méthane — CH4 mais aussi des oxydes d’azote — NOx, du dioxyde de soufre — SO,
de 1’0zone — O3 et des composés organiques volatils — COV. Les COV sont des composés
organiques caractérisés par leur grande volatilité et comprennent des membres de plusieurs
familles chimiques : des alcanes (par exemple éthane, propane, isopentane, isobutane ...), des
alcenes (éthyléne, propéne ...), des hydrocarbures aromatiques mono et polycycliques — HAM
et HAP (benzene, xyléne, toluéne, benzo[a]pyréne ...), des aldéhydes (formaldéhyde,
acétaldéhyde ...), des cétones (acétone ...) ou encore des acides carboxyliques (acide formique,

acide acetique ...).

La phase particulaire, encore appelée aérosol, correspond a I’ensemble des particules
liquides ou solides en suspension dans un gaz. Les matiéres particulaires, ou PM pour
Particulate Matter, sont catégorisées en fonction de leur taille qui s’étend de plusieurs
micrometres a quelques nanomeétres (203). Les plus grosses, les PMio dites particules
« grossiéres », correspondent aux particules ayant un diametre aérodynamique moyen inférieur
a 10 um. Les PM2s et les PMo.1, particules plus petites appelées particules fines et ultrafines
(PUF), présentent un diamétre inférieur a 2.5 et 0.1 um respectivement. En plus de cette

diversité de taille, les particules possédent des morphologies variables. En ce qui concerne leur
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composition, on y distingue une fraction inorganique ou minérale, composée de sels (carbonate
de calcium, chlorure de sodium ...), de sulfates, de nitrates, d’ammoniums, de métaux lourds
(vanadium, chrome, zinc, cobalt ...) ou encore de composés d’origine biogéne (pollens, spores,
micro-organismes ...), et une fraction organique constituée de carbone élémentaire amorphe
(particules « black carbon » ou particules de suies) et de carbone organique présent sous forme
de nombreux composés différents (alcanes, alcénes, esters, acides carboxyliques, alcools,
aldéhydes, HAP ...) (203,204). La taille et la composition chimique des particules sont
fortement influencées par la nature de la source émettrice des particules, ce qui induit une

grande hétérogénéité des aérosols.

2.1.2 La pollution atmosphérique en zone urbaine et péri-

urbaine

Les polluants sont émis par des sources de natures différentes, naturelles ou
anthropiques, qui varient largement en fonction du temps et de 1’espace. Dans le cadre de ces
travaux de thése je me suis rapidement focalisée sur des cas d’étude en lien avec 1’urbain et le
péri-urbain, pour les trois raisons suivantes : 1) c’est dans ces zones qu’est concentrée la
majeure partie de la population mondiale, 2) ¢’est dans ces zones que 1’on a les meilleurs suivis
épidémiologiques de cohortes, 3) c’est dans ces zones que 1’on a une excellente vision de ce
qui constitue la pollution atmosphérique au vu de la densité de certains réseaux de surveillance
de la qualité de I’air. Ces environnements sont notamment fortement influences par les sources
anthropiques (trafic, industries...), qui de plus voient I’émission de COV d’origine biogénique
(COvB).

La pollution urbaine est, de maniére synthétique, liée a des sources de pollution
nombreuses, en lien avec la diversité des activités urbaines, la mobilité et la densité de
population des villes. Historiqguement les premiéres évaluations des pollutions (acidité forte et
fumées noires) révélaient surtout I’impact des émissions soufrées industrielles (tout
particulierement SO2), comme en France ou les premiéres mesures ont été effectuees au début
des années 1960. Les industriels et les médecins qui voulaient mieux connaitre le risque
sanitaire quantifiaient dans le méme temps les polluants, afin d’objectiver les plaintes et les
confronter a des normes qui se sont imposées progressivement. La surveillance, pilotée par
I’Europe et les instances internationales, s’est progressivement développée grace a la mise au

point d’outils de mesure et de modéles présentant une résolution de plus en plus fine, si bien
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qu’actuellement les niveaux des polluants atmosphériques peuvent étre pour certains connus a

I’échelle de la rue.

La surveillance de la pollution n’a cessé d’évoluer en fonction du développement des
activités polluantes de la ville. Si les industries ont pour beaucoup de villes peu a peu déserté
le milieu urbain (notamment en Europe de 1’Ouest, réduisant de ce fait les émissions soufrées
au sein des villes), la circulation automobile s’est au contraire intensifiée, entrainant une

augmentation des oxydes d’azote dans I’atmosphere.

Le chauffage domestique est également une source de pollution, la nature des fumées
émises dépendant du combustible utilisé. 1l a évolué au fil des années : le charbon a été
progressivement remplacé par le fuel, puis par le gaz et 1’¢électricité, sans oublier le bois,
considéré comme « vertueux » vis-a-vis de 1’effet de serre, puisque le dioxyde de carbone (CO>)
dégagé au cours de sa combustion correspond a celui qui a été emmagasiné par 1’arbre au cours
de sa croissance. Cependant, les recherches entreprises sur les effets négatifs des combustibles
sur la santé ont mis en avant la responsabilité du carbone suie (black carbon) que dégagent des

combustions incomplétes comme celle du charbon, du diesel et du bois.

La mesure des oxydes d’azote (NOx), polluants caractéristiques de la circulation
automobile, s’est généralisée plus tardivement — seulement dans les années 1990 en France,
alors que 1’augmentation du nombre de véhicules fut continue au cours du XXe siecle. Par
exemple, a Paris, le nombre de voitures immatriculées était de 288 en 1899, 11 136 en 1913,
400 000 en 1938 et 800 000 en 1954 (205)

Les oxydes d’azote et les particules sont désormais les polluants les plus caractéristiques
de la mauvaise qualité de I’air de I’ensemble des villes du monde. La répartition spatiale des
niveaux de dioxyde d’azote (NO>) reflete son origine, qui est principalement liée au transport
automobile puisque les zones présentant les niveaux les plus élevés de NO2 suivent les grandes
infrastructures routiéres. C’est ainsi que 1’étude Aphekom (Improving Knowledge and
communication for Decision Making on Air Pollution and Health in Europe), qui a évalué
I’impact sanitaire et économique de la pollution atmosphérique urbaine dans 25 villes
européennes, a pu mettre en évidence une perte d’espérance de vie pour les personnes qui vivent

a proximité des grands axes routiers.

Les particules, dont on connait de mieux en mieux la nocivité, restent un polluant urbain
majeur. Les particules fines en suspension (inférieures a 1 ou 2 micrométres) sont invisibles et

peuvent adsorber ou agglomérer d’autres polluants toxiques — comme les hydrocarbures
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aromatiques polycycliques, les dioxines, les composés organiques volatils non méthaniques, les
métaux lourds — puis les transporter dans les poumons. Les suies sont des particules dites
primaires, car directement issues des sources de pollution — ici les processus de combustion. En
dépit des filtres a particules, le moteur Diesel reste le principal responsable des émissions de

carbone.

A I’échelle mondiale, les particules d’origine naturelle soit essentiellement les grosses
particules représentent environ 90% de la masse des émissions totales, les 10% restant étant
d’origine anthropique et essentiellement des petites particules (206). Si cette disproportion
parait a premiére vue étonnante, elle s’explique par les importantes émissions de sels de mer et
de poussieres désertiques qui représentent a elles seules 90% des émissions naturelles. En effet,
la surface terrestre est couverte a 72% par les océans et les déserts. Cependant, il est a noter que
la source anthropique est I’élément contributeur majeur sur la taille et la composition des
aérosols totaux. L’émission d’aérosols fins ainsi que les concentrations atmosphériques de
métaux lourds, sulfates, soufre particulaire et de certains composés organiques sont aujourd’hui

quasiment exclusivement liées a la composante anthropique (206,207).

Méme si elles n’ont pas été considérées dans mon premier mod¢le d’atmosphére urbaine
simulée, les sources de pollution en milieu intérieur sont également nombreuses : appareils a
combustion, tabagisme, produits ménagers, produits de bricolage, allergenes ... Les processus
de combustion aux énergies fossiles pour le chauffage et la cuisine sont par exemple
particulierement émetteurs de particules, CO, suies et NOx.

2.1.3 Evolution et transport des polluants

Le mode de formation des polluants définit leur caractére primaire ou secondaire. Ainsi,
les polluants primaires correspondent aux polluants directement émis dans 1’atmosphere depuis
la source. Une fois rejetés dans I’atmosphére, ces polluants réagissent entre eux par réactions
photochimiques induites sous 1’effet de I’irradiation solaire pour former des polluants dits
secondaires. Cette réactivité chimique est instantanée. Une illustration classique du polluant
secondaire est I’ozone, oxydant qui n’est émis par aucune source naturelle ou anthropique :
I’ozone se forme dans le contexte d’un cycle chimique impliquant les NOx et les COV,

notamment en conditions de fort ensoleillement (Figure 8).
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Figure 8 Formation de I'ozone troposphérique. L’o0zone, en tant que polluant secondaire, se
forme dans la troposphére (0 a 10 km d’altitude), soit dans la couche basse de I’atmosphére
disjointe de la « la couche d’ozone » a plus haute altitude formée par 1’ozone stratosphérique.
Sous I’action des rayons du soleil, le dioxyde d’azote (NO2) émis par le trafic routier se
photodissocie en monoxyde d’azote (NO), libérant ainsi un atome d’oxygene. Cet atome
d’oxygene réagit avec le dioxygene de I’air (O2) pour former de 1’0zone (O3). Le NO peut réagir
avec 1’0z pour reformer du NOz. Ce cycle peut aboutir a une situation d’équilibre des
concentrations d’Os. Cependant, en présence de composes organiques volatils (COV) émis par
les activités industrielles ce cycle est perturbé. Ces COV réagissent avec les radicaux présents
dans I’atmospheére pour former des COV oxydés (COVox). Les COVox, tout comme les COV
biogéniques émis par la végétation (COVB), alimentent le cycle de formation de I’Os. IIs entrent
en effet en compétition avec 1’03 pour réagir avec le NO et reformer du NO2. L’Oz n’est plus
consommeé et s’accumule. En période de fort ensoleillement et de fortes chaleurs comme c’est
le cas en ¢été, ces réactions sont a 1’origine de pics de pollution a I’Os. Ces pics sont maximums
dans I’aprés-midi car I’irradiation solaire et par conséquent les réactions photochimiques sont
maximales (Adapté de Blayac et al., 2022).

Les aérosols secondaires que nous considérons dans nos simulations d’épisodes de
pollution urbains sont les Aérosols Organiques Secondaires (AOS), désignés ainsi car ils sont
formés majoritairement de matiére organique. Ils résultent ainsi de la conversion en particules
des gaz présents dans I’atmosphére et représentent 70 a 80% de 1’aérosol de pollution (204).
Cette conversion, soit directement gaz-particule par condensation de précurseurs gazeux sur
eux-mémes (comme les COV par exemple), soit par condensation de molécules de gaz ou d’eau
sur des nanoparticules preexistantes, est appelée nucléeation et constitue le mécanisme de base
pour la formation de nouvelles particules (PUF). D’autres phénomeénes de condensation et

d’adsorption de gaz a la surface des particules associés a des phénomenes de coagulation,
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agrégation puis coalescence de plusieurs particules, participent a la formation d’aérosols
secondaires de granulométrie plus élevée (PMas et PMio) (Figure 9). Les principaux
précurseurs de ces AOS sont les NOx et les nitrates, les COVB et les COV ainsi que I’ammoniac
(NHs3).
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Figure 9 Distribution granulométrique des particules et formation des AOS résultant de
processus d’oxydation photochimiques.

Une fois émis, les polluants ne restent pas sur leur site d’émission mais transportés dans
I’atmosphére ou leur temps de résidence est fonction des conditions météorologiques (208).
Suite a des phénomeénes de convection, les polluants montent en altitude et sont dispersés dans
I’atmosphére. Leur déplacement est ensuite 1ié¢ a celui des masses d’air (vent). La distance
parcourue par les polluants dépend de leurs propriétés physico-chimiques. Les aérosols les plus
fins pourront se déplacer sur de tres longues distances alors que les grosses particules vont
rapidement sedimenter. La durée de vie d’un aérosol est en moyenne de 7 a 10 jours apres son
émission (209,210). Apres avoir eté transportées, les particules finissent par se redéposer soit
par dépot sec avec la gravité soit lors d’épisodes de précipitations, c¢’est ce qu’on appelle le
dépdt humide (203,211,212). La réactivité chimique des polluants, liée a leur composition, entre
également en jeu dans le transport de ces derniers. Un polluant tres réactif ne pourra
logiquement pas étre transporté loin de son site d’émission puisqu’il réagira quasiment

instantanément aprés son émission. On peut citer par exemple, le radical hydroxyle (OH®) qui
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réagit quasi instantanément apres sa production et n’est transporté que sur quelques métres tout
au plus (203). Au contraire, des polluants peu réactifs comme le CHa, les chlorofluorocarbones
ou les polluants organiques persistants (HAP, polychlorobiphényles, dioxines, furanes) vont
étre transportés sur de longues distances par rapport a leur site initial de production (jusqu’a
10 000 km) et resteront dans I’atmosphére pendant plusieurs dizaines voire une centaine
d’années (203). La contamination de 1’atmosphére devient ainsi globale et affecte méme des

zones dépourvues de sources d’émission (Arctique, Antarctique).

2.1.4 Meétrologie de la qualité de I’air

Face aux préoccupations grandissantes de santé publique concernant la pollution
atmospherique, la qualité de I’air a été amenée a étre surveillée (Figure 10). Les concentrations
de polluants sont ainsi controlées dans de nombreux pays a I’aide de stations de mesure de la
qualité de 1’air. Ces stations ont pour but de mesurer les concentrations en polluants de Iair
dans une zone donnée. Les polluants classiquement surveillés, car considérées comme des
indicateurs globaux de la qualité de I’air, sont les NOx, les particules (PM2s et PM1o), 1’Og, le
SO et le CO, et permettent d’intercomparer divers niveaux de pollution atmosphérique. Les
stations de métrologie qualité de I’air réalisent des mesures en continu (mesures quart-horaire

a horaire classiquement) et permettent ainsi un suivi en temps réel de la qualité de I’air.

Il existe différentes « typologies » de sites permettant de qualifier la pollution de l'air
dans des environnements variés afin d'appréhender au mieux l'exposition réelle de la
population. Les différentes typologies de stations sont les sites urbains (suivi de I'exposition
moyenne de la population aux phénomeénes de pollution atmosphérique dits "de fond" dans les
centres urbains), les sites périurbains (suivi de la pollution photochimique notamment de
I’ozone et de ses précurseurs, et éventuellement les polluants primaires et suivi du niveau
moyen d’exposition de la population aux phénomenes de pollution atmosphérique dits "de
fond" a la peériphérie du centre urbain), les sites trafic (suivi des informations sur les
concentrations mesurées dans des zones représentatives du niveau maximum d’exposition
auquel la population, située en proximité d’une infrastructure routiére, est susceptible d’étre
exposee), les sites ruraux (surveillance de I'exposition des écosystemes et de la population en
milieu rural a la pollution atmosphérique « de fond », notamment photochimique, a I'échelle

régionale) et enfin les site industriels (fourniture d’informations sur les concentrations mesurées
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dans les zones représentatives du niveau maximum auquel la population riveraine d'une source

fixe est susceptible d'étre exposée par des phénomenes de panache ou d'accumulation).

D’autres outils viennent compléter la mesure directe des polluants en stations en
prédisant la qualité de 1’air comme c’est le cas en météorologie. Il s’agit des modéles de chimie
transport. A partir des flux d’émissions et de données météorologiques, ces modéles permettent
de prédire dans le temps (réactivité chimique) et dans 1’espace (transport), 1’évolution d’un
panache de polluants. L’utilit¢ de ces mode¢les réside en la capacité a estimer, en tout point
d’une zone géographique donnée, les concentrations de polluants pour des périodes passées,

présentes ou futures.
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Figure 10 Production et diffusion des données de Qualité de 1’Air : 1’air ambiant est capté par
les stations afin d’étre analysé par du matériel de mesure spécifique, étalonné et vérifié
systématiquement. Les données acquises par les appareils de mesure sont transmises a un
serveur central, afin d’y étre consolidées et validées par une équipe de spécialistes, experts dans
I’analyse de ces mesures. Une fois validées, ces données servent & alimenter trois grands axes
de travail : 1/ la modélisation qui en associant les mesures de terrain avec les données
d’inventaires des émissions et les données météorologiques permet d’obtenir des prévisions de
qualité de I’air a j+1, j+2, ... 2/ la diffusion des données pour informer le citoyen sur la qualité
de I’air qu’il respire 3/ dans certains cas (selon les pays) une centralisation des données au
niveau national voire un rapportage a plus haut niveau (européen...) (Adapté de
https://www.airbreizh.asso.fr/mesure/).

2.1.5 Réglementation de la qualité de Pair

Les mesures de concentration en polluants effectuées en stations ou modélisées par les
modeles de chimie transport sont & interpréter en connaissance de la réglementation en vigueur

propre a chaque pays. En France, ce sont les normes européennes de la directive de 2008 qui
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sont appliquées. Le Tableau 1 présente les valeurs limites ou valeurs seuils a ne pas dépasser
afin d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs du polluant correspondant sur la santé.
A I’échelle mondiale, 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) émet des recommandations
relatives a la qualité de I’air. Celles-ci traduisent 1’état actuel des connaissances scientifiques
sur les effets de la pollution de I’air sur la santé mais ne constituent pas une réglementation a
respecter. Il est a noter qu’en 2021, I’OMS a révisé ses lignes directrices mondiales sur la qualité
de I’air devenues plus exigeantes que les précédentes au regard des effets néfastes sur la santé
de la pollution atmosphérique, ceci a des concentrations encore plus faibles que celles
considérées auparavant (Tableau 1) (213,214). Ces recommandations sont complétées par des
valeurs cibles intermédiaires qui constituent des objectifs de qualité intermédiaires (Tableau 1).
Ceux-ci visent a guider les efforts de réduction de pollution en vue d’atteindre les niveaux des

lignes directrices dans les pays ou les niveaux de polluants sont tres largement dépasses.

Tableau 1 Valeurs limites européennes et recommandations de I’OMS relatives a la qualité de
’air.

Recommandations Cibles intermédiaires

Durée Normes UE
Polluant de POMS
d’exposition 2008

2005 2021 1 2 3 4
PM:s Annuel 25 10 5 35 25 15 10
(Hg/m?) 24h - 25 15 75 50 375 25
PMyg Annuel 40 20 15 70 50 30 20
(Hg/m?) 24h 50 50 45 150 100 75 50
Annuel 40 40 10 40 30 20 -

NO-
(ugm?) 24h - - 25 120 50 - -

m
e 1h 200 200 - - - - -
Os; Saison de pointe * - - 60 100 70 - -
(ug/m?) gh ™ 120 100 100 160 120 - -
24h 125 20 40 125 50 - -

SO,
o 1h 350 - - - - - -

m
2 10 min - 500 500 - - - -
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24h - - 4 7 - - -

Cco 8h 10 10 10 - - - -
(mg/m?3) 1h - 35 35 - - - -
15 min - 100 100 - - - -

Les valeurs présentées dans ce tableau sont des concentrations moyennes sur la durée d’exposition indiquée.

* Moyenne de la valeur maximale d’O3 sur 6 mois consécutifs avec la plus forte concentration en Oz des moyennes
glissantes sur 6 mois

** Moyenne de la valeur maximale d’Os sur 8h

Avec pres de 85% de notre temps passe dans des lieux clos, la qualité de I’air intérieur
est elle aussi surveillée. Une mauvaise aération et une mauvaise ventilation peuvent en effet
entrainer une pollution 5 fois plus grande en milieu intérieur par rapport au milieu extérieur.
Les recommandations concernant les polluants présentés dans le Tableau 1 restent valables en
milieu intérieur. Des recommandations supplémentaires et spécifiques a certains COV évoqués
plus haut et particulierement abondants en environnement intérieur ont été émises par I’OMS
en 2009 (215).

2.1.6 Niveaux de pollution mondiaux actuels

Dés les années 1770, la révolution industrielle marque le début d’une époque de
transition d’une société agricole vers une société industrialisée tournée vers la mécanisation des
procédés grace a la combustion d’énergies fossiles. Cette combustion d’énergies fossiles, qui
produit énormément de gaz a effet de serre, a conduit a accroitre la pollution atmosphérique
mondiale. Si depuis les années 1990-2000 on note une baisse progressive des émissions de
polluants et de leurs concentrations dans 1’air dans les pays développés d’ Amérique du Nord et
d’Europe (216-218), les niveaux de pollution restent toutefois a des niveaux trés elevés. En
effet en 2019, 99% de la population mondiale respiraient un air pollué ne respectant pas les
limites recommandées par I’OMS, tous polluants confondus (219). Ainsi, 99% de la population
est donc exposée a des concentrations de polluants pour lesquelles des effets sur la santé sont
observés. La Figure 11 montre, pour 6 polluants pris en exemple, la proportion de la population
européenne exposée a des concentrations moyennes annuelles de polluants supérieures aux
normes UE et aux recommandations de I’OMS. Si la part de dépassement des normes UE
apparait faible en comparaison avec celui des recommandations OMS, cela s’explique par des
valeurs seuils beaucoup moins exigeantes en Europe que celles établies par I’OMS (Tableau 1).

Pour autant, les niveaux sont suffisamment élevés pour provoquer des effets sur la santé.
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Normes UE Recommandations OMS (2021)

Particules fines (PM, 5)

Particules grossiéres (PM,,)

Ozone

Dioxyde d’azote

Benzo(a)pyréne

Dioxyde de soufre

Figure 11 Part de la population européenne vivant dans des lieux excédant les normes UE et
les recommandations OMS relatives a la qualité de I'air (Adapté de [’Agence Européenne de
[’Environnement).

A titre d’exemple pour la pollution aux particules fines, on constate que la moitié de la
population mondiale vit dans des régions ou la valeur cible intermédiaire la moins exigeante,
égale a 35 pg/m?, est dépassée (Figure 12). De plus, 65%, 81% et 92% de la population vivent,
respectivement, dans des régions ou les valeurs cibles intermédiaires 2, 3 et 4 des PM25 sont
également dépassées (220) (Tableau 1). On observe par ailleurs une forte disparité dans les
niveaux d’exposition en fonction de I’index sociodémographique des régions. Ainsi, les régions
les plus polluées aux PM2s correspondent aux pays les plus pauvres et a ceux en voie de
développement situés en Afrique, en Asie et au Moyen-Orient dépassant plus de 10 fois la limite
fixée par ’OMS (Figure 12) (220). Ces pays ont vu leur exposition aux PM2 s augmenter depuis
2010 en raison d’une urbanisation a grande échelle et un développement économique basé sur
I’utilisation de combustibles fossiles (biomasse, charbon, pétrole). L’utilisation dans un cadre
domestique de ces derniers pour la cuisson et le chauffage engendre des fumées riches en PM2 s
a ’origine d’une pollution de ’air intérieur (Figure 12). Les pays d’Afrique subsaharienne,
d’Asie du Sud et d’Asie de I’Est combinent de ce fait une forte pollution de I’air extérieur et de

I’air intérieur.
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Figure 12 Cartes des concentrations moyennes annuelles de PMzs en 2019 (A) et de la
proportion de la population utilisant des combustibles fossiles a domicile (B) (Adapté de Health
Effects Institute, State of Global Air Rapport 2020).

2.2 Effets sur la santé

2.2.1 Mortalité

La pollution atmosphérique n’est pas sans effet sur la santé humaine. Avec prés de 7
millions de décés prématurés par an a 1’échelle mondiale, la pollution de 1’air se classe a la 4°™
place des facteurs de risque de mortalité au monde derriére I’hypertension artérielle, le tabac et
le régime alimentaire (220). Elle constitue aujourd’hui le plus grand risque environnemental
pour la santé. De nombreuses études épidémiologiques ont en effet montré que la pollution

atmospherique était associée a une augmentation de la mortalité, toutes causes de déceés
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confondues (maladies respiratoires chroniques comme I’asthme et la bronchopneumopathie
chronique obstructive — BPCO, pneumonies, accident vasculaire cérébral, cardiopathie
ischémique, diabéte, ou encore cancer pulmonaire) aussi bien pour des expositions a court terme
que pour des expositions sur le long terme (221-225). La charge de mortalité associée a la
pollution atmosphérique va en augmentant et est inégale entre les pays a haut revenu et les pays
a revenu faible ou intermédiaire. Cette inégalité est a mettre en relation avec les différences
d’exposition évoquées précédemment (Figure 12). Les pays les plus touchés présentent les plus
forts taux de mortalité attribuables a la pollution atmosphérique, a la fois chez les adultes et les
nouveau-neés, et sont notamment situés en Afrique, en Asie et au Moyen-Orient (Figure 13).
Dans ces régions, la pollution atmosphérique fait chaque année 1 a 2 millions de morts. En
comparaison, en Europe, la pollution de I’air est responsable de prés de 370 000 déces
prématurés par an (226) et 250 000 en Amérique (227). En France, on estime a 48 000 le
nombre de décés prématurés causés par la pollution de I’air (228). Ces effets ont été montrés
pour des concentrations excédant les seuils réglementaires soit considérés comme des niveaux
de pollution dangereux pour la santé. Cependant, 3 études récentes ont montré que ces effets de
la pollution sur la mortalité étaient également observés a des niveaux faibles définis comme des
concentrations étant inférieures aux limites recommandées (229-231). Si la charge de mortalité
est disparate en fonction des régions il est a noter qu’elle est également inégale en fonction de
I’age et du statut physiopathologique des individus. Les adultes de plus de 55 ans et les
nouveau-nés de moins d’un mois ainsi que les individus atteints de maladies chroniques

constituent les populations les plus a risque face a la pollution atmosphérique (220,232).
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Figure 13 Taux de mortalité attribuables a la pollution atmosphérique totale chez les adultes
(A) et chez les nouveau-nés (B) (Adapté de Health Effects Institute, State of Global Air Rapport
2020).

L’augmentation de morbidité et les décés prématurés causés par la pollution
atmosphérique sont associés a une diminution de l’espérance de vie. La perte moyenne
d’espérance de vie liée a la pollution atmosphérique totale est estimee entre 1 an et demi et 3
ans, celle-ci étant maximale en Afrique et en Asie (233,234). Le nombre total d’années en bonne
perdues se situe autour de 233 millions par an dans le monde entier (234). Les PM2 s constituent
les principaux déterminants de morbidité et de mortalité : a I’échelle mondiale, 60% des décés
prématurés liés a la pollution atmosphérique sont dus aux PM2 5 (220). Cette part monte jusqu’a
90% en Europe (226). Toujours a 1’échelle mondiale, les particules fines sont responsables a
elles seules d’une diminution de 1 an de I’espérance de vie (233,235). Néanmoins ces

statistiques ne sont pas immuables, des effets bénéfiques sur la santé d’une réduction de la
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pollution atmosphérique demeurant en effet possibles. Les projections sur le gain d’espérance
de vie potentielle dans le cas ou la concentration en PM2s serait inférieure a 10 pg/m?® est
d’environ 7 mois (233,235). Avec un nombre de décés évitables de prés de 5,5 millions, ce gain
s’éleverait a presque 2 ans si toutes les émissions anthropiques étaient supprimées (234).
D’autre part, de premieres études portant sur la période de pandémie du COVID-19 ont montre,
en Europe, en Asie (Chine, Inde) et au Mexique, une diminution du nombre de déces associée
a la réduction de la pollution atmosphérique pendant le confinement (236-241).

2.2.2 Impacts sur la morbidité

a. Effets respiratoires chez I’adulte
Avec 12 00 litres d’air inhalés en moyenne par jour, les poumons constituent la cible
privilégiée des polluants atmosphériques. Les effets nocifs de la pollution atmosphérique sur le
systeme respiratoire ont été documentés dans de nombreuses études avec des effets observés

aussi bien apres des expositions aigiies que chronigues.

A court terme, les particules, les NOx, 1’03 et le SO, sont de puissants irritants pour les
voies aériennes supérieures (nez et gorge) et provoquent de la toux et des difficultés a respirer
(sifflements a ’inspiration, essoufflement). Ces effets a court terme surviennent dans les
minutes qui suivent I’exposition et peuvent se faire ressentir jusqu’a 1 & 2 jours plus tard. Chez
des individus sains, une diminution de la fonction respiratoire est observée dans les 24 a 48
heures suivant une exposition aux PMzs, au NOz et a 1’03 (242). Une exposition a la pollution
atmosphérique est associée, a court terme, a une augmentation des admissions hospitalieres
pour cause d’infections respiratoires, aggravation de pathologies respiratoires telles que
I’asthme et la BPCO et augmentation des symptdomes de maladie cardiovasculaire
(221,243,244). Chez les patients atteints d’asthme ou de BPCO, les hospitalisations sont
associées a une augmentation des épisodes d’exacerbation caractérisés par une poussée aigie
des symptomes (toux, sifflement, essoufflement, oppression thoracique, hypersécrétion de

mucus) et une diminution de la fonction respiratoire. (221,245,246).

Sur le long terme, outre une augmentation de la mortalité évoquée précédemment (247),
la pollution atmosphérique (PM2s, NO2, O3) a pour effet majeur de diminuer la fonction
respiratoire (248-250). D’autre part, dans ce contexte d’exposition a long terme, les études
réalisées sur le lien entre pollution et infection respiratoire et entre pollution et exacerbation de

pathologies préexistantes (asthme et BPCO) ont été jusqu’a présent peu concluantes
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(243,244,251). Certaines études ont en revanche montré une augmentation du risque d’asthme
avec une exposition aux COV en milieu intérieur. Ces résultats restent a confirmer car les études
sont contradictoires (252—-254). Pour autant, la pollution pourrait jouer un autre role puisqu’elle
participerait a la pathogénése de ces maladies. En effet, la contribution de la pollution
atmosphérique dans le développement de 1’asthme est avancée avec un niveau de confiance
élevé (251,255) et sa participation dans le développement de la BPCO est de plus en plus
suggérée (255-260). Cette contribution est observée méme a des faibles niveaux de pollution
(261,262). La pollution atmosphérique pourrait finalement également jouer un rdle dans
I’interaction de ces 2 maladies. En effet, s’il a été montré que les patients asthmatiques étaient
prédisposes a développer une BPCO (263), il semblerait que la pollution aux particules fines
puisse constituer un facteur de risque a la progression de 1’asthme vers la BPCO (264). Ces

résultats restent a confirmer.

Enfin, la pollution atmosphérique totale, c’est-a-dire considérée en tant que mélange, a
été classée en 2013 dans le groupe 1 du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC)
et appartient ainsi a la classe des cancérigénes avérés pour I’Homme (265). Elle est en
particulier associée a une augmentation de 1’incidence des cancers pulmonaires (266). De méme
depuis 2010, la combustion de charbon a usage domestique est classée dans le groupe 1 du
CIRC tandis que la combustion de biomasse est elle considérée comme agent probablement

cancérogene pour I’Homme -groupe 2A) (267).

b. Effets respiratoires chez I’enfant

La gestation constitue une fenétre d’exposition critique car le feetus est en cours de
développement (268). Chez des femmes enceintes exposées a la pollution, un retard de la
croissance feetale a majoritairement été décrit. Il a ét¢ montré qu’une exposition aux PMz s et
PM1o, au NO- et au CO pendant toute la durée de la grossesse augmentait le risque de petit
poids du bébé a la naissance (251,269-272). Ce risque reste significatif si I’exposition est
considérée seulement sur le 3¥™ trimestre de grossesse (269). Pour les particules, la petite taille
du bébé n’est pas seulement observée a la naissance mais également a tout age gestationnel
considéré (251,273). D’autres études ont montré une augmentation de la prématurité associée
a une exposition aux particules (PM2s et PM1o), au NO2 et a I’O3 (273-277). Une association
entre une exposition a la pollution en milieu intérieur due a 1’utilisation de combustibles fossiles
et le risque de mortinaissance, déces du bébé aprés 28 semaines de grossesse ou a

I’accouchement, a également été rapportée (278). Un retard de croissance du feetus a la
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naissance constitue un facteur de risque de mortalité précoce. Ainsi, ce retard de croissance

participe a la charge de morbidité néonatale attribuable a la pollution de 1’air (274).

Apres la naissance, les enfants constituent une population particulierement a risque car
leurs poumons ne sont pas totalement développés. En effet, 80% des alvéoles se forment aprés
la naissance et le développement pulmonaire continue jusqu’a I’adolescence (268,279). A cette
vulnérabilité s’ajoute une exposition potentiellement plus élevée ; les enfants ont une fréquence
respiratoire et ventilation minute plus élevées et sont souvent plus actifs que les adultes. Ils
inhalent ainsi plus de polluants qui pourraient, de surcroit, rester plus longtemps dans leurs
poumons car leur systeme immunitaire est encore immature (280). Une exposition courte aux
particules, a 1’03z ou encore au NO2 provoque chez les enfants comme chez les adultes une
irritation des voies respiratoires et des difficultés a respirer (276,281). Une diminution de la
croissance pulmonaire, estimée par une réduction de I’augmentation du VEMS sur une période
de 8 ans, a été observée chez des enfants exposés a des niveaux élevés de NO», particules, suies,
vapeurs acides (acide formique, acide acétique, acide nitrique et hydrochlorique) et chez ceux
vivant a proximité d’axes routiers (282—285). A cette diminution de la croissance pulmonaire
est associée une diminution de la fonction respiratoire qui serait par ailleurs persistante au début
de I’4ge adulte (276,284-287). D’autre part, une exposition a la plupart des indicateurs de
pollution intérieure et extérieure (PM, suies, NO2, Oz, SO2, COV) augmente les symptdmes et
les hospitalisations pour complications respiratoires de pathologies de type asthme et allergies
ainsi que le risque de développer ces pathologies (251,276,281,288-292). Enfin, une exposition
a la pollution atmosphérique et notamment aux particules est associée a un risque augmenté de

développer des infections respiratoires (276,293,294).

c. Autres effets systémiques

Outre les effets respiratoires qui viennent d’étre décrits, la pollution est également
reconnue comme un elément contributeur dans le developpement d’affections extra-
pulmonaires. En effet, si les poumons constituent la porte d’entrée des polluants dans
I’organisme, leurs effets ne se limitent toutefois pas qu’a I’appareil respiratoire (295). Parmi les
effets decrits, une exposition aux particules est associée a des maladies cardiovasculaires
ischémiques et augmentent le risque de survenue d’infarctus du myocarde, d’accident
vasculaire cérébral et d’insuffisance cardiaque (296,297). Ces effets pourraient étre promus par
une dérégulation des mécanismes de thrombose et d’athérosclérose (298,299). Les effets du CO

sont aussi bien connus. Celui-ci provoque une fatigue et une confusion génerale. L’affinité du
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CO pour I’hémoglobine est 200 fois supérieure a celle de 1’oxygeéne (300). En présence de CO,
la biodisponibilité de 1’oxygéne diminue ce qui affecte significativement le fonctionnement du
cceur et du cerveau. Au niveau du systéme nerveux, une exposition aux particules est associee
a une diminution des fonctions cognitives et une augmentation de la démence (301,302). Chez
les enfants la pollution pese particulierement sur le développement psychomoteur, I’apparition
de troubles de I’attention et du spectre autistique ainsi que sur des altérations structurelles et
morphologiques cérébrales (303-306). Au niveau métabolique, on observe une augmentation
du risque de diabete de type Il en lien avec une exposition aux PMzs et au NO2 qui
s’accompagne d’une augmentation de la morbidité et de la mortalité pour cause de diabete
(307,308). La pollution atmosphérique liée au trafic routier pourrait également favoriser
I’obésité chez I’enfant (309). Enfin, la composante particulaire fine et plus rarement les NOx,
pourraient contribuer a la survenue de cancers autres que le cancer des poumons. On peut citer
en exemple le cancer de la vessie (310-314), le cancer du sein (315), le cancer des ovaires et
du col de I"utérus (310,316,317), le cancer du cerveau (316,318,319) ou encore les cancers
gastrointestinaux et des voies aérodigestives supérieures (317,320-323).

Ces effets systémiques sont dus en majeure partie aux particules. En effet, les particules
ont la capacité de pénétrer profondément dans les poumons. Le dépdt des particules dans I’arbre
respiratoire dépend de leur taille. Les particules les plus grosses, autour de 10 um, restent dans
les voies respiratoires supérieures. Les particules de taille inférieure au micrométre se déposent
en partie dans les voies respiratoires supérieures mais pénétrent également jusqu’aux bronches
et méme jusqu’aux alvéoles ou le dépdt est maximum pour les particules d’une dizaine de
nanomeétres (Figure 14) (324). Cette considération est fondamentale car ces PUF peuvent
ensuite franchir la membrane alvéolo-capillaire et rejoindre la circulation sanguine (325). Une
fois dans le compartiment sanguin, les PUF peuvent se disperser dans tout 1’organisme et ainsi
exercer des effets sur des organes loin de leur point d’entrée. Parmi ces organes, le cerveau tient
une place particuliere car les PUF peuvent en plus y étre transloquées directement via le nerf
olfactif ou par les jonctions endothéliales de la barriere hématoencéphalique (326-330). Les
effets observés chez les jeunes enfants pourraient eux étre expliqués par la translocation
placentaire des PUF (331).
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Figure 14 Dépot des particules dans 1’appareil respiratoire en fonction de leur taille (Adapté
d’Oberdorster et al., 2005).

2.2.3 Mécanismes biologiques impliqués

Les études réalisées jusqu’a présent ont permis de mettre en évidence 3 grands
mécanismes cellulaires communs aux effets induits par les polluants atmosphériques. Ainsi il a
été montré que les particules sont responsables d’une réponse inflammatoire et cytotoxique,
parfois dose-dépendante, caractérisée par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et une
diminution de la viabilité cellulaire (332,333). Les particules contiennent également des
composés de type métaux de transition et quinones capables de déclencher des réactions
d’oxydo-réduction aboutissant a la production d’ERO. Ces ERO (radicaux superoxyde O>" et
peroxyde d’hydrogéne H20.) entrent dans le fonctionnement de cycles redox permettant la
formation de radicaux hydroxyle OH’, oxydants les plus puissants dans les systémes
biologiques qui conduisent a des dommages cellulaires et tissulaires (334). L’Os participe
également a la génération d’un stress oxydant par déplétion des molécules antioxydantes et

formation d’especes oxydantes secondaires.
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Ces mécanismes seront davantage détaillés dans le chapitre suivant dans un contexte

spécifique de mucoviscidose.

En conclusion, la pollution atmosphérique correspond a un mélange complexe de centaines
de composés gazeux et particulaires qui évolue a la fois dans le temps et dans I’espace. Cette
pollution atmosphérique provient essentiellement d’émissions anthropiques par le trafic routier,
les activités industrielles et I’agriculture. A I’échelle mondiale, la pollution atmosphérique
atteint des niveaux excédant largement les seuils recommandés par I’OMS. Ces seuils, destinés
a protéger la santé des individus, correspondent aux concentrations de polluants a partir
desquelles des effets néfastes sont observés sur la santé. Ces effets correspondent entre autres
a une diminution de la fonction respiratoire a la fois chez 1’adulte et chez I’enfant, une
augmentation de la morbidité des patients atteints de pathologies respiratoires, une
augmentation de la mortalité et une augmentation du risque de développer un cancer
pulmonaire. Toutefois, si 1’appareil respiratoire est la cible privilégiée de la pollution
atmosphérique, les autres organes ne sont pour autant pas épargnés: maladies
cardiovasculaires, troubles cognitifs, maladies métaboliques, cancers autres que celui des
poumons ... D’un point de vue mécanistique ces effets impliquent de maniere commune le

déclenchement de phénomenes inflammatoires et oxydatifs.
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3 Impacts de la pollution atmosphérique sur le cours de la

mucoviscidose

Comme présenté en premiére partie, I’expression de la mucoviscidose est déterminée
par le génotype de CFTR mais dépend également d’autres facteurs modulateurs, d’origine
génétique ou environnementale. Parmi les facteurs environnementaux évoqués plus haut et
celui constituant le ceeur de mon travail, on peut citer la pollution atmosphérique. Bien que
celle-ci constitue une préoccupation plutdt contemporaine, ses effets sur la santé chez des sujets
vulnérables mais également chez des individus sains ne sont plus a démontrer. Dans un contexte
ou la pollution de I’air atteint des niveaux critiques et ou les patients atteints de mucoviscidose,
qui constitue une population particulierement a haut risque, vivent de plus en plus vieux tout
en étant diagnostiqués de plus en plus tot, il est d’un intérét particulier de prendre en
considération les effets éventuels nocifs de la pollution atmosphérique sur le cours de la
maladie. L’objectif de cette derniére partie introductive est de présenter une synthése des études
menées jusqu’a présent sur I’implication de la pollution atmosphérique dans la
physiopathologie de la mucoviscidose ainsi que d’explorer les mécanismes biologigques sous-
jacents. Cette synthése bibliographique a par ailleurs donné lieu a la publication d’une revue

(190) (Annexe 1).

3.1 Etudes épidémiologiques

A ce jour, seules 7 études épidémiologiques se sont intéressées aux effets de la pollution
atmosphérique chez des individus atteints de mucoviscidose : 5 concernent les effets d’une

exposition chronique ; les 2 autres concernent les effets d’une exposition aigiie (Tableau 2).
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Tableau 2 Résumé des associations significatives trouvees dans les études épidémiologiques

Parametre clinique

Etude
Auteur/Année N"”?b.re de Polluants . .
. participants Nombre Fonction Infection
(Référence) d’exacerbations  pulmonaire primaire
Etudes chroniques
Goss, 2004 11 484 PMzs, PM1g, O3 2 N N.A
(335)
Jassal, 2013 145 Distance Domicile- 2 N.A N.A
(336) Route principale
Psoter, 2015 3575 PM2s N.A N.A A P.aeruginosa
(337)
Psoter, 2017 3012 -4 255 PM_s N.A N.A 2 MRSA
(338)
Carson, 2022 765 -1432 Tabagisme passif,  Pas d’effet sur les N N.A
(339) chauffage a air exacerbations
pulsé mais A taux
d’hospitalisation
Etudes aigiies
Goeminne, 2013 215 PMjio, O3, NO, A N.A N.A
(340)
Farhat, 2013 103 O3 A N.A N.A
(341)

N.A = Non applicable

3.1.1 Etudes chroniques

La premiére etude chronique date de 2004 (335). Goss et al. ont cherché a relier
plusieurs données d’exposition de pollution atmosphérique (moyennes annuelles de PMzs,
PMag, O3, NO2, SO, CO) aux données d’exacerbations, de fonction pulmonaire et de mortalité
de patients enfants et adultes atteints de mucoviscidose. Les auteurs ont ainsi montré qu’une
augmentation de la concentration en PM2s, en PMyg et en Os était associée a un risque accru de
survenue d’exacerbations. De plus, une association négative a pu étre mise en évidence entre
une exposition aux particules et le VEMS témoignant d’une diminution de la fonction

pulmonaire.
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Dans une seconde etude, Jassal et al. ont été les premiers a décrire ’influence de la
proximité du trafic routier sur I’état clinique des patients atteints de mucoviscidose par
opposition aux mesures classiques quantitatives des concentrations en polluants (336). Ils ont
en effet utilisé la distance entre le domicile du patient et 1’axe routier le plus proche comme
proxy de I’exposition a la pollution particulaire due au trafic sur le long terme. Les résultats
suggérent que plus un patient vit proche d’une route a grande circulation, plus il est susceptible

de connaitre des phénomeénes d’exacerbation.

Le rble de la pollution atmosphérique dans la susceptibilité des patients a développer
des infections respiratoires n’est pas bien décrit. Psoter et al. ont émis I’hypothése qu’une
exposition a la pollution atmosphérique pourrait augmenter le risque d’infection précoce a
certains pathogeénes respiratoires chez les jeunes enfants mucoviscidosiques. Les auteurs ont
ainsi montré que le risque de primo-infection par P.aeruginosa et MRSA (forme résistante de
S.Aureus a la méticilline — Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus) était plus élevé chez
les enfants exposes a de plus fortes concentrations de PM.5 (337,338).

Enfin, Carson et al. ont récemment publié la seule étude s’intéressant a ce jour aux effets
de la pollution de I’air intérieur chez des patients atteints de mucoviscidose (339). Dans cette
étude, une exposition a la fumée de cigarette et au chauffage a air pulsé a pu étre
significativement reliée a une augmentation du déclin de la fonction pulmonaire dans la
population pédiatrique. Chez les adultes, seule I’exposition a la fumée de cigarette entraine une
augmentation du taux d’hospitalisation, toutes causes confondues. Néanmoins, aucun effet sur

les exacerbations pulmonaires n’a été relevé.

3.1.2 Etudes aigues

En 2013, Goeminne et al. (340) ont exploré le lien entre I’augmentation a court terme
de la concentration en PM1o, en Oz et en NO; et la survenue d’exacerbations. L’analyse des
données a montré une augmentation du risque d’exacerbations chez les patients
mucoviscidosiques les jours de forte pollution de 1’air. De la méme maniére, Farhat et al. ont
comparé la survenue d’exacerbations respiratoires aux concentrations journaliéres moyennes
des mémes polluants dans la métropole de Sao Paulo. lls ont ainsi rapporté un risque accru

d’exacerbations lorsque la concentration en Oz augmentait (341).

En complément de ces 2 etudes, Roca-Barcelo et al. se sont intéressés aux bioaérosols

d’Aspergillus Fumigatus émanant d’usines de compostage en Angleterre (342). Aucune des
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données recueillies dans cette étude n’a permis de mettre en évidence une association entre
I’émission de ces bioaérosols et le risque d’admission hospitaliere pour cause respiratoire chez

des patients atteints de mucoviscidose.

3.2 Etudes expéerimentales

Si les études épidémiologiques montrent que la pollution atmosphérique contribue a
augmenter la morbidité de la mucoviscidose, les mécanismes cellulaires impliqués restent mal

connus. Ces derniers ont été étudiés a I’aide de modéles animaux et cellulaires.

3.2.1 Etudes in vivo

Un certain nombre d’études se sont intéressées aux effets de la pollution chez des
modeles in vivo de maladies obstructives telles que I’asthme et la BPCO. Pour autant, les
données concernant la mucoviscidose restent pauvres. Les études in vivo sur modeles animaux

CF sont en effet au nombre de 2.

Une instillation de nanoparticules d’or chez un modéle de souris Scnnlb-Tg a permis de
montrer une augmentation du dépét de ces nanoparticules a la surface de 1’épithélium et de leur
internalisation par les cellules épithéliales alvéolaires par rapport aux souris sauvages (343). Ce
résultat suggere une efficacité moindre des macrophages alvéolaires dans la clairance de ces
nanoparticules. Cette altération de I’internalisation des nanoparticules a été retrouvée chez le
modéle de souris Cftr™HSY _ souris présentant une expression nettement diminuée mais
résiduelle de CFTR (344,345) — ou la clairance de nanoparticules de dioxyde de titane s’est
retrouvée diminuée chez les souris mutées par rapport aux souris sauvages (346). Ces résultats
sont en outre corrobores par la diminution de la phagocytose de particules carbonées par des
macrophages provenant d’enfants atteints de mucoviscidose (347). L’instillation de
nanoparticules de carbone, nanoparticules particulierement abondantes en milieu urbain, a par
ailleurs provoqué chez le modéle Cftr™"eV une réponse inflammatoire aigiie et transitoire a
dominance neutrophilique et pour laquelle la phase de résolution a été moins efficace chez les
souris mutées (346). Ces résultats mettent ainsi en lumiére une susceptibilit¢ pulmonaire
potentiellement accrue chez les personnes atteintes de mucoviscidose qui pourrait s’avérer
problématique lors d’expositions répétées a des stimuli inflammatoires telle que la pollution

atmosphérique. Dans ces conditions, une résolution insuffisante de 1’inflammation associée a
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une interaction privilégiée et prolongée des nanoparticules avec les cellules épithéliales
faciliterait I’installation d’une condition inflammatoire chronique et la progression de la

maladie.

D’autre part, il a été montré qu’une exposition a 1’O3 et aux particules diesel diminuait
I’expression de CFTR chez le rat et la souris respectivement (348,349). Une augmentation de
I’expression des mucines, une métaplasie des cellules a mucus et une altération de la clairance
muco-ciliaire en réponse a 1’0z, au SO et aux particules ont également été observées (349—
354). Ces résultats, bien qu’obtenus chez des mode¢les non-CF, montrent le potentiel role
aggravant de la pollution dans un contexte de mucoviscidose ou I’expression de CFTR et la

clairance muco-ciliaire sont diminuées.

3.2.2 Etudes in vitro

D’un point de vue mécanistique, les processus cellulaires impliqués sont
I’inflammation, la mort cellulaire et le stress oxydant. Ces mécanismes sont résumés en Figure

15 dans un contexte spécifique d’épithélium CF.

Par le relargage de lactate déshydrogénase (LDH), les particules — PMas et PM1o (355),
particules issues de la combustion de bois (356), particules vieillies de gaz d’échappement
(357) — et les nanoparticules — d’argent et de carbone (358) — sont directement cytotoxiques
pour les cellules épithéliales bronchiques CF et induisent la nécrose de ces derniéres. L’Oszaltére
quant a lui I’intégrité de 1’épithélium respiratoire en perturbant directement les jonctions serrées
(359) et pourrait potentialiser par ailleurs ’effet des nanoparticules en permettant leur
translocation dans le noyau (360). En plus de la nécrose, la mort cellulaire peut aussi se produire
par apoptose dans les cellules exposées aux PM2 s (355,361) et a I’ozone (359). L’apoptose est
entrainée par 1’activation des caspases 3/7 et 9, elles-mémes activées suite a une dysfonction
mitochondriale (190).

Les PM2s et 1’0z entrainent la génération d’ERO dans les cellules épithéliales
bronchiques de type CF (359,361). Ces ERO renforcent la dysfonction mitochondriale qui
participe en retour au maintien d’un niveau de stress oxydatif élevé et au déclenchement de
nouveaux événements apoptotiques dans les cellules CF. Une exposition de ces cellules aux
particules induit en outre une augmentation de I’expression de genes impliques dans la réponse
oxydante (355,356). Cette balance oxydative, déséquilibrée en faveur des espéces pro-

oxydantes, pourrait entrainer une cascade inflammatoire. En effet, la sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires telles que I’IL-8, I’IL-6, le G-CSF ou encore le GM-CSF est stimulée en réponse
a une exposition aux PMz s et aux PM1o (355), a des nanoparticules d’argent et de carbone (358)
ainsi qu’a 1’03 (359). Dans le cas d’une exposition a 1’Os, cette inflammation est médiée par la
voie NF-kB (359).

Comme pour les modéles animaux, 1’expression de CFTR et des mucines a été étudiée
in vitro dans des modéles de cellules pulmonaires non CF. Il a ainsi été montré une diminution
de I’expression protéique et de 1’activité fonctionnelle de CFTR en réponse a une exposition a
1’03 (348) et a des particules diesel (349,362). Dans le cas d’une exposition a 1’Os, la diminution
de I’expression de CFTR semble étre dépendante de la voie JAK2/STATL, elle-méme activée
par les ERO (190,348). Cette modification de 1’expression de CFTR consécutivement a
I’exposition aux polluants atmosphériques est importante a considérer car 1’expression de
CFTR, déja réduite chez les patients mucoviscidosiques, pourrait étre davantage diminuée.
Chez des patients présentant des mutations des classes IV a VI avec une fonction résiduelle de
CFTR, cela pourrait conduire a une perte totale de fonction, empirant ainsi 1’état
physiopathologique des patients. L’induction d’un tel phénotype « CF-like » est renforcée par
une altération des sécrétions mucosales dans des cellules pulmonaires exposées a des particules.
Il a en effet été montré dans ces cellules qu’une exposition a des particules diesel diminuait
I’expression des aquaporines 1 et 5 (AQP1 et AQP5 — protéines permettant le passage de I’eau
de part et d’autre de la membrane), favorisant ainsi une potentielle déshydratation de la surface
des voies respiratoires, et qu’une exposition aux particules diesel ainsi qu’aux PMa2s était
associée a une hypersécrétion de mucus et une diminution de la fréquence de battement des cils
(363-365).
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Figure 15 Effets biologiques des polluants dans des cellules épithéliales bronchiques humaines
CF et non-CF. NP : Nanoparticules ; PM : Particulate Matter ; Oz : Ozone (Adapté de Blayac et
al., 2022).

3.3 Limites des etudes présentées

Méme si I’impact de facteurs environnementaux sur le cours des maladies suscite
beaucoup d’engouement, & peine une dizaine d’études épidémiologiques ont pour I’instant été
publiées sur les effets de la pollution atmosphérique sur le cours de la mucoviscidose. Les effets
de la pollution de I’air extérieur sont par ailleurs beaucoup plus documentés que ceux de la
pollution de I’air intérieur. Un regard critique de ces études a ainsi permis de mettre en évidence
certaines limites en lien avec 1’estimation de 1’exposition des individus. Outre de possibles
erreurs de classification de I’exposition, les résultats des études épidémiologiques n’ont été
ajustés que sur le statut socio-économique des individus. Cet ajustement n’a pas permis de
prendre en compte d’éventuels autres biais de confusion comme une exposition a la fumée de
cigarette. Egalement, aucun ajustement n’a été réalisé sur les valeurs d’exposition des autres
polluants considérés dans les études. Cela ne permet pas non plus de prendre en compte la

multiplicité des polluants auxquels sont exposes les individus et leurs potentiels effets cumulés.

Les études réalisées dans des modeles animaux et cellulaires sont également en nombre
restreint. De plus, dans ces études in vivo et in vitro, les mod¢les ne sont exposés qu’a un seul
polluant a la fois. Ceci représente une version extrémement simplifiée de la réalité : d’une part
car ce n’est pas représentatif de la complexité de la composition de la pollution atmosphérique
(un individu n’est jamais exposé a un seul polluant mais & un melange de polluants) et d’autre

part car un polluant n’aura pas nécessairement les mémes effets seul ou en présence d’autres
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polluants (effet cocktail). A ma connaissance, une seule étude s’est intéressée a Ce jour aux
effets d’une co-exposition a 1’0z et aux NP sur des cultures de cellules épithéliales dans un
contexte de mucoviscidose (360). Par ailleurs, les polluants primaires réagissent entre eux pour
former des polluants secondaires qui constituent une grande partie des composants du mélange
atmosphérique. Pourtant, seules quelques études ont été réalisées sur les effets d’aérosols
secondaires ou vieillis (356,357,366—370). A ces considérations s’ajoute des doses d’exposition
bien au-dessus des doses auxquelles I’'Homme est exposé. Il subsiste ainsi un manque de

connaissances sur les effets « réels » de mélanges réalistes de polluants.
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CHAPITRE 11

Il. Hypothese et objectifs de 1’¢tude

La variabilité phénotypique observée chez les patients atteints de mucoviscidose reste a
ce jour mal comprise. Parmi les pistes émergentes figure la pollution atmosphérique. Les études
épidémiologiques réalisées jusqu’a présent suggerent une association entre une exposition a la
pollution, que celle-ci soit de nature aiglie ou chronigue, et une augmentation de la séverité et
de la morbidité de la maladie chez I’adulte et chez I’enfant. Ces résultats semblent étre

corroborés par plusieurs études in vivo et in vitro.

Les études citées précédemment présentent toutefois une limite importante. Celle-ci
réside dans le fait qu’elles ne s’intéressent qu’a un faible nombre de polluants étudiés de
maniére individuelle et donc non représentatifs de la réalité de la complexité du mélange
atmosphérique. La réactivité entre les polluants et la synergie de leurs effets ne sont ainsi pas
prises en considération limitant finalement les conclusions pouvant étre tirées de ces études.
C’est dans ce contexte que la plateforme innovante PolluRisk, fruit de la collaboration entre
I’IMRB (Institut Mondor de Recherche Biomédicale) et le LISA (Laboratoire Interuniversitaire
des Systemes Atmosphériques), a été développée. Celle-ci permet d’exposer des organismes

vivants a des atmosphéres réalistes complexes simulées au laboratoire.

Dans le cadre de mon projet de thése, qui s’inscrit plus largement dans le cadre du projet
Européen REMEDIA Horizon 2020 - Impact de I’exposome sur le cours des maladies
pulmonaires, 2 modeles de souris de mucoviscidose ont été exposés a différents niveaux de
pollution atmosphérique grace a la plateforme PolluRisk. Partant des constats précédents, nous
avons émis 1’hypothese que la pollution atmosphérique devrait avoir un réle aggravant sur le
cours de la mucoviscidose et qu’elle pourrait contribuer a la physiopathologie de la maladie.

L’étude s’est ainsi articulée autour des 3 grands objectifs suivants :

1) Déterminer les effets biologiques d’une exposition a différents niveaux de pollution sur

la morbidité pulmonaire de modeles murins de mucoviscidose
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2)

3)

A cet égard, nous disposons de 2 modeéles murins permettant de répondre chacun a une
question biologique différente :

- La pollution atmosphérique participe-t-elle a la mise en place d’un phénotype
pulmonaire dans le modgéle Cftr™EUR 2

- La pollution atmosphérique aggrave-t-elle un phénotype pulmonaire déja existant dans
le modéle Scnnlb-Tg ?

Hiérarchiser les différents niveaux de pollution en termes d’effets biologiques induits

Identifier les polluants qui pourraient étre responsables des effets biologiques mis en
évidence
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CHAPITRE 111

[Il. Matériels et méthodes
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1 PolluRisk : plateforme d’exposition d’organismes

vivants a des atmospheres réalistes complexes

La plateforme PolluRisk est née de la collaboration transdisciplinaire entre une unité de
recherche biomédicale (IMRB INSERM U955) et une unité de recherche en sciences
atmosphériques (LISA CNRS UMR7583). Cette plateforme repose sur le couplage d’une
chambre de simulation atmosphérique multiphasique (CESAM) a des isolateurs permettant

I’hébergement d’organismes vivants (Figure 16).

Figure 16 Vue globale de la plateforme PolluRisk. En arriére-plan, on voit la chambre CESAM
surmontée d’une bache kaki permettant d’occulter la lumic¢re du systéme d’irradiation de
CESAM placé a son sommet. Au premier plan, deux isolateurs dos a dos (rouges avec 3
interfaces gants claires). Passant au-dessus d’eux, les conduites de climatisation des enceintes
(pour maintenir la température de I’environnement des souris constante). A droite au premier
plan, une plus petite chambre opérant comme un réservoir de suies.
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La chambre expérimentale CESAM (LISA) est une chambre de simulation

1.1 Chambre CESAM

atmosphérique multiphasique (www.cesam.cnrs.fr). Il s’agit d’une chambre rigide, évacuable,

en acier inoxydable, d’un volume de 4.3 m* (Figure 17).
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Cette chambre permet de simuler de maniere réaliste des atmospheres urbaines. Pour cela, un
mélange de composés gazeux (O2, N2, NO, COV, voire SO,) et de particules (sels de sulfate
d’ammonium (NHa4)2SOs4, suies, voire poussiéres désertiques) est injecté de maniere continue
dans la chambre (Figure 17). Les composés gazeux sont introduits directement depuis des
cylindres de gaz. Les sels de (NH4)2SO4 servent de precurseurs a la formation de toutes les
particules (PMo.1, PM25 et PM1o). Les suies sont générées en grandes quantités par combustion
de propane grace a un générateur de suies (miniCAST). Ces suies sont ensuite acheminées et
stockées dans une plus petite chambre qui alimente la chambre CESAM en continu. Le mélange
ainsi formé dans la chambre CESAM est ensuite soumis a une irradiation artificielle (3 lampes
a arc au xeénon) qui simulent le rayonnement solaire au niveau de la troposphere. Cette
irradiation est a I’origine d’un ensemble de réactions photochimiques complexes aboutissant a
la formation de polluants secondaires tels que 1’0Os, le NO», le CO, des composés organiques
volatils oxydés ainsi que des aérosols organiques secondaires (AQOS). L’équilibre photo-
stationnaire dans la chambre est atteint 8 a 9 heures aprés 1’allumage des lampes, durée apres
laquelle I’atmosphére générée est considérée comme stable en terme de composition et utilisée
pour alimenter les dispositifs d’exposition des organismes vivants. Cette plateforme PolluRisk
est a ce jour dotée de protocoles expérimentaux permettant de reproduire des atmospheres

stables sur une durée de 7 jours consécultifs.

1.2 Atmospheres simulées

Dans ce projet, j’ai fait le choix de simuler 5 atmosphéres différentes. Celles-ci sont
représentatives de la pollution de 2 grandes villes : la ville de Pékin en tant qu’atmosphére
représentative d’une mégapole fortement polluée et la ville de Paris en tant qu’atmosphére
représentative d’une ville urbaine européenne. Comme évoqué dans I’introduction, la
composition chimique des atmospheres varie en fonction des saisons selon ’intensité des
différentes sources émettrices. Ainsi, pour une méme ville, les atmospheres simulées différent
¢galement sur la base d’un critére de saisonnalité ou les variations entre conditions estivales et
conditions hivernales ont été prises en compte. Les atmosphéres mode¢les d’intérét dans notre
étude sont : une atmosphére de type « Pékin Eté », une atmosphére de type « Pékin Hiver »,
une atmosphére de type « Paris Eté » et une atmosphére de type « Paris Hiver ». Afin de simuler
ces atmosphéres de facon la plus réaliste possible, une étude bibliographique de leur
composition chimique, en gaz et en particules, a été menée (Tableau 3). Apres cette premiére

phase d’étude bibliographique, une seconde phase de simulation numérique a 1’aide du logiciel
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FACSIMILE a permis de déterminer les concentrations de polluants primaires gazeux et
particulaires a injecter dans la chambre CESAM et de prendre en compte leur réactivité
chimique, ceci afin de reproduire la composition cible des atmosphéres définie sur la base de
I’étude bibliographique. La troisieme et derniere phase correspond a la phase pratique de
simulation des atmospheres par CESAM selon le principe de fonctionnement décrit dans le
paragraphe précédent. L’ensemble de ces trois phases (étude bibliographique, simulation
logicielle et génération des atmosphéres) a été réalisée par les équipes du LISA. Il est & noter
que dans les cas des simulations de I’atmosphére de type Pékin, du SO, traceur de la
combustion d’énergies fossiles, a été injecté. De méme, des poussieres minérales ont été
injectées une fois par jour et ce, afin de reproduire les tempétes de sable auxquelles la ville de
Pékin est régulierement soumise (Figure 17). Pour cela, du sable de désert de Gobi a été soumis
a un protocole expérimental de saltation, afin de produire un panache représentatif de particules
minérales (371). Aprés mise en suspension des particules, 1’aérosol généré a été introduit dans

la chambre.
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Tableau 3 Composition chimique et concentrations cibles des polluants des atmospheres

simulées.
Atmospheére Polluants Episode de
simUlée . ' pollution considéré
NO2 SO2 Particules Suies (Références)
Moyenne du mois de
Paris Eté 5-20 ppb - 15-25 ug/m®  0.5-1.5 pg/m?® juillet 2009
(372-374)
Moyenne des mois
Paris Hiver ~ 15-30 ppb  0.5-3 ppb 20-25 pg/m?3 1.5 ug/m®  janvier/février 2010
(373)
Moyenne des mois
Fz_er*;';eElt)e 10-50ppb  1-5ppb  30-60 ug/m®  3-5 pg/m3 mai/juin 2017
(375-378)
Pollution particulaire
Pékin Eté 8-20 ppb 2-10ppb  50-150 pg/m®  3-5 pg/m3 de mai 2017
(Type 2) 377)
Pollution particulaire
Pékin Hiver ~ 25-50 ppb ~ 20-30 ppb  150-500 pug/m®  10-15 ug/m?® de janvier 2013
(379-381)

1.3 Dispositifs d’exposition des souris

Les animaux exposés ont été hébergés dans deux isolateurs, un isolateur « exposé » et

un isolateur « témoin » (i-Box, Noroit). La température y est régulée entre 22 et 25°C a I’aide

d’un systéme de climatisation/chauffage et un cycle jour/nuit de 12 heures est imposé. Afin de

préserver la stérilité des isolateurs, décontaminés chimiquement au peroxyde d’hydrogéne

avant chaque campagne, 1’introduction et la sortie des souris ont été réalisées sous un poste de

sécurité microbiologique (PSM classe I, Anilis) connecté a I’isolateur (Figure 18).
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Figure 18 Introduction des souris dans les isolateurs sous PSM.

La capacité d’accueil maximale d’un isolateur est de 19 cages de 5 souris réparties sur
3 étages permettant ainsi d’exposer au maximum 190 souris en une campagne (95 souris
témoins et 95 souris exposées). De 1’eau et de la nourriture sont ajoutées en quantité suffisante
dans les cages afin de permettre aux souris de s’alimenter pendant toute la durée de 1’exposition.
L’isolateur exposé est directement relié a la chambre CESAM et est alimenté en continu par
1I’atmospheére provenant de la chambre a un débit de 12 L/min (Figure 19). Le facteur de dilution
de I’air entre CESAM et I’isolateur exposé est égal a 20. Le renouvellement de 1’air dans
I’isolateur est assuré par une entrée d’air ambiant qui se fait au niveau de la face supérieure de
I’isolateur. L’isolateur témoin est quant a lui découplé de CESAM et alimenté uniquement par
I’air de la piéce, filtré. Cette filtration de 1’air ambiant entrant dans les isolateurs est assurée par
un systeme de filtres HEPA (High Efficiency Particulate Air) permettant 1’élimination des
particules de plus de 0.3 um de diamétre et de filtres a charbon actif piégeant les composes
gazeux (Figure 20).
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Figure 19 Ligne de transfert de 1’atmosphére entre CESAM et I’isolateur exposé.
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Figure 20 Circulation d’air dans les isolateurs.
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1.4 Contrdle qualité de la simulation et qualification des

atmospheéres

Les atmospheres générées ont été analysées afin de les caractériser tant d’un point de
vue physique que chimique. La chambre est en effet équipée d’un parc d’instruments
analytiques assurant 1’acquisition en temps réel de données physico-chimiques relatives aux
phases gazeuse et particulaire (Figure 17) (Tableau 4). Pour cela, un systeme de manifold
connecté d’une part a CESAM et aux deux isolateurs et relié d’autre part aux instruments
analytiques permet d’échantillonner 1’atmosphére de chacun des trois compartiments (Figure
21). Les mesures ne peuvent étre réalisées que dans un compartiment a la fois. Ainsi, des
mesures alternées ont mises en ceuvre afin de changer de compartiment de mesure de la maniere
suivante : 1 a 2 heures de mesures dans CESAM, 5 a 6 heures de mesures dans 1’isolateur
exposé et 2 a 3 heures de mesures dans 1’isolateur témoin. L’analyse en temps réel des phases
gazeuse et particulaire permet ainsi de vérifier I’adéquation des concentrations de polluants
mesurées dans 1’isolateur exposé aux concentrations ciblées de 1’atmosphére simulée. Dans le
cas ou les gammes cibles ne seraient pas respectées, un ajustement en conséquence des débits
de gaz et/ou des quantités de particules injectées est réalisé en direct afin de reproduire le plus
fidelement possible les concentrations cibles. La gestion de la métrologie (mesures alternées
notamment), combiné a la surveillance de la plateforme a des fins de qualité de la simulation,
a nécessité une présence d’opérateurs 24h/24 pendant toute la durée des campagnes. Par
ailleurs, des analyses « off-line » réalisées en différé aprés les campagnes ont été menées. Un
dispositif de filtres en fibres de quartz placé en sortie de CESAM a permis de collecter des
échantillons des aérosols générés (Figure 17). Ces filtres ont été analysés dans le but de
connaitre la composition en matiére organique de ces aérosols. La qualification des atmospheres

et I’analyse fine de leur composition chimique ont été faites par le LISA.
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Tableau 4 Parc analytique de la plateforme PolluRisk pour la caractérisation physico-chimique

des atmosphéres générées.

Espéces ou composés chimiques mesurés

Instrument/Technique analytique -

Référence

Caracteérisation de la phase gazeuse

Ozone (O3)

Oxydes d’azote (NO et NOy)

Dioxyde de soufre (SO>)

Composes organiques volatiles (COV) et
composés organiques Vvolatiles oxygénés
(COVO)

Hydrocarbures a chaine carbonée C»-Cs

Hydrocarbures a chaine carbonée C2-Cio
Composés qui absorbent les rayonnements
IR (COV, COVO, 03, NOx, NO)

Analyseur d’O3 - Horiba® APOA 370®
Analyseur de NOx - Horiba® APNA 370®
Analyseur de SO> - Horiba® APSA 370®
PTR-ToF-MS - Série Il - KORE
Technology LTD

AirmoVOC

GC-FID - Perkin Elmer Clarus 680
IRTF - Bruker Tensor®

Caractérisation de la phase particulaire
Analyses en ligne

Distribution granulométrique des particules
et nombre de particules

Composition chimique des particules -
Espéces non réfractaires (Sulfate SOg,
Ammonium NHs, Nitrate NOs, Organiques,

Chlorure CI)

SMPS (DMA - TSI 3080, CPC - TSI 3025)
Compteur optique de particules - GRIMM

ACSM - Aerodyne

Analyses hors ligne réalisées sur filtres prélevés

de

Concentrations

Analyse la fraction carbonée -

massiques en carbone

organique (OC) et carbone élémentaire (EC)

Analyse moléculaire de la fraction organique
- Especes de faible volatilité a faible poids
moléculaire

Analyse moléculaire de la fraction organique
- Especes de faible volatilité a haut poids

moléculaire

Analyse OC/EC - Sunset Laboratory Inc.

SFE-GC-MS

UPLC-QToF-MS
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Isolateur témoin ———

Isolateur exposé

Vanne d’ouverture/fermeture
de I'échantillonnage témoin
Manifold
Ligne d’échantillonnage

de l'isolateur témoin Vanne d’ouverture/fermeture

de I'échantillonnage exposé

Ligne d’échantillonnage
de I'isolateur exposé

Ligne d’échantillonnage
de CESAM

Figure 21 Collecteur (manifold) pour I’échantillonnage de 1’atmosphére dans les
compartiments CESAM, isolateur exposé et isolateur témoin.
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2 Etude in vivo

2.1 Modeles animaux

2.1.1 Lignée CftrtmEUR

Les animaux de la lignée Cftr'™EYR (fond génétique 129/FVB) proviennent de la
plateforme Typage et Archivage d’ Animaux mod¢les (TAAM, CNRS, Orléans). lIs ont ensuite
¢été hébergés a I’animalerie de 'IMRB (plateforme Expérimentation Physiologique et Physio-
Pathologique, EP3) jusqu’a leur exposition aux atmosphéres complexes. Conformément aux
indications du centre d’¢levage, les animaux ont été placés sous un régime alimentaire
spécifique. Les souris Cftr™EUR présentant une faible assimilation des nutriments liée a leur
phénotype intestinal, des granulés enrichis en protéines et en graisses ont été donnés aux souris
(2018 Teklad global 18% protein rodent diet, ENVIGO). De plus, afin d’éviter les occlusions
intestinales associées a ce modele, du movicol, un médicament laxatif, a été dilué dans I’eau de
boisson (1 sachet par biberon de 250 mL - Macrogol 3350, Norgine) (382).

2.1.2 Lignée Scnnlb-Tg

Nous avons établi notre propre colonie d’animaux Scnnlb-Tg. Deux trios fondateurs
chacun constitué d’un male transgénique hémizygote (souche N°030949, B6N.Cg-Tg
(Scgblal-Scnnlb)6608Bouc/J) et de 2 femelles sauvages (souche N°005304, C57BL/6NJ) tous
agés de 6 semaines ont été importés depuis les Etats-Unis (The Jackson Laboratory). Ces
animaux ont été hébergés dans la zone d’élevage de I’EP3 et mis en reproduction des leur
arrivée. Contrairement aux animaux de la ligné Cftr™EUR |es animaux de la lignée Scnnlb-Tg
ont éte placés sous un régime alimentaire classique (S9343-S403 Ssniff Rat/Mouse VRF1). La
lignée Scnnlb-Tg utilisée ici est une lignée congénique rétrocroisée sur fond génétique
homogéne C57BL/6NJ et qui présente une survie néonatale augmentée (80-90% de survie au
20°™ jour post-natal) comparée & la lignée originale développée sur un fond génétique mixte
C3H/HeN:C57BL/6N (50% de survie au 20°™ jour post-natal) (383). Malgré cette survie
augmentée, cette lignée congénique possede bien un phénotype pulmonaire caractéristique de
celui de la mucoviscidose et semblable a celui présenté par la lignée originale. Les cages
d’accouplements ont été renouvelées tous les 6 mois environ pour le maintien de la lignée. En
fonction des besoins en animaux de chaque campagne, de nouveaux accouplements ont éte

lancés en conséquence.
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2.1.3 Génotypage

Une biopsie de queue a été réalisée chez les animaux Scnnlb-Tg apres sevrage. Le
morceau de queue a été conservé a -20°C jusqu’a réalisation du génotypage. L’ADN a été
extrait du morceau de queue a I’aide du KAPA Mouse Genotyping Kit dont le protocole a été
suivi (Kapa Biosystems, CliniSciences). Une PCR sur 1 uL d’ADN extrait a ensuite été réalisée
comme suit dans un volume total de 25 pL : 95 °C — 3 minutes, 35 cycles 95°C — 15
secondes/60°C — 15 secondes /72°C — 30 secondes, 72°C — 5 minutes puis maintien a 10°C. Un
controle négatif a été fait avec 1 uL d’eau. Les amorces utilisées sont indiquées dans le Tableau
5. Les échantillons ont ensuite migré par électrophorese sur gel d’agarose 1.5% pendant 1h30
a 150 V. Les animaux wild-type (WT) ont été identifiés par la présence d’un fragment a 320 bp
tandis que les animaux transgéniques présentent un fragment supplémentaire a 250 bp
correspondant au transgéne (Figure 22). Les animaux de la lignée Cftr'™EUR ont quant a eux été
génotypés directement par le TAAM. Aprés exposition et au moment de 1’analyse des résultats,
un génotypage de Vérification a toutefois été réalise en cas de doute sur le génotype des
animaux. Pour cela, un morceau de queue a été systématiquement prélevé au moment du
sacrifice. Ce morceau de queue a été conservé a -20°C. Le méme protocole que celui utilisé
pour le génotypage des animaux de la lignée Scnnlb-Tg a été suivi. Aprés la PCR, une étape
supplémentaire de digestion avec I’enzyme de restriction Sspl (New England Biolabs) a été
réalisée pendant 3 heures a 37°C. Le dépdt et la migration des échantillons digérés ont été
réalisés comme indiqué précédemment. Les individus WT ont été identifiés par la présence
d’un seul fragment a 249 bp tandis que les individus mutés F508del ont été identifiés par la

présence de deux fragments de 122 et 127 bp respectivement (Figure 22).

Tableau 5 Séquence des amorces utilisées pour le génotypage des deux lignées

Amorces Séquence (5°—3°)

Lignée Scnnlb-Tg

Transgene Sens CTTCCAAGAGTTCAACTACCG
Transgéne Anti-sens TCTACCAGCTCAGCCACAGTG
Contrdle interne positif Sens CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Contréle interne positif Anti-sens GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
Lignée CftrtmiEUR

Sens GACATCACTCCTGATGTTGA
Anti-sens CACAACACTGACACAAGTAGC
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Lignée Scnnlb-Tg Lignée CftrtmiEuR

Taille PM CN Tg WT WT Tg Taille PM  WT d/d d/d  WT
(bp) (bp)

1000 1000
500 500
400 400

300
200

300
200

100 100

Figure 22 Résultats de génotypage. PM = Poids Moléculaire, CN = Contréle Négatif, WT
= Wild-Type, Tg = Transgénique, d/d = homozygote F508del.

2.2 Campagnes d’exposition

Les souris ont été exposees aux différentes atmosphéres simulées grace a la plateforme
PolluRisk décrite plus haut. L’exposition a été conduite pendant 18H ou 72H consécutives sur
des souris adultes. Au total, 7 campagnes d’exposition pour 5 atmosphéres urbaines différentes
ont été réalisées de novembre 2020 a mars 2022. Les atmosphéres simulées, les dates des
campagnes ainsi que le nombre et 1’age des animaux exposés sont accessibles dans le Tableau
6. Les animaux ont ensuite été sacrifies directement en sortie d’exposition, apres transport a
I’IMRB. Des prélevements de poumons ont été effectués et les réponses des souris en termes
de structure et de fonction pulmonaire, d’inflammation, de stress oxydant et d’expression de

marqueurs de la mucoviscidose (CFTR, mucines) ont été caractérisees.
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Tableau 6 Récapitulatif des campagnes d’exposition PolluRisk réalisées.

Nombre d’animaux

Nom de la Date  A\mosphere . exposes Age des animaux

campagne simulee
Scnnlb-Tg CftrtmiEUR
PolluRisk#6  Nov-20 Paris Hiver 72 H 30 0 8 a 18 semaines

PolluRisk#7  Fév-21  PékinEte 7o 0 46 10 & 14 semaines
(Type 1)

PolluRisk#8  Avr-21 PéinEtE 724 36 54 13 & 22 semaines
(Type 1)

PolluRisk#9 Juin-21 Paris Eté 72 H 40 40 12 a 20 semaines

. Pékin Eté . .

PolluRisk#10 Sept-21 72 H 19 32 15 a 20 semaines
P (Type 2)

PolluRisk#11 Déc-21 Pékin Hiver 18 H 16 21 10 a 16 semaines

PolluRisk#11 Déc-21 Pékin Hiver 72H 14 21 10 a 16 semaines

PolluRisk#12 Mars-22  Pékin Hiver 72 H 20 19 20 a 36 semaines

2.3 Sacrifice

2.3.1 Préparation de I’animal et prélevement du sang

Au moment du sacrifice, les animaux ont été pesés et anesthésiés par injection de
10 uL/g de poids corporel d’un mélange Buprénorphine (1 mg/kg) — Zoletil (160 mg/kg) —
Xylazine (10mg/kg) par voie intrapéritonéale. Une fois 1’animal complétement endormi, une
laparotomie a été realisee, un pneumothorax a été effectué et la cage thoracique a été ouverte.

Le sang a ensuite été prélevé en intracardiaque avec de I’héparine comme anti-coagulant.

2.3.2 Reéalisations des lavages bronchoalvéolaires

Une fois les animaux installés et le sang prélevé, I’animal a ét€ ouvert au niveau du cou
afin de pouvoir réaliser une trachéotomie. Un cathéter (22 G, BD Insyte) a été inséré dans la

trachée et maintenu en place par la pose d’un fil de couture noué autour de la trachée (Figure
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23). La bronche souche gauche a été dégagee et clampée permettant ainsi de réaliser le lavage
bronchoalvéolaire (LBA) uniquement sur le poumon droit. Une seringue contenant 200 pL de
sérum physiologique stérile (NaCl 0,9%, Physiodoses Gilbert) a été branchée sur le cathéter et
un premier ringage du poumon a été réalisé avec ce volume. Ce volume de ringcage a été récuperé
par réaspiration de la solution a 1’aide de la seringue avant d’étre éliminé. Trois instillations
successives de 500 pL de sérum physiologique ont ensuite été réalisées pour un volume
d’injection total de 1500 pL. A chaque instillation et une fois tout le volume de sérum
physiologique contenu dans la seringue injecté, un temps d’attente de 10 a 15 secondes a été
respecté permettant au poumon de s’équilibrer et de récupérer un maximum de cellules. Le
sérum physiologique a ensuite été réaspiré délicatement et placé dans un tube Eppendorf
1,5mL. A la fin des trois injections, la seringue a été retirée du cathéter, le volume final de

lavage récupéré a été consigné et le LBA placé sur glace en attendant le comptage cellulaire.
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Figure 23 Réalisation du LBA chez la souris. Le séerum physiologique est injecté dans le
poumon par poussée du piston (A). La bronche souche gauche étant clampée, seul le poumon
droit est lavé. Le piston est ensuite tiré pour réaspirer le sérum physiologique injecté (B).
L’opération est répétée 3 fois de suite.

2.3.3 Prélevement des poumons

Apreés réalisation du LBA, la bronche souche droite a été ligaturée puis la bronche souche
gauche déclampée (Figure 24). Le poumon droit a été prélevé et utilisé pour les études de
biologie moléculaire. Le lobe supérieur droit, destiné a 1I’étude de I’expression des genes, a été
immergé dans 500 uL de RNAprotect Tissue Reagent (Qiagen) a 4°C pendant toute une nuit
afin de stabiliser les ARN des échantillons de poumons avant que ceux-ci ne soient stockés a

sec a -80°C. Les lobes inférieur, moyen et post-caval, destinés a 1’étude de 1’expression des
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protéines, ont été prélevés dans des cryotubes et plongés directement dans 1’azote liquide pour
une conservation a sec a -80°C. Le poumon gauche a quant a lui été utilisé pour 1’étude
histologique et morphologique. A cet effet, le bloc ceeur-poumon gauche a été retiré en prenant
soin de laisser le cathéter en place dans la trachée. Le poumon a ensuite été fixé et gonflé ex
situ sur colonne a une pression de 14 cmH2O par injection d’une solution de formaldéhyde 4%

(DiaPath) via le cathéter.

Trachée i Pl
Bronche souche droite e ad ((

Lobe supérieur ————= !
[] ARN =k

. Lobe moyen —— &_{( [] Histologie
[ Protéines Poumon droit A 4 <——— Poumon gauche

[LARREN

Bronche souche gauche

(

Lobe post-caval ——,—»

Lobe infériear ———

Figure 24 Prélévement des poumons et devenir des différents lobes.
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3 Analyses histologiques pulmonaires

3.1 Détermination de la cellularité dans les lavages

bronchoalvéolaires

Le comptage des cellules dans les échantillons de LBA a été effectué immédiatement
apres réalisation des lavages sur une lame de comptage KOV A sous un microscope optique a
lumiere blanche. Un mélange de 10 pL de LBA avec 10 pL de bleu trypan a été déposeé sur la
lame KOVA. Le bleu trypan permet 1’identification des cellules mortes qui prennent une
coloration bleue. Les cellules ont été comptées sur I’ensemble de la grille KOVA qui contient
un volume de 1 pL. Les cellules épithéliales bronchiques et les hématies n’ont pas été comptees.

Le nombre total de cellules vivantes a ensuite été calculé par la formule suivante :

Nombre total de cellules vivantes dans 1’échantillon de LBA = Nombre de cellules vivantes
comptées x Volume total de LBA x Facteur de dilution. Le facteur de dilution est égal a 2 dans

notre cas.
De méme,ona:

Nombre total de cellules mortes dans 1’échantillon de LBA = Nombre de cellules mortes

comptées x Volume total de LBA x Facteur de dilution.

Aprés comptage, une cytocentrifugation de 10 minutes a 800 rpm a été effectuée avec 100 pL
de LBA. Les lames ont été fixées dans un bain d’acétone pendant 20 minutes, séchées toute la
nuit puis colorées le lendemain par une coloration May-Griinwald Giemsa (MGG). La
coloration MGG permet de différencier les populations cellulaires. Les populations de
macrophages, lymphocytes et neutrophiles ont été comptées sans prendre en compte les cellules
épithéliales. Pour cela et afin d’étre représentatif de 1’échantillon, 20 photos par lame ont été
prises a I’objectif 20X (Acroplan x20/0.45, ZEISS) sur un microscope Axio Imager M2
(ZEISS) en lumiere blanche et un minimum de 300 cellules ont été identifiées et comptées afin
d’établir le pourcentage représenté par chaque population (Figure 25). Le nombre absolu de

chaque type cellulaire a ensuite été calculé de la maniére suivante :

Nombre de Macrophages/Lymphocytes/Neutrophiles = Proportion de la population

cellulaire (%) x Nombre total de cellules vivantes
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Le reste des échantillons de LBA a finalement été centrifugé a 400 g pendant 10 minutes a 4°C.
Le surnageant a été récupéré et conservé a -80°C pour analyse ultérieure des protéines. Le culot

a été conservé a -80°C.
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Figure 25 Photographie de LBA et identification des différentes populations cellulaires.

3.2 Mesures histologiques

3.2.1 Preparation des échantillons de poumons

Les échantillons de poumons ont été laissés dans la solution de formaldéhyde 4%
pendant 24 a 48 H. Les poumons ont été nettoyes avant leur mise cassette : le cceur, la trachée,
I’cesophage et tout autre tissu éventuellement prélevé ont été retirés. Les poumons ont ensuite
été inclus en paraffine, coupés a 4 um d’épaisseur selon une orientation médio-frontale et ont
été colorés a ’hématoxyline-éosine (HE) a la plateforme histologie-imagerie de I’'IMRB. Les
lames ont ensuite ¢té scannées au scanner Axioscan 7 (ZEISS) afin d’avoir une vue globale de

la structure du poumon.

3.2.2 Etude morphométrique

L’analyse morphométrique qui a été conduite a permis de déterminer I’intercept linéaire
moyen ou mean linear intercept (MLI). Celui-ci correspond a la distance moyenne entre 2 septa
alvéolaires. Il renseigne ainsi sur le niveau d’alvéolisation du poumon et constitue un indice de

I’intégrité des structures pulmonaires. La méthode utilisée a consisté a tracer des lignes
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horizontales régulierement espacées sur une photo de coupe de poumons et a en mesurer la
longueur uniquement dans les espaces alvéolaires (Figure 26). Cette méthode, pensée par
Xavier Decrouy (responsable technique et scientifique de la plateforme imagerie) et Zhuyi Lu
(doctorante au sein de I’équipe) a été adaptée de celle décrite par Weibel (384) puis par Crowley
(385). Pour I’évaluation du MLI, 20 photos réparties aléatoirement sur la coupe de poumon ont
été prises par individu. Ainsi pour chaque individu, la mesure du MLI correspond a I’ensemble
des espaces alvéolaires mesurés et moyennés sur 20 photos. L’acquisition des images a été
réalisée a 1’objectif 20X (Acroplan x20/0.45, ZEISS) sur un microscope AXio Imager M2
(ZEISS) équipé d’une caméra monochrome AxioCam MRm (ZEISS). Les analyses de MLI ont

été effectuées a I’aide du logiciel Fiji (ImageJ) sur lequel une macro développée par Xavier

Decrouy a été développée afin d’automatiser les mesures.
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Figure 26 Méthode de détermination du MLI. Image représentant les lignes horizontales tracées
dans les espaces alvéolaires.

3.2.3 Quantification du mucus sécrété

Le mucus sécrété dans les voies respiratoires a été mis en évidence par coloration
Periodic Acid Schiff (PAS). Cette coloration est spécifique des polysaccharides et colore ainsi
le mucus constitué en grande partie de glycoprotéines en rose-violet. La coloration PAS a été

réalisée a la fois sur cytospin de LBA et sur coupe de poumons a 1’aide du Periodic Acid-Schiff
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stain Kit en suivant le protocole du fournisseur (Epredia 87007, Thermo Scientific). Pour la
coloration PAS, les poumons ont été spécifiquement coupés au niveau du hile, point d’insertion
des bronches dans le poumon. En effet chez la souris, on ne retrouve pas de glande sous-
muqueuse et les cellules caliciformes et le mucus produit se concentrent principalement au
niveau des grosses bronches. Les lames de LBA ont été scannées au microscope Axio Imager
M2 (ZEISS) tandis que les coupes de poumon ont été scannées au scanner Axioscan 7 (ZEISS).
Les scans ont été réalisés a I’objectif 10X. Par la suite, la quantification du mucus a été réalisée
sur Fiji (ImageJ). Il est a noter qu’aucune contre-coloration n’a été réalisée afin de faciliter la
quantification. Pour quantifier le marquage PAS sur scan de LBA, une premiére étape
consistant a eliminer le bruit de fond a été suivie. Pour chaque campagne, un échantillon de
référence avec une coloration PAS bien marquée a été choisi afin de déterminer les parametres
d’analyse. Le plugin Colour Deconvolution d’Imagel a été¢ utilisé afin d’isoler la couleur
correspondant au marquage PAS. Celle-ci a été échantillonnée dans une zone homogéne
directement sur I’image. Enfin, une étape de seuillage a permis de mettre en évidence les zones
présentant cette coloration. L’aire de la zone ainsi mise en évidence a ensuite été mesurée. Les

mémes parametres RGB de la couleur PAS et la méme valeur seuil ont été appliqués pour
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I’analyse de toutes les autres images de la méme campagne. Un exemple de quantification du
marquage PAS sur LBA est présenté en Figure 27.

La méme stratégie a été suivie afin de quantifier le marquage PAS sur coupe de poumon
en faisant toutefois face a 2 complexités supplémentaires. La premiere est que le marquage PAS
est limité aux bronches. La seconde est que la quantité de bronches n’est pas égale d’une coupe
a I’autre ce qui a nécessité une normalisation des résultats. Ainsi, une étape additionnelle visant

a détecter et a détourer les bronches présentes sur la coupe a été ajoutée afin de restreindre la

1) Image originale 2) Soustraction du bruit de fond

Echantillonnage de la
couleur PAS dans une zone
homogéne

4) Seuillage du marguage PAS 3) Extraction de la couleur PAS

Fixation du seuil
[ rvenete” .

Colour deconvolution: From ROX

o

i Coloux_L R:0.41495418, ¢:0.607032¢, B 0.07!113”1’
Coloux_I R:0.071445994, ¢:0.4149541¢, B:0.5070320

.Colo\u_3 R:0.8070320, 6:0.071443684, B:0.4148541¢

Sélection de la zone seuillée et Récupération des paramétres RGB de la
mesure de I'aire marquée (um?) couleur échantillonnée

Figure 27 Quantification du marquage PAS sur scan de LBA.
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quantification du marquage uniquement aux bronches (Figure 28). Le périmetre des bronches
ainsi détourées a été mesuré. Apres cette étape de détourage, la coloration PAS a été extraite
avec le plugin Colour Deconvolution et le seuillage effectué de la méme facon que décrite
précédemment. La surface du marquage PAS a été mesurée. La coloration PAS a finalement
été normalisée en rapportant la surface marquée au PAS au périmétre total de bronches

présentes sur la coupe.
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1) Image originale

2) Détection et détourage des bronches
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3) Extraction de la couleur PAS
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Figure 28 Quantification du marquage PAS sur coupe entiere de poumon. Pour illustrer la
quantification, un zoom a été fait sur des zones concentrées en cellules a mucus.

J’ai pu développer une macro permettant 1’automatisation compléte de la quantification
du marquage PAS sur LBA. J’ai également développé une macro semi-automatique permettant

la quantification du marquage sur coupe entieére de poumon. Pour cette seconde macro, la
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quantification est dite semi-automatique car une étape manuelle de vérification des bronches
sélectionnées avec possibilité de supprimer des zones de non-intérét ou d’ajouter des zones qui

auraient été non détectées a été incrémentée.

3.3 Immunofluorescence

La recherche de NETSs sur coupes de poumons a été effectuée par immunofluorescence.
Les NETs correspondent a des structures extracellulaires fibreuses composées d’ADN et de
protéines ayant pour but de piéger les micro-organismes. Le protocole suivi a été celui proposé
par Radermecker et al. (386). Ce protocole propose d’identifier les NETs comme les zones
présentant un double marquage positif a 2 composants des NETs. Il s’agit de la
myéloperoxydase (MPO), une enzyme présente dans les granulations des neutrophiles, et
d’ADN extracellulaire associ¢ a une forme particuliére de 1’histone 3 ou I’arginine a été
remplacée par la citrulline, I’histone 3 citrulliné (Cit-H3). Les coupes de poumons ont été
déparaffinées au xylene et réhydratées dans des bains d’éthanol de concentration décroissante
puis rincées a I’eau courante. Les épitopes ont été démasqués avec du tampon Tris-EDTA pH 9
(10 mM Tris-base, 1 mM EDTA) a 99°C pendant 20 minutes. Les coupes ont été perméabilisées
avec du Triton 0.5% pendant 2 minutes puis rincees au tampon phosphate salin (PBS, pour
Phosphate Buffered Saline). Le blocage des sites non spécifiques a été réalisé par une
incubation de 1 heure a température ambiante dans un tampon de blocage constitué de PBS et
d’albumine de sérum bovin a 2% (BSA, pour Bovine Serum Albumin). Les coupes ont ensuite
été incubées pendant toute une nuit a 4°C avec le mélange d’anticorps primaires MPO (AF3667,
R&D Systems) concentré a 5 pg/mL et Cit-H3 (ab5103, Abcam) concentré a 10 pg/mL ou le
mélange d’IgG isotypes contrdles pour le controle négatif. Le lendemain, le mélange
d’anticorps secondaires (Invitrogen, Alexa Fluor 488 A-11055 et Alexa Fluor 594 A-11012,
1/200 dilués dans le tampon de blocage) a été incubé pendant 2 heures a température ambiante.
Les lames ont eété montées au ProLong Gold DAPI (Invitrogen) puis observées sur un
microscope Axio Imager M2 (ZEISS).
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4 Etude de la fonction pulmonaire

La fonction pulmonaire a été étudiée a ’aide du flexiVent™ (SCIREQ). Cet appareil est
dédié a I’étude de la fonction respiratoire in vivo chez le petit animal et permet une analyse
quantitative des propriétés élastiques du poumon. La fonction respiratoire a été quantifiée
immédiatement en sortie d’exposition. Pour cela, au moment du sacrifice, les animaux ont été
pesés et anesthésiés comme décrit précédemment. Une intubation trachéale a été réalisée et
I’animal a été reli¢ au flexiVent™ qui comporte un respirateur artificiel (Figure 29). Le
flexiVent™ assure une ventilation en volume de 1’animal : ce sont le volume et le débit d’air
qui sont fixés par 1’expérimentateur et c’est la pression qui est mesurée en sortie. La machine
est également calibrée en fonction du poids de I’animal et permet ainsi une ventilation adaptée
a chaque animal. Une fois 1’animal branché sous respirateur, une solution de curare a été
injectée a I’animal par voir intrapéritonéale a une dose de 0.5 mg/kg (Rocuronim 10 mg/mL,
Hospira). Le curare est un myorelaxant utilisé ici pour s’affranchir des mouvements
respiratoires réflexes de I’animal et avoir une ventilation uniquement due a la machine.
Différentes perturbations calibrées du systeme et pilotées par le logiciel permettent ensuite
d’avoir accés a plusieurs paramétres respiratoires tels que la capacité inspiratoire, la
compliance, 1’élastance, la résistance ou encore le volume expiratoire maximal seconde
(VEMS). Pour des raisons techniques, la mesure de la fonction pulmonaire n’a pu étre réalisée
que sur les campagnes PolluRisk#8, #9, #10 et #12. De méme, le module permettant la mesure
du VEMS n’a été utilisé que lors de la campagne PolluRisk#12. Par ailleurs, a cause des
éventuelles altérations pulmonaires structurales induites par cette ventilation forcée, aucun
prélevement destiné a I’histologie n’a été effectu¢ sur les animaux testés au flexiVent.
Toutefois, des prélevements de sang, de LBA et de poumons destinés a 1’étude de 1’expression

des genes et des protéines ont été réalisés comme décrit plus haut dans la partie sacrifice.
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5 Analyses biologiques

5.1 Numération sanguine et prélevement du plasma

Une fois le prélevement de sang réalisé, les échantillons ont été conservés a température
ambiante jusqu’a réalisation de la numération de la formule sanguine le jour méme. Celle-ci a
été réalisée par I’analyseur hématologique VetScanHMS5 (Abaxis) permettant de quantifier les
différents types cellulaires: globules blancs (lymphocytes, monocytes, neutrophiles,
éosinophiles, basophiles), globules rouges et plaquettes. Aprés réalisation de la numération
cellulaire, le plasma a été prélevé. Celui-ci a été isolé par 2 centrifugations successives a
température ambiante. Une premiére centrifugation pendant 10 minutes a 400 g a permis
d’éliminer les globules rouges tout en limitant I’hémolyse. Le surnageant a été récupéré et
soumis a une seconde centrifugation pendant 10 minutes a 3500 g afin d’éliminer les éventuelles

cellules restantes. Le plasma a ensuite été conservé a -80°C.

5.2 Etude de I’expression des génes

5.2.1 Extraction et dosage des ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a partir du lobe pulmonaire supérieur droit stocké a sec
a-80°C. L’extraction des ARN a ensuite été realisée a I’aide du RNeasy Mini Kit (Qiagen). Les
tissus pulmonaires ont été broyés au TissueLyserll (Qiagen) 2 minutes a 30 Hz dans du tampon

de lyse (tampon RLT fourni par le kit contenant 1% de p-mercaptoéthanol). Le protocole du

—_———— [

(A}

Respirateur

Connectiques entrée/sortie d’air
pour I'animal

Figure 29 Machine flexiVent™ et branchement de la souris sous respirateur.
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fournisseur a été suivi. Une fois extraits, les ARN ont été dosés au NanoDrop (DeNovix DS-11

Spectrophotometer) et conservés a -80°C.

5.2.2 Etude de la transcription par RT-gPCR

Une rétrotranscription de 1 pg d’ARN dans un volume total de 40 pL a été effectuée a
I’aide de I’enzyme Superscript III (Invitrogen). Les ADNc obtenus ont été dilués a 1,25 ng/uL
afin de réaliser la qPCR. Celle-ci a été effectuée dans un mélange contenant 5 L de SYBR™
Select Master Mix (Applied Biosystems™), 0,4 uM de chaque primer, 4 uL. d’ADNc et de
I’eau pour un volume réactionnel total de 10 puL. La réaction a été réalisée sur 1’appareil de PCR
quantitative QuantStudio™ 6 Flex (Applied Biosystems™) selon le protocole suivant : 50 °C
— 2 minutes, 95°C — 2 minutes, 40 cycles 95°C — 1 seconde/60°C — 30 secondes suivi d’un
programme de dissociation. Pour chacun des échantillons et chacun des genes étudiés, la gqPCR
a éeté faite en duplicat ou triplicat. La liste des genes étudiés ainsi que la séquence des amorces
utilisées est précisée dans le Tableau 7. Celles-ci ont été congues avec 1’outil en ligne Primer-
BLAST (National Center for Biotechnology Information). L’expression des génes a été
quantifiée avec la méthode du AACT en utilisant le gene Hprt (codant pour 1I’hypoxanthine

guanine phosphoribosyltransférase) comme gene de référence.

Tableau 7 Séquences des amorces des genes étudiés par RT-gPCR

. . Séquence des amorces (5° — 3°)
Symbole du géne — Nom du géne

Amorces sens Amorces anti-sens

Geéne de référence
Hprt - hypoxanthine guanine AGCAGTACAGCCCCAAA  GTCTGGCCTGTATCCAA
phosphoribosyltransférase ATG CACT
CFTR
Cftr - cystic fibrosis transmembrane GAAGCGATGTTGGATTGC CTCAGAAGTGCCTGAA
conductance regulator CAG GGGAG
Mucines
Muc5b - mucin 5, subtype B, TGTTACGGACAACGGTGT TAGACCATAGGCGCCTG
tracheobronchial GG ACA
Muc5ac - mucin 5, subtypes A and C,  TCACCCTCAAGGGCATGT GCCTGGTATGTCCTGGG

TG TTG

tracheobronchial/gastric
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Inflammation

Ccl2 - chemokine (C-C motif) ligand 2 GCTGGAGCATCCACGTGT GAGTGGGGCGTTAACT
T GCAT

Cxcll - chemokine (C-X-C motif) TCAAGAATGGTCGCGAG ~ CTTTCTCCGTTACTTGG

GGACA

ligand 1 GCT

Cxcl15 - chemokine (C-X-C motif) TGGGTGAAGGCTACTGTT CAGAAGCTTCATTGCCG

ligand 15 GG GTG

Cxcl2 - chemokine (C-X-C motif) CCCCTGGTTCAGAAAATC  TTCTCTTTGGTTCTTCCG

ligand 2 ATCCA TTGAGG

l11b - interleukin 1 beta TTGAAGTTGACGGACCCC AAGCTGGATGCTCTCAT
AAA CAGG

116 - interleukin 6 TGATGGATGCTACCAAAC GGTACTCCAGAAGACC
TGGA AGAGRG

Rela - v-rel reticuloendotheliosis viral GATGGCTACTATGAGGCT CAGGTCTCGCTTCTTCA

oncogene homolog A (avian) GACC CAC

Tgfb1 - transforming growth factor, GCTAATGGTGGACCGCA  ACTGTGTGAGATGTCTT

beta 1 AC TGGTTTTC

Thf - tumor necrosis factor TGTCTACTGAACTTCGGG ~GCCATAGAACTGATGA
GTG GAGGGA

Stress oxydant

Cat - catalase TTCTGGAGTCTTCGTCCC ~ CCATAGCCATTCATGTG
GA CCG

GpxL1 - glutathione peroxidase 1 CCTGTGAGCGCTAGTACG GAGAAGGCATACACGG
G TGGAC

Gstm1 - glutathione S-transferase, mu ~ ATGCTCTGTTACAACCCT ~ CCTGCAAACCATGGCCT

1 GACT CTT

Hmox1 - heme oxygenase 1 CACAGATGGCGTCACTTC GCTAGTGCTGATCTGGG
GT GTT

Nfe2l2 - nuclear factor, erythroid CTGTATGCAGCTTTTGGC ~GAGGGGCAGTGAAGAC

derived 2, like 2 AGA TGAAC

Ngo1l - NAD(P)H dehydrogenase, TGGTTTGAGAGAGTGCTC CCCCAGTGGTGATAGA

quinone 1 GT AAGCA

Sod1 - superoxide dismutase 1, soluble ACGTCCATCAGTATGGGG CAGGTCTCCAACATGCC
ACA TCTC

Sod2 - superoxide dismutase 2, TCGCTTACAGATTGCTGC ~GGTAGTAAGCGTGCTCC
cT CAC

mitochondrial
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Remodelage pulmonaire
Elane - elastase, neutrophil expressed ~ ACCCAGTGTGCTACAAGA GTGCATACGTTCACACG

GC ACG
Mmp9 - matrix metallopeptidase 9 CGACATAGACGGCATCC  GTCGGCTGTGGTTCAGT
AGTA TGT
Mmp12 - matrix metallopeptidase 12 GGCTGCTCCCATGAATGA GTCATTGGAATTCTGTC
CA CTTTCCA
Slpi - secretory leukocyte peptidase TGCGGCCTTTTACCTTTC  GGGCAGGCTCCGATTTT
inhibitor AC GAT
Timp1 - tissue inhibitor of CAGCCTTCTGCAACTCGG AACGCTGGTATAAGGT
metalloproteinase 1 AC GGTCTC
Timp2 - tissue inhibitor of GCAACAGGCGTTTTGCAA CGGAATCCACCTCCTTC
metalloproteinase 2 TG TCG
Timp3 - tissue inhibitor of CCTTTGGCACTCTGGTCT  CTTTCAGAGGCTTCCGT
metalloproteinase 3 ACA GTGA
Timp4 - tissue inhibitor of GACTCTTCCCTCTGTGGT  CCAGGGCTCAATGTAGT
GTG TGC

metalloproteinase 4

5.3 Etude de I’expression des protéines

5.3.1 Extraction et dosage des protéines

Les protéines ont été extraites a partir du lobe pulmonaire inférieur droit conservé a sec
a -80°C. Les échantillons de poumons ont €té broyés au TissueLyserll (Qiagen) 2 minutes a
30 Hz dans 600 uL de tampon de lyse RIPA (Sigma-Aldrich), 10% d’anti-protéase (Sigma-
Aldrich) et 10% d’anti-phosphatase (Sigma-Aldrich). Les protéines totales ont été diluées au
1/500°™ afin d’étre dosées par la méthode de Bradford. Une gamme étalon comprenant 8 points
de standards de 0 a 25 pg/mL a été constituee a partir d’une solution de BSA concentrée a
1 mg/mL. La gamme a été déposée en duplicats et les échantillons ont été déposés en triplicats
sur plaque 96 puits. Apres ajout du réactif de Bradford, la densité optique de la gamme ainsi
que celle des échantillons a été mesurée a 595 nm par spectrophotométrie par un lecteur de
plaque (Infinite 200 Pro, TECAN).
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5.3.2 Western Blot

L’expression des protéines extraites des poumons a été étudiée par la technique du
western blot. Les protéines ont été separées en conditions dénaturantes par électrophorése (1h
a60 V puis 1h30 a 120 V) sur un gel a 12.5% d’acrylamide surmonté d’un gel de concentration
a 4% d’acrylamide contenant chacun du dodécylsulfate de sodium (SDS). Pour aider a la
dénaturation des protéines, les échantillons ont été incubés a 95°C pendant 5 minutes dans du
tampon Laemmli 1X (Sigma-Aldrich) avant leur dépot sur le gel. Une quantité de 20 pg de
protéines a été déposée dans chaque puits. Une fois la séparation terminée, les protéines ont été
transférées a sec en 7 minutes sur une membrane polyfluorure de vinilydéne (PVDF - 1B24001,
Life Technologies) a 1’aide du systeme iBlot2 (Life Technologies). Les membranes ont été
immergées dans du rouge ponceau afin de vérifier la présence de protéines et ainsi s’assurer
que le transfert a bien fonctionné. Les membranes ont ensuite été rincées a 1’eau distillée afin
d’éliminer le rouge Ponceau puis saturées 2 x 30 minutes dans une solution de lait 5% dilué
dans du tampon 1X tris-buffered saline 0.1% Tween (TBST). Aprés cette étape de blocage des
sites non spécifiques, les membranes ont été lavées au TBST 3 fois 10 minutes puis incubées
pendant toute une nuit a 4°C sous agitation lente avec les solutions d’anticorps primaire
correspondant aux différentes protéines étudiées (Tableau 8). La B-actine a été utilisée comme
protéine de ménage afin de normaliser I’expression des protéines d’intérét. Le lendemain et
aprés lavages des membranes dans du TBST comme indiqué précédemment, la solution
d’anticorps secondaire a été ajoutée et laissée 1 heure a température ambiante sous agitation
lente. Toutes les dilutions d’anticorps primaires et secondaires ont été réalisées dans une
solution de lait 5% TBST. A la fin de I’incubation de I’anticorps secondaire, les membranes ont
été lavées de nouveau au TBST comme précédemment puis incubées pendant 5 minutes avec
le substrat spécifique de I’enzyme conjuguée a 1’anticorps secondaire. Pour les anticorps
couplés a la peroxydase de raifort (HRP, pour Horseradish Peroxidase), le substrat ajouté
correspond a un mélange en volume 1:1 d’une solution de peroxyde et d’une solution de luminol
(SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). Pour
I’anticorps secondaire de la B-actine couplé a la phosphatase alcaline (AP, pour Alkaline
Phosphatase), le substrat ajouté est I’lmmun-Star AP Substrate (Biorad). Les membranes ont
finalement été révélées en chimiluminescence grace au systeme G:BOX (Syngene). Les bandes

de protéines ont ét¢ quantifiées a 1’aide du logiciel GeneTools (Syngene).
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Tableau 8 Liste des protéines étudiées en western blot et anticorps utilisés

Protéine Poids moléculaire Anticorps primaire Anticorps secondaire

NA934 (Amersham ECL)
ab22604 (Abcam) o
GPX1 22 kDa Conjugué HRP
1/500
1/5 000

) 7074 (Cell Signaling)
MA532011 (ThermoFisher) )
MMP12 40 kDa Conjugué HRP

1/1 000
1/5 000

NA934 (Amersham ECL)
ab228402 (Abcam)

MMP9 92 kDa Conjuguée HRP
1/1 000
1/5 000
_ ) 1706520 (Biorad)
) A5316 (Sigma-Aldrich) o
B-actine 40 kDa Conjugué AP
1/10 000

1/10 000

5.3.3 ELISA

Le dosage d’ELANE, de la MPO et des mucines MUC5AC et MUC5B a été réalisé par
la technique ELISA a I’aide des kits DY4517-05 (R&D Systems), DY3667 (R&D Systems),
SEA756Mu-96 (Cloud-Clone Corp, CliniSciences) et SEA684Mu-96 (Cloud-Cone Corp,
CliniSciences) respectivement. Les dosages d’ELANE et de MPO ont été réalises sur
surnageant de LBA non dilué tandis que les dosages des mucines MUC5AC et MUC5B ont été
réalisés sur broyats de poumons. Le protocole du fournisseur a été suivi. Les plaques 96 puits
ont été coatées pendant toute une nuit a température ambiante avec 1’anticorps de capture anti-
ELANE et anti-MPO. Les plagues MUC5AC et MUCSB étaient déja pré-coatées. Une gamme
étalon constituée de 8 concentrations de standards déposés en duplicat a été réalisée. Les
échantillons ont été déposés en simplicat. Apres une premiére incubation des échantillons et
des standards pendant 2 heures sur la plaque, un anticorps de détection biotinylé a été ajouté.
Une seconde incubation de 2 heures a été effectuée. Une solution de streptavidine-HRP a
ensuite ¢été ajoutée et laissée 20 minutes a 1’abri de la lumiére. La solution de substrat a été
ajoutée et la plaque a été incubée pendant 20 minutes toujours a I’abri de la lumicre. A I’issue
de cette derniere incubation, la réaction a été stoppée par ajout d’acide sulfurique. La densité

optique a été mesuree immédiatement a 450 nm par un lecteur de plaque (Infinite 200 Pro,
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TECAN). Il est a noter que pour les mucines MUCSAC et MUCS5B, I’ensemble des incubations
a été réalise a 37°C. Pour les dosages d’ELANE et de MPO, une correction a été appliquée par
une seconde lecture a 540 nm. Enfin, les concentrations d’ELANE, de MPO et des mucines

MUCS5AC et MUC5B ont été calculées a 1’aide de la courbe étalon apres déduction du blanc.

5.3.4 Luminex

Le dosage de cytokines pro et anti-inflammatoires a été réalisé par la technique du
Luminex sur surnageant de LBA a I’aide du kit Milliplex MAP Mouse Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel (MCYTOMAG-70K, Merck Millipore). Ce kit permet le dosage d’un
panel de 32 cytokines et chimiokines : G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-
4, 1L-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, KC, LIF,
LIX, MCP-1, M-CSF, MIG, MIP-1a, MIP-1p, MIP-2, RANTES, TNF-a, VEGF et
Eotaxin/CCL11. Le dosage par Luminex de ces cytokines a été réalisé par la plateforme dosage

biomarqueurs de ’IMRB.

5.4 Etude de ’activité de CFTR

Chez I’Homme, le test de la sueur constitue le test de référence pour le diagnostic de la
mucoviscidose par I’évaluation de I’activité du canal CFTR. Celle-ci est réalisée par le dosage
des ions chlorure et sodium dans la sueur. La souris, et plus largement tous les rongeurs, ne
possedent pas de glandes sudoripares. Une approche alternative résidant en la réalisation d’un
test de sécrétion salivaire, considéré comme 1’équivalent murin du test de la sueur, a été
développée (387,388). Sur la base de différents protocoles (388-390), j’ai pu adapter ce test de
sécrétion salivaire au laboratoire et en mettre au point une version sans intervention
chirurgicale. Les animaux ont été anesthésiés par voie intrapéritonéale par injection de 10 uL/g
de poids corporel d’un melange de Kétamine (80 mg/kg) et Xylazine (10 mg/kg). Cette sédation
légére permet 1’immobilisation des animaux le temps de la récolte de la salive tout en
conservant une déglutition consciente afin d’éviter I’asphyxie des animaux avec leur salive.
Une fois endormis, les animaux ont recu une injection de pilocarpine (Pilocarpine Faure 2%
diluée au 1/100 dans du sérum physiologique) par voie intrapéritoneéale a une dose de 0.5 mg/kg
afin de stimuler la sécrétion salivaire. Les animaux ont éte places sur un support incliné a 35°,

fixés par la queue, la méchoire reposant sur une boite de Pétri et la bouche reposant sur un
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tampon coton Salivette® (Sarstedt) (Figure 30). D¢s I’apparition de la premiére goutte de salive
dans la bouche (soit environ 5 minutes aprés injection de la pilocarpine), un chronométre a été
déclenché et la récolte de salive a été réalisée pendant 15 minutes. Le prélévement d’un volume
de 200 a 300 pL de salive a été réalisé de manicre non invasive par simple absorption de celle-
ci sur le coton Salivette®. Une fois la récolte terminée, les animaux ont été placés dans une
cage de réveil dans laquelle a été placé un tapis chauffant pour éviter I’hypothermie des
animaux. Dans les conditions d’anesthésie utilisées, le réveil des animaux est intervenu environ
30 minutes suivant I’injection de I’anesthésiant. Les animaux ont été surveillés jusqu’a leur
réveil complet et de I’hydrogel a été placé dans la cage afin d’éviter la déshydratation. Ce
protocole offre la possibilité de réaliser le test de salivation plusieurs fois sur le méme animal
et ainsi de suivre dans le temps I’activité du canal CFTR, chaque animal étant son propre
contréle. Dans ce contexte, les animaux de la lignée Cftr'™EUR ont été soumis une premiére fois
au test de salivation avant leur exposition puis soumis une seconde fois a ce méme test
immédiatement a la fin de I’exposition. A la fin du deuxiéme test et au moment du sacrifice
terminal, une dose de rappel d’anesthésiant (Buprénorphine — Zoletil - Xylazine) a été injectée
par voie intrapéritonéale avant de procéder aux prélevements des glandes salivaires ainsi qu’aux

prélevements sanguins et pulmonaires comme décrit précédemment.

Salive

Tampon coton Salivette®

Boite de Pétri

Support incliné —— |

Figure 30 Test de sécrétion salivaire chez la souris.

Aprés récolte, la salive a été extraite du coton Salivette® par centrifugation a 1 000 g
pendant 2 minutes et récupérée dans un tube Eppendorf 1,5 mL préalablement pesé. Le tube a
été pesé une seconde fois aprées centrifugation de la salive permettant ainsi de calculer le volume
de salive récolter. Le pH a été mesuré dans 1’échantillon de salive a I’aide d’une microélectrode

(Orion, Fisher Scientific). Les échantillons de salive ont été conservés a 4°C avant d’étre
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envoyés a la plateforme biochimie de I’hopital Henri Mondor ot ont été dosés les ions chlorure,

sodium, bicarbonates et potassium (analyseur Cobas 8000, Roche).

90



6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont éte réalisées avec le logiciel Graphpad Prism 9.0. La présence
d’outliers, ou valeurs aberrantes, a été testée avec la méthode ROUT. La normalité des données
a ensuite été testée grace au test de Shapiro-Wilk. Dans le cas d’une distribution normale des
données, les groupes d’animaux ont été comparés entre eux par un test ANOVA suivi, en cas
de positivité, de comparaisons 2 a 2 par test t de Student. Dans le cas d’une distribution ne
satisfaisant pas 1’hypothese de normalité, les groupes ont été comparés par un test de Kruskal-
Wallis puis, en cas de positivité, de comparaisons 2 a 2 par test U de Mann-Whitney. Le seuil
de significativité a été fixé a 0.5 % (p < 0.05). Sauf indication contraire, les barres d’erreur des
représentations graphiques correspondent a la Moyenne * Erreur type.

Afin d’intercomparer les effets induits par les différentes atmospheres, des graphiques en
radar ont été réalisés a I’aide d’Excel. Pour cela, I’ensemble des marqueurs étudiés a été
regroupé en 5 grandes catégories : sécrétion du mucus/expression des mucines, destruction des
tissus pulmonaires, stress oxydant, marqueurs pro-inflammatoires et marqueur(s) anti-
inflammatoire(s). Le détail des marqueurs considérés dans chacun des groupes est donné dans
le Tableau 9. Pour chacun des marqueurs listés, chaque atmosphére d’étude, chaque modele et
chaque genotype, un fold-change traduisant la variation entre la moyenne du marqueur dans le
groupe expose et la moyenne dans le groupe témoin non exposé a été calculé. Pour chaque
groupe de marqueurs, un fold-change moyen a ensuite été calculé a partir des fold-change de
tous les marqueurs composant le groupe. Pour des préoccupations d’échelle, les graphiques

radar ont finalement été tracés a partir des transformations Logio de ces fold-change moyens.

Tableau 9 Liste des parameétres considérés dans chaque groupe biologique étudié.

Groupe de marqueurs Nombre de Liste des marqueurs
marqueurs
(Marquage PAS sur LBA)
Sécrétion du mucus / Expression » (Marquage PAS sur tissus)
des mucines Expression protéique de : MUC5AC et
MUC5B
) ) MLI
Destruction des tissus ) 3
] 4 Expression protéique de : ELANE, MMP9 et
pulmonaires
MMP12
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Expression protéique de : MPO et GPX1

Stress oxydant 2
Calcul du rapport MPO/GPX1

Expression protéique de : G-CSF, IFN-y,

IL-1a, IL-2, (IL-5), IL-6, IL-9, IL-12(p40), IL-
13, IL-15, (IL-17), CXCL10, CXCL1,
(CXCL5), MIP-1a, (MIP-1B), MIP-2, CCLS5,
Marqueurs pro-inflammatoires 18-22
TNF-0, VEGF, NE

Cellularité différentielle du LBA : nombre de

macrophages, nombre de lymphocytes et

nombre de neutrophiles

Marqueurs anti-inflammatoires 1-2 Expression protéique de : IL-10 et (LIF)

N.B : Les marqueurs listés entre parenthéses n’ont été considérés que pour un des 2 modeles.
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CHAPITRE IV

V. Résultats
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Ce chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus au cours de la these. Ces
résultats permettent de comprendre quels sont les effets associés a une exposition aigie a la
pollution atmosphérique et plus spécifiquement a des atmosphéres de type urbain sur le
phénotype pulmonaire de la mucoviscidose chez deux modeles précliniques de la maladie. La

présentation de ces résultats est articulée en trois parties.

Partie 1 Dans cette premiere partie, nous présenterons les résultats observés chez le
modeéle Scnnlb-Tg dans le but de comprendre comment une exposition a des atmosphéres

urbaines réalistes peut moduler un phénotype pulmonaire de mucoviscidose déja installé.

Partie 2 Dans cette seconde partie, nous présenterons les résultats concernant le modeéle
Cftr'™EUR permettant de comprendre les effets d’une exposition a des atmosphéres urbaines

réalistes sur la mise en place d’un phénotype pulmonaire de mucoviscidose.

Partie 3 Dans cette troisieme et derniere partie seront présentés les résultats
préliminaires du test de salivation permettant d’évaluer, chez le modele Cftr™EYR  les effets

d’une exposition a la pollution atmosphérique sur ’activité de la protéine CFTR
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1 Partie 1: Effets d’une exposition a des atmosphéres

urbaines réalistes sur le modeéle Scnnlb-Tg

Les résultats présentés dans cette premiere partie concernent les effets d une exposition du
modele Scnnlb-Tg a différentes atmospheres urbaines réalistes. Ces résultats font 1’objet d’un

article en cours de finalisation. Celui-ci est présenté dans les pages suivantes.

Title: Acute exposure to realistic simulated urban atmospheres exacerbate pulmonary

phenotype in Cystic Fibrosis mice
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Abstract

Background: Cystic Fibrosis (CF) is a lethal genetic disorder caused by pathogenic mutations
of the CFTR gene. CF is characterized by a progressive loss of respiratory function that drives
the high morbidity and earlier mortality of the disease. CF patients show a high phenotypic
variability even for identical mutations. This suggests the involvement of factors other than
CFTR mutations. Air pollution is one environmental factor suspected to modulate the disease

severity but its effects in the specific context of CF are not well documented.

Objective: The objective of this study was to evaluate the impacts of air pollution on the

pulmonary morbidity of CF in a mice model.

Methods: Using an atmospheric simulation chamber, we propose a disruptive and innovative
approach by realistically simulating complex and multiphasic urban atmospheres to consider
air pollution as a whole. “Paris-like” and “Beijing-like” atmospheres were simulated. Control
WT and CF Scnnlb-Tg mice were exposed to such atmospheres up to 18H and 72H for the
determination of urban air pollution effects on established CF lung disease regarding

inflammation, oxidative stress, mucus secretion, lung remodeling and lung function.

Results: Exposure to urban atmospheres stimulated mucus secretion and increased
inflammatory biomarkers levels, oxidative stress as well as expression of lung remodeling
actors in both WT and CF mice. The latter were more susceptible to develop such a response.
Though we could not establish direct mechanistic link between biological responses and
specific components, the type of immune response generated appear to effectively depend on

the chemical composition of the atmospheres.

Conclusions: Based on a multi-pollutant approach, this study is the first to characterize effects
of realistic urban atmospheres on CF mice. Exposure to urban atmospheres exacerbated lung
phenotype in CF mice. The type of response induced depended on the chemical composition of
the atmospheres. These results show that air pollution could contribute to CF physiopathology

by increasing the severity of the disease.
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Introduction

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by a mutation of the Cystic
Fibrosis conductance Transmembrane Regulator gene (CFTR). This disease affects
approximately 80,000 people worldwide. It is the most frequent genetic disease among
Caucasian population. CFTR gene encodes an anion channel responsible for chloride and
bicarbonate ion transport across epithelial cells and also regulates other ion channel activity. As
an example, CFTR has been reported to inhibit the Epithelial Na* Channel (ENaC) in the
airways. CFTR mutations result in CFTR protein abnormality and defect in chloride and
bicarbonate transport resulting in the dehydration of the intestine lining fluid and the airway
surface liquid (ASL) and thickening of mucosal secretions®. CF is characterized by a primary
intestinal disease with intestinal obstruction and pancreatic insufficiency developing from birth
and by a secondary and progressive pulmonary disease with impaired mucociliary clearance,
persistent bacterial infections by Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, and
sustained inflammation?. The progression of CF disease mainly depends on pulmonary
exacerbations defined as acute worsening of respiratory symptoms associated with deterioration
of quality of life3*. Respiratory symptoms include increased cough, increased sputum
production and irreversible lung function decline. These pulmonary exacerbations episodes,
most frequently caused by bacterial infections, eventually lead to obstructive lung disease and
structural damage causing respiratory failure that is responsible for most of the morbidity and

mortality of CF patients®®.

To date, more than 2,000 mutations of the CFTR gene have been identified®. These mutations
are classified into six classes according to their effect on CFTR protein synthesis and function?.
Classically, class I-11l mutations, characterized by a total suppression of CFTR function, tend
to be associated with a more severe phenotype and disease prognosis. On the contrary, class
IV-VI mutations are associated with milder severity due to CFTR residual function?.
Interestingly, CFTR genotypic variability is associated with an important phenotypic diversity
even between patients bearing the same mutations. This suggests the implication of other
factors, either genetic or environmental. The contribution of such factors is particularly seen in
the determination of CF pulmonary traits'. Indeed, if CFTR genotype tends to correlate well
with pancreatic sufficiency, it fails to correctly predict pulmonary disease severity®5,
Different twin and siblings’ studies have shown that genetic (other than CFTR itself) and
environmental factors could contribute equally to CF lung disease!®8, Several genes such as
MUC4/MUC20, SLC9A3, human leukocyte antigen complex Il (HLA I1), AGTR2/SLC6A14
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and EHF/APIP have been identified as CF disease modifiers'®?°, These genes have pleiotropic
levels of action and some variants have been associated with decreased lung function and earlier
P.aeruginosa infection. On the other hand, environmental factors such as tobacco smoke?!, air
pollution??, climate/seasonal changes®-?® and socio-economic status®® have also been identified
as relevant modifying contributors to CF physiopathology. Accounting for 7 million premature
deaths worldwide in 2019, air pollution currently constitutes the major environmental threat for
human health and ranks at the fourth place of all death risk factors?’. With well documented

effects on reducing lung function in healthy adults and children?®-32

, increasing lung cancer
incidence®, and worsening respiratory condition of patients with pre-existing pulmonary
diseases® %, the study of air pollution is of particular interest for public health concerns.
Furthermore, there is growing evidence indicating that air pollution could participate to the new
onset of airway diseases such as asthma and Chronic Obstructive Pulmonary Disease

(COPD)¥" .,

Thus, with known effects on healthy people as well as on people with pre-existing condition(s),
exposure to air pollution could constitute an important contributing factor for CF disease.
Indeed, in a context where air pollution exceeds World Health Organization (WHO) air quality
guidelines in 99% of the world*? and where CF patients live older, it is of particular interest to
look at the impact of air pollution on the course of the disease. Yet, air pollution effects in the
specific context of CF are not well documented?. Less than ten epidemiological studies have
been conducted so far. They have shown that air pollution, and more specifically exposure to
particulate matter (PM1o and PM2s, particles with a mean dimeter less than 10 um and 2.5 um
respectively), nitrogen dioxide (NO2) or ozone (O3) is associated with increased number of
exacerbations and decreased lung function in CF adults and children®*® as well as increased
risk of initial acquisition of P.aeruginosa and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in CF children*’8, Experimental studies trying to elucidate the molecular mechanisms
that mediate such effects have shown the involvement of inflammation, oxidative stress,
cellular death and decreased expression and activity of CFTR?2. However, in vivo studies
remain sparse with only 2 published studies in CF mice models*®°. Moreover, these
epidemiological and experimental studies have focused only on the effects of individual
components of air pollution but there remains a lack of knowledge regarding the synergistic

health effects of realistic atmospheric pollutants mixtures.

Therefore, the present study aimed to investigate the effects of short exposure to realistic

complex urban atmospheres on the pulmonary morbidity of a CF mice model. Assessment of
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biological effects was based on screening common stress responses including quantification of

inflammation, oxidative stress as well as mucus secretion, lung remodeling and lung function.

Materials and methods
Ethical approval and animals

Animal experimental protocols were approved by the French Government (Ministére de
I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I’Innovation, ethic committee in animal
experiment ComEth ANSES/ENVA/UPEC APAFIS #27046-2020090317505897v5) and

followed according to French laws for animal care.

The mice model used in this study is a congenic strain of Scnnlb-Tg mice described by
Livraghi-Butrico et al.! and adapted from the original strain proposed by Mall et al.>2. Two
C57BL/6N Scnnlb transgenic males (Jackson Mouse strain #030949) and four C57BL/6N non-
carrier females (Jackson Mouse strain #005304) were purchased from Charles River
Laboratories (Les Oncins, France). After one week of acclimatization, mice were bred into our
animal facility to create our own colony. Mice were supplied with food (S9343-S403 Ssniff
Rat/Mouse VRF1, Germany) and tap sterilized water ad libitum and housed in standard
conditions, at 20-22°C with a 12 h light/dark cycle. Tail biopsy was performed on newborn
mice just after weaning for genotyping. Genotyping was done following the Jackson Laboratory

protocol using the KAPA Mouse Genotyping Kit (Kapa Biosystems, CliniSciences).

A total of 175 C57BL/6N Scnnlb transgenic (Scnnlb-Tg) and C57BL/6N non-carrier (WT)
mice (8 to 36 weeks old) were exposed to the above-described atmospheres or control ambient

air for up to 72 hours.

Simulation of complex realistic urban atmospheres

We chose to simulate atmospheres representative of 2 urban environments: Paris — as an
example of a European urban city, and Beijing — as an example of a highly polluted megacity.
A total of 6 different atmospheres of gradual pollutant levels were simulated. Atmospheres will
next be referred as Paris-S for “Paris-like Summer-type” atmosphere, Paris-W for “Paris-like
Winter-type” atmosphere, Beijing-S1 and Beijing-S2 for “Beijing-like Summer-type”
atmospheres, first and second simulation respectively, and Beijing-W1 and Beijing-W> for

“Beijing-like Winter-type” atmospheres, first and second simulation respectively.
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Urban atmospheres were simulated with the CESAM chamber (Chamber for Experimental
Multiphase Atmospheric Simulation; https://www.cesam.cnrs.fr/). This chamber — a 4.2 m®
stainless steel atmospheric simulation chamber — allows to realistically simulate complex and
multiphasic atmospheres at the lab. Air pollution generation protocol is based on continuous
injection of primary gaseous pollutants into the CESAM chamber, mainly nitrogen oxides —
NO and NOg2, sulphur dioxide - SO and volatile organic compounds — VOCs, as well as
particulate precursors. VOCs mixture was composed of isopentane (alkane), propene (alkene),
acetylene (alkyne), acetaldehyde (aldehyde) as well as benzene, toluene, and xylene (polycyclic
aromatic hydrocarbons). Particulate precursors comprised ammonium sulfate seeds, soot
particles and mineral dust (only for the “Beijing-like” atmospheres). These primary pollutants
are then subjected to an artificial solar irradiation for photochemistry processes to occur. These
processes result in secondary pollutants production (O3, oxidized VOCs and secondary organic
aerosols - SOA) that reach their steady state in about 8 to 9 hours after the ignition of the lamps.
In both “Paris-like” and “Beijing-like” atmospheres, soots were generated by propane
combustion using a soot generator (miniCAST Jing 6204C). These soots were generated once
to twice a day, stored in a small chamber (CESAMETTE), and then continuously injected into
CESAM to have stable concentrations throughout the entire simulation. To be noted, “Beijing-
like” atmospheres simulations are characterized by the presence of SO2 (produced in large
quantities in China by fossil fuel combustion) and mineral dust due to sandstorms. Such
sandstorms were simulated once a day by shaking mineral samples coming from the Gobi

Desert and injecting the resulting particles into the chamber.

Atmospheres’ composition was monitored in real time for the whole duration of the simulation.
Monitoring instruments for gaseous pollutants included NOx (Horiba APNA370), Oz (Horiba
APOA370) and SO. (Horiba APSA370) analyzers as well as in-situ FTIR (Bruker Tensor),
AirmoVOC (Chromatotec GC866), PTR-ToF mass spectrometer (KORE Technology LTD)
and FID gas chromatograph (Perkin Elmer Clarus 680) for VOCs analysis. Particulate phase
was characterized with a Scanning Mobility Particle Sizer (SMPS - TSI 3080 + TSI 3025) and
an Aerosol Chemical Speciation Monitor (ACSM - Aerodyne). In addition, quartz filters
allowed to collect particles for offline analysis of particulate carbon (organic and elemental)
and organic content by Sunset analysis, SFE-GC-MS and UPLC-QTof-MS.

104



Experimental design and air pollution exposure

To document the effects of air pollution on CF, Scnnlb adult mice were exposed to simulated
complex and realistic urban atmospheres for up to 72 hours to mimic acute exposure to an air

pollution episode.

Mice were housed in isolators (I-Box, Noroit) and settled in cages with a maximum of 5 animals
per cage. Each cage contained bedding, nesting and enrichment material as well as ad libitum
access to food (S9343-S403 Ssniff Rat/Mouse VRF1, Germany) and water. Mice exposed to
urban atmospheres were placed in an isolator directly connected to the CESAM chamber and
receiving constant flow of 12 L/min of polluted air. Our control mice were placed in an isolator
not connected to the CESAM chamber receiving only ambient filtered air from the room. In
both isolators, temperature was controlled between 22 and 25°C with a relative humidity of 30
to 50% and a 12 h light/dark cycle. For the whole duration of exposure, mice status and behavior
could be directly checked thanks to a transparent glass on the front of the isolators. The CESAM
chamber can simulate only one atmosphere at a time. Thereby, each simulated atmosphere had

its own corresponding control air.

Lung and bronchoalveolar lavages collection

Mice were sacrificed immediately at the end of exposure. Mice were deeply anesthetized with
an intra-peritoneal injection of a mix of buprenorphine, zolazepam and xylazine (1 mg/kg,
160 mg/kg and 10 mg/kg respectively) and were sacrificed by section of the abdominal aorta.
In order to access the lungs, a thoracotomy was performed, and trachea was cannulated with a
22 G catheter (BD Insyte). The left main bronchus was clamped to perform the bronchoalveolar
lavage (BAL) only on the right lung. First, lung was rinsed with an injection of 200 pL of saline
(NaCl 0.9%) that was then discarded. Three subsequent washes of 500 pL each were
successively injected into the lung and aspirated to collect a maximum of 1 500 pL of BAL.
Live and dead cells were immediately counted on KOVA slide under the microscope with
Trypan blue staining. After BAL collection, the right main bronchus was ligated and the right
pulmonary lobes were collected and stored at -80°C for later gene and protein expression study.
Finally, the clamp was removed from the left main bronchus and left pulmonary lobe was
inflated ex situ with a 4% buffered formaldehyde solution (DiaPath).
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Lung function

In vivo lung function monitoring was performed immediately after air pollution exposure using
flexivVent™ system (SCIREQ, Montreal, Canada). Mice were anesthetized, intubated, and
connected to the flexiVent™ for mechanical ventilation at a rate of 150 breaths/min and a tidal
volume of 300 pL. Once mice were ventilated, a dose of 0.5 mg/kg of curare (rocuronium 10
mg/mL, Hospira) was injected intra-peritoneally for paralysis and elimination of innate
respiratory movements and reflexes of the animal. Using the flexiVent™ software, we recorded
airflow and airway pressure to assessed lung mechanics including measurement of inspiratory
capacity, static lung compliance, tissue elastance, pressure-volume curves and negative

pressure forced expirations. Measurements were repeated twice on each animal.

BAL analyses

Cytocentrifugation of 100 puL of BAL (800 rpm, 10 minutes) was performed for May-Grinwald
Giemsa (MGG) and Periodic Acid Schiff (PAS) staining for differential cellularity
determination and mucus staining respectively. Briefly, for differential cellularity
determination 20 photos were taken on each slide at a magnification of x20. Each cell type was
then manually counted. Mucus secretion was assessed by measuring the stained PAS surface
area on entire BAL slides with ImageJ. Finally, the rest of the BAL was centrifuged at 400 g
for 10 minutes (4°C). Supernatants were collected and stored at -80°C to study protein

expression.

Lung histology and morphometry

The left inflated pulmonary lobe was fixed in 4% formaldehyde for 24 hours and then paraffin
embedded. Sections of 4 um thickness were cut and stained with Hematoxylin and Eosin (H&E)
and PAS for histological observations and mucus staining respectively. Lung sections were cut
at the hilum to facilitate mucus visualization. Morphometry was assessed based on the Mean
Linear Intercept (MLI) method 5354, Briefly, 20 photos were taken for each slide at a
magnification of x20. Using ImageJ, calibrated test lines were overlayed on each image and
MLI was measured as the mean length of each test line between two alveolar septa. To assess

mucus production in the lung, PAS surface area was measured on entire tissue sections using
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ImageJ as for BAL samples but was here normalized to the total perimeter of bronchus present

on the slide.

Gene expression

Total mMRNA was extracted from the right superior pulmonary lobe. Lung samples were
homogenized using the TissueLyserll (Qiagen) and mRNAs’ extraction was done using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. Gene expression was
studied by Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR). Briefly,
a reverse transcription of 1 pg of RNA was performed in a total volume of 40 pL using the
Superscript 111 enzyme (18080, Invitrogen). Resulting cDNA were diluted 1:20 and 5 ng were
amplified by qPCR in SYBR Select Master Mix (44729, Applied Biosystems™) on the
QuantStudio™ 6 Flex system (Applied Biosystems™) according to the following program:
50°C — 2 minutes, 95°C — 2 minutes, 40 cycles 95°C — 1 second/60°C — 30 seconds followed
by melting curve analysis. Relative expression of each target gene was quantified based on the
225CT method and was reported to a calibrator sample. Relative expression of each target gene
was then normalized to Hprt used as a housekeeping gene. A summary of target genes and
primers used for the RT-gPCR analysis is given in Table S1. Primers sequences were designed
using Primer-BLAST tool (NCBI).

Lung protein extraction and protein expression

Total proteins were extracted from the right inferior pulmonary lobe. Tissue samples were
homogenized using the TissueLyserll (Qiagen) in RIPA protein extraction buffer (R0278,
Sigma-Aldrich) supplemented with 10% of protease inhibitor cocktail (P8340, Sigma-Aldrich)
and 10% phosphatase inhibitor cocktail (P5726, Sigma-Aldrich). After extraction, proteins
were dosed based on the Bradford method.

Expression of proteins isolated from lungs was studied by western blot. Briefly, 20 pg of
proteins were separated by electrophoresis (1h at 60V followed with 1h30at 120V) in
denaturing conditions (SDS-PAGE) on a 12.5% acrylamide separation gel topped with a 4%
concentration gel. Samples were pre-incubated in Laemmli 1X buffer (Sigma-Aldrich) at 95°C
for 5 minutes to help denaturing. Proteins were then transferred on PVDF membranes and
blocked for 2x30 minutes in a 0.1% TBS-Tween solution supplemented with 5% milk. Primary
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antibodies were incubated overnight at 4°C followed by a 1-hour incubation of the secondary
antibodies at room temperature (Table 1). Protein expression was normalized to that of 3-actin,

used as an internal loading control.

Luminex assay

Pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines dosage was performed with Luminex. A
panel of 32 cytokines was assessed in BAL fluid : G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-
10, KC, LIF, LIX, MCP-1, M-CSF, MIG, MIP-1a, MIP-1pB, MIP-2, RANTES, TNF-a, VEGF
et Eotaxin/CCL11 (Milliplex MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
MCYTOMAG-70K, Merck Millipore). Dosage was done according to manufacturer’s

instructions.

ELISA

Neutrophil Elastase (NE), myeloperoxidase (MPO), mucin 5AC (MUC5AC) and mucin 5B
(MUC5B) were quantified with the ELISA kits DY4517-05 (R&D Systems), DY 3667 (R&D
Systems), SEA756Mu-96 (Cloud-Clone Corp, CliniSciences) and SEA684Mu-96 (Cloud-Cone
Corp, CliniSciences) respectively following manufacturer’s instructions. NE and MPO were
quantified in BAL fluid whereas both mucins MUC5AC and MUC5B were quantified in lung
homogenates.

Immunofluorescence

Neutrophil Extracellular Traps (NETSs) were visualized by immunofluorescence according to
Radermecker et al. protocol® where NETSs are identified by colocalization of MPO, a protein
secreted by neutrophils, and citrullinated histone H3 (Cit-H3), a protein found in extracellular
DNA. Briefly, lung sections were dewaxed and rehydrated with successive baths in xylene and
ethanol. Antigens were retrieved with a Tris-EDTA buffer (pH = 9) for 20 minutes at 99°C.
Lung sections were permeabilized using Triton 0.5% for 2 minutes and rinsed with PBS.
Sections were blocked for 1 hour with BSA 2% at room temperature and incubated overnight

at 4°C with the mix of primary antibodies or isotype controls (Table 2). Mix of secondary
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antibodies was then added and incubated for 2 hours at room temperature. ProLong DAPI was

used to stain nuclei.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc.).
Identification of outliers was performed with the ROUT method. Normality of the data was
tested with the Shapiro-Wilk normality test. If normality was achieved, groups were compared
with ANOVA followed by Student’s t-test for double comparison. If not, groups were compared
with Kruskal-Wallis followed by Mann-Whitney U test. A p-value < 0.05 was considered

statistically significant.

Results
Mice were exposed to complex atmospheres representative of urban situations

A total of six atmospheres were simulated. These atmospheres are representative of pollutant
levels observed during different air pollution situations in Paris and Beijing — i.e. mean levels
of air pollution during summer and winter months®-8, levels measured during specific haze
events®-®1, Chemical composition of the six atmospheres is depicted in Figl. To favor clarity,
only figures concerning Paris-S atmosphere exposure will be presented in the core of this
manuscript. For figures referring to the other simulated atmospheres, please see supplementary
material (FigS1-S7). Table 3 specifically details pollutant concentrations of the Paris-S

atmosphere and the corresponding control air atmosphere.

Beijing-like atmospheres alter lung histology of Scnnlb-Tg mice

As a first assessment of pulmonary structure, HE-stained lung sections were analyzed (Fig2A).
No major lung damage could be observed after exposure to a Paris-S atmosphere for 72H in
both WT and Scnnlb-Tg mice. However, presence of alveolar macrophages could be observed
only in Scnnlb-Tg mice, both in control air and Paris-S exposed mice, though these infiltrates
were not homogenous across all individuals of the same group (Fig2B-E). The frequency of
such infiltrates did not seem to be modified after air pollution exposure except for the

Beijing-W: group for which all mice presented alveolar macrophages infiltrates (FigS1).
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Exposure to summer-like atmospheres induces mucus accumulation in Scnnlb-Tg lungs

We performed PAS staining on BAL slides and lung tissue sections to determine whether air
pollution had an impact on mucus production. PAS staining revealed a significantly higher
mucus amount in BAL (Fig3A,3C) as well as airway mucus accumulation (Fig3B,3D) in
Scnnlb-Tg control air mice compared to WT littermates that did not exhibit BAL PAS positive
staining and showed no sign of mucus accumulation in the airways (FigS2). BAL PAS-stained
area was increased in Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S (Fig3C) and Beijing-S: (FigS2)
atmospheres as compared to their control air littermates. Though not significant, these results
are supported by a trend in increasing PAS-stained area on lung sections from Scnnlb-Tg mice
exposed to Paris-S atmosphere (Fig3D). In addition, few goblet cells could be observed in
airway epithelium of WT Paris-S exposed mice. Of note, a Paris-S atmosphere exposure did
not induce any modification of MUC5AC and MUC5B expression whether in WT or Scnnlb-
Tg mice (Fig3E,3F). However, Scnnlb-Tg mice mucins expression could be stimulated by a
Beijing-W> atmosphere which is in line with the potentially increased BAL PAS-stained area

in those mice (FigS2).

Exposure to urban atmospheres promote inflammatory responses in WT and Scnnlb-Tg mice

In order to assess whether air pollution exposure induces inflammation, BAL were performed
in all mice. BAL cellularity analysis indicated basal neutrophilic infiltration in Scnnlb-Tg mice
compared with WT littermates (Fig4dD, FigS3). This basal inflammatory phenotype in
Scnnlb-Tg mice is confirmed by higher levels of neutrophils-attracting chemokines such as
CXCL1, MIP-2 and CXCL5 combined with low levels of the anti-inflammatory cytokine I1L-10
compared with WT mice (Fig4, FigS3). While the total number of BAL cells was not affected
by any of our atmosphere exposure, a significant increase in lymphocytes and neutrophils
proportions in Scnnlb-Tg mice but not in WT mice was observed following exposure to Paris-S
atmosphere (Fig4). Though not statistically significant, Paris-W atmosphere and Beijing-W1
atmospheres could have similar effects (FigS3). In addition, BAL fluid of Paris-S exposed mice,
whatever their genotype, presented a greater diversity in macrophage morphology than control
air mice with enlarged and activated macrophages showing cytoplasmic vacuoles (Fig4E). Such
macrophages could also be observed in BAL fluid of mice exposed to the four other

atmospheres (FigS3). These observations towards the induction of an inflammatory response
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after air pollution exposure are also supported by an increased secretion of pro-inflammatory
cytokines in BAL fluid. Indeed, IL-9 levels were increased in both WT and Scnnlb-Tg mice
after exposure to Paris-S atmosphere while IL-2 and IFNg levels were increased only in WT
mice and IL-1a and MIP-2 levels were increased only in Scnnlb-Tg mice (Fig5). All quantified
cytokines tended to increase in both WT and Scnnlb-Tg mice in response to Paris-S and
Beijing-W1 exposure (FigS3). Surprisingly, all gene expression tended to be downregulated in
both WT and Scnnlb-Tg mice after exposure to Paris-S atmosphere. Inflammatory cytokines
such as Tnf and transcription factor Rela were significantly downregulated in WT mice while
I11b and Tgfbl expression significantly decreased in Scnnlb-Tg mice (Fig6). Cytokine protein
secretion also tended to increase after an exposure to Paris-W atmosphere specifically in WT
mice (FigS3). Beijing-S: and Beijing-S, atmospheres tended to stimulate pro-inflammatory
secretions in Scnnlb-Tg mice while it had moderate effects in WT individuals. Interestingly, a
decrease in almost all cytokines was observed in WT mice after exposure to Beijing-S:
atmosphere as well as in response to Beijing-W> in both WT and Scnnlb-Tg mice. As an
exception in the latter, VEGF, IL-5, and IL-6 secretions were increased (FigS3). In addition,
Beijing-W. atmosphere upregulated Ccl2, Cxcll and Cxcl2 expression in Scnnlb-Tg mice
though Rela expression was decreased (FigS4). Finally, anti-inflammatory secretion of I1L-10
tended to be increased in WT mice except for Beijing-S2 and Beijing-W> atmospheres (FigS3).
I a secretion pattern could not be identified for IL-10 after air pollution exposure in Scnnlb-
Tg mice, Leukocyte Inhibitor Factor (LIF), a protein with anti-inflammatory properties, tended
to increase following exposure to all atmospheres except for the Beijing-W> one for which it

was decreased (FigS3).

Paris-like summer-type atmosphere induces oxidative stress in WT and Scnnlb-Tg mice

To assess the effect of air pollution exposure on oxidative stress, myeloperoxidase (MPQO) and
glutathione peroxidase 1 (GPX1) expression were quantified. MPO expression was found to be
significantly higher in Scnn1b-Tg control air mice compared with WT control air mice (Fig7A).
Such levels were further increased following exposure to Paris-S atmosphere. This increase in
MPO levels was also observed in Paris-S exposed WT mice compared with their control air
littermates. Though not significant, similar increase in MPO levels could be observed after
exposure to Beijing-W1 atmosphere but only in Scnnlb-Tg mice (FigS5). No modification of
GPX1 expression was found after exposure to whatever atmosphere except for Beijing-S;
(FigS5). As for antioxidant gene expression, Cat and Gstm1 transcript levels were significantly
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reduced in WT mice following Paris-S atmosphere exposure in line with Nfe2l2 transcription
factor downregulation (Fig6). Gene expression of antioxidant enzymes followed the same
pattern in Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S atmosphere (Fig6). By contrast, Beijing-S:
atmosphere specifically upregulated Ngol in both WT and Scnnlb-Tg mice. In Scnnlb-Tg mice
exposed to Beijing-W> atmosphere, a downregulation of Gpx1 was combined with an
upregulation of Sod2 and Nfe2l2 (FigS4).

Paris-like atmospheres may predispose to lung remodeling

Morphometry analysis with the measurement of mean linear intercept (MLI) was used to assess
the effects of air pollution on lung remodeling. Distal airspace enlargement could be observed
in Scnnlb-Tg mice compared with WT individuals but no variation of MLI was observed
between control air groups and exposed groups whatever the atmosphere and whatever the
genotype (Fig8A-B, FigS6). However, Neutrophil Elastase (NE) levels were found to be
increased in Scnnlb-Tg mice after exposure to Paris-S atmosphere (Fig8C). Beijing-W1
exposure tend to have the same stimulating effects on NE secretion. The protein expression of
matrix metalloproteinases MMP9 and MMP12 were not significantly modified after exposure
of mice to Paris-S atmosphere while MMP9 was significantly increased in Scnnlb-Tg mice
following Paris-W exposure (Fig8D-E, FigS6). The gene expression of corresponding
metalloproteinases was either upregulated or downregulated depending on the atmosphere.
Mmp9 expression was decreased in Scnnlb-Tg Paris-S exposed group and followed the same
trend in WT mice though the variation was not significant (Fig6). Mmp12 expression was also
decreased in Scnnlb-Tg Beijing-S1 exposed mice (FigS4). On the contrary, Mmp9 and Mmp12
transcript levels tended to be increased in Scnnlb-Tg mice following Beijing-W> exposure
(FigS4). Genes coding for antiproteases were also affected. Slpi expression was decreased in
Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S atmosphere (Fig6) while Timpl expression tended to
increase only in Scnnlb-Tg Beijing-W- exposed group and Timp2 and Timp3 were upregulated
in WT mice (FigS4).

Beijing-like winter-type atmosphere could alter lung function in Scnnlb-Tg mice

Lung mechanics were assessed with the flexiVent™ apparatus. Scnn1b-Tg control air lungs
were characterized by an increase in lung volume and static lung compliance, a decrease in

tissue elastance and upwards shift of pressure-volume curves compared with control air WT
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mice (Fig9A-D, FigS7). Taken together, these data indicate an emphysematous status of
Scnnlb-Tg mice in line with the previously described distal airspace enlargement (Fig8).
Pollution exposure to either Paris-S, Beijing-Sz or Beijing-W- did not alter lung mechanics in
WT and Scnnlb-Tg mice (Fig9, FigS7). In addition, negative pressure forced expirations
(NPFE) were performed in mice exposed to Beijing-W2 atmosphere. These NPFE
manipulations are used as proxy to assess forced expiratory volumes (FEV) and forced vital
capacity (FVC) in mice. Scnnlb-Tg mice are characterized by a decrease FEV/FVC ratio
indicative of obstructive disease (FigS7F). Though the effects were not significant, exposure to
Beijing-W. atmosphere could further alter lung function in Scnnlb-Tg mice based on the
decrease in FEV/FVC ratio and upwards shift of pressure-volume curves compared to control
air Scnnlb-Tg mice (FigS7). Interestingly, FEV/FVC ratio seemed to be increase in WT

Beijing-W exposed mice with no apparent modification of pressure-volume curves.

Exposure to Beijing-like winter-type atmosphere induce time-dependent effects in WT and

Scnnlb-Tg mice

To further investigate the kinetic onset of air pollution effects, a subset of mice was sacrificed
after 18H of exposure to air pollution in addition to those sacrificed after 72H of exposure. This

18-hour timepoint was performed only for the Beijing-W1 atmosphere exposure.

Lung histology reveal no major lung damage and alteration in WT and Scnnlb-Tg mice in
response to an 18-hour exposure to Beijing-W1 atmosphere compared with corresponding
control air (data not shown). 18-hour exposed lungs did not morphologically differ from control

lungs as well as from 72-hour exposed lungs (Fig10).

Mucus secretion, assessed with PAS staining, did not significantly differ between the different
time-points (Figl1A-D). However, WT mice exposed either 18H or 72H to a Beijing-W1
atmosphere presented few goblet cells (FigllB). In addition, MUC5AC and MUC5B
expression tended to be higher in the 18-hour exposed groups compared with control air groups
in both WT and Scnnlb-Tg mice (FigllE). A 72-hour exposure tended to further stimulate

mucins expression in mice of both genotypes.

No significant change in BAL total cell number could be observed after exposure to Beijing-W1
atmosphere at both timepoints and whatever the mice genotype (Figl2A). However, non-
significant increase in neutrophil counts could be noted in Scnnlb-Tg mice exposed to

Beijing-W1 atmosphere during 72H (Fig12D). This neutrophilic inflammation was not observed
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at the 18-hour timepoint. This result is supported by apparent increase of NE secretion
specifically in the 72-hour exposed Scnnlb-Tg mice (Figl2F). Among control air groups, the
presence of Neutrophil Extracellular Traps (NETS) was highlighted only in Scnnlb-Tg mice in
alveolar region as well as respiratory airways. In bronchi, NETs were entangled in mucus
plaques (Figl12E). If NETSs frequency did not appear to be changed after exposure to Beijing-
Wy atmosphere in Scnnlb-Tg mice, few NETS were observed in WT mice after 18H of exposure
(Fig12E). In addition, pro-inflammatory as well as anti-inflammatory cytokine secretion clearly
tended to increase after 72H of exposure, but not 18H of exposure, in both WT and Scnnlb-Tg
individuals (Figl2F). Gene expression study showed an upregulation of Tnf in WT mice
following a 72-hour exposure to Beijing-W1 atmosphere as well as non-significant stimulation
of pro-inflammatory genes such as 116, Ccl2 and Cxcl15 in Scnnlb-Tg mice following the same
exposure (Figl3). MMP9 expression globally tended to be increased in all exposed mice from
18H until 72H of exposure. On the contrary, MMP12 expression appeared to be altered only
after 72H of exposure with opposite variations in WT and Scnnlb-Tg mice (Figl2F). Mmp9
and Mmp12 transcripts showed increased levels from 72H of exposure to Beijing-W1 in WT
mice and Scnnlb-Tg mice respectively (Figl3). Antioxidant enzyme GPX1 was significantly
increase after 18H of exposure to Beijing-W1 atmosphere only in WT mice (Figl2F).
Concomitantly, genes involved in antioxidant defenses such as Cat and Sod1 showed earlier
variation with upregulation from 18H of exposure in WT and Scnnlb-Tg mice (Figl3). In
Scnnlb-Tg mice, GPX1 expression tended to increase only after 72H of exposure along with a

trend in increased MPO secretion.

Urban atmospheres do not equally impact CF hallmarks and affect WT and Scnnlb-Tg mice in

a time dependent manner

For an integrated analysis of all data, radar plots were generated (Figl4). Radar plot
construction strategy is described in supplementary Tables S1 and S2. These plots allow to give
a synthetic view of the biological effects induced following exposure to the different urban
atmospheres for direct comparison of such effects. Mucus secretion was gradually increased
following exposure to Beijing-Wi, Beijing-W2, Paris-W and Paris-S atmosphere in WT mice
(Figl4A). A common pattern in oxidative stress stimulation of all studied atmospheres except
Beijing-S: atmosphere could be observed in WT mice. Such oxidative stress stimulation was
gradual with Paris-S atmosphere having the least effects, Beijing-W- and Paris-W atmospheres
having intermediate effects and Beijing-W1 atmosphere having the most important effects. All
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studied atmospheres also increased pro-inflammatory and anti-inflammatory levels with
Beijing-W: atmosphere having the greatest effects (Figl4A). On the other hand, in Scnnlb-Tg
mice, exposure to a Paris-S type atmosphere had the greatest effects on mucus secretion while
exposure to a Beijing-W1 type atmosphere had the greatest effects on pro-inflammatory and
anti-inflammatory markers secretion (Figl4B). In a lesser extent, exposure to Beijing-S:
atmosphere also had pro-inflammatory effects, anti-inflammatory secretions induction and
mucus production stimulation. These effects were specific of Scnnlb-Tg mice as Beijing-S: did
not affect WT mice. A particular effect of Paris-W atmosphere towards stimulation of lung
destruction actors could be noted in Scnnlb-Tg mice. Beijing-W, atmosphere exposure, as well
as Paris-W atmosphere exposure, decreased pro-inflammatory and mainly anti-inflammatory
markers levels in Scnnlb-Tg mice. As in WT mice, we could observe a common pattern of the
studied atmospheres towards oxidative stress induction with the most important effects
attributed to Beijing-S1 exposure followed by Paris-W atmosphere exposure and Beijing-W1
atmosphere exposure. In response to a shorter exposure of 18H to Beijing-W1 atmosphere, WT
and Scnnlb-Tg mice seemed to develop an antioxidant protective response while mucus
secretion and lung destruction markers were stimulated (Fig14C-D). These effects were more
important in WT mice compared to Scnnlb-Tg mice. Responses to a Beijing-W1 atmosphere
72-hour exposure were largely pro-inflammatory and pro-oxidative in both WT and Scnnlb-Tg
mice compared to effects induced in response to an 18-hour exposure. Effects were bigger in

WT mice except for anti-inflammatory secretions.

Discussion

To our knowledge, this study was the first to assess effects of realistic urban
atmospheres on pulmonary phenotype in the context of CF. The aim of our study was to
investigate the effects of realistic urban atmospheres in a CF Scnnlb-Tg murine model. In a
comprehensive approach to consider air pollution as a complex and multiphasic mixture, we
used an atmospheric simulation chamber. We simulated six different atmospheres
representative of different urban environments found in Paris and Beijing during summer and
winter®8-°96162 These atmospheres were constituted of a mixture of realistic levels of PM, NO2,
SO2, CO and VOCs. Overall, we demonstrated worsening effects of urban atmospheres on CF
phenotype in Scnnlb-Tg lungs and increased susceptibility of those mice to air pollution
compared to WT mice.
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Exposure to summer-like atmospheres, either Paris or Beijing, led to mucus accumulation in
the lungs of Scnnlb-Tg mice while it did not affect WT mice (FigS2). This increased amount
of mucus was observed without significant alteration of MUC5AC and MUC5B expression.
This suggests a decreased mucociliary clearance (MCC) rather than an increase in mucus
secretion following exposure to Paris-S and Beijing-S: atmospheres. These results are in line
with previously described decreased mucociliary transport in healthy smokers®®. The decreased
MCC in response to cigarette smoke could be related to decreased ciliary beat frequency (CBF),
itself related to shortened airway cilia and loss of cilia®®" as a possible consequence of altered
expression of genes involved in ciliary function and ciliogenesis®®. Cigarette smoke-induced
decreased CBF could possibly be CFTR-dependent®. In addition, decreased MCC could be
further deepen by increase of mucus viscosity as it was found in human and ferrets airways
after cigarette smoke exposure’®. Though these studies were limited to the effects of cigarette
smoke and predominantly showed after a long-term exposure, our results suggest that similar
perturbations of the mucociliary system could occur in response to air pollution following an
exposure as short as 3 days. As supporting evidence, MCC was found to be decreased in frog
palate after exposure to PM2s and altered CBF and cilia structure were observed after only 3
repeated cigarette smoke exposures in human tracheobronchial epithelial cells and after 5 days
of cigarette smoke exposure in the mouse larynx respectively®”%7 MCC is one of the primary
host defense mechanisms. Its role is to trap pathogens and favor their elimination. In the frame
of CF, this decreased MCC is deleterious especially since Scnnlb-Tg mice are prone to
spontaneous infections’?. This is probably why we observed NETSs that constitute another
defense mechanism against pathogens’ — entangled in mucus plaques in Scnnlb-Tg mice
airways (Fig12). NETs released was found to be increased after air pollution exposure in vitro
and in vivo’*™. However in our study, we did not quantify presence of NETs and neither
assessed bacterial load in Scnnlb-Tg lungs. In addition, NETSs visualization was not performed
on the lungs of Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S and Beijing-S: atmospheres for which
mucus accumulation was observed. Together, this limits to establish possible linking between
air pollution exposure, mucus accumulation and bacterial infection. In a context where MCC is
decreased in CF mice and combined with decreased alveolar macrophagic clearance %5076 we
could assume a possible increased susceptibility of Scnnlb-Tg air polluted exposed mice to
develop infection as suggested by Psoter et al. in CF patients*8,

Urban atmospheres have the capacity to trigger inflammation as shown by the increased levels
of IL-1la and IL-6 (FigS3), two pro-inflammatory cytokines secreted in early phase of

inflammation. In Paris-S and Beijing-W1 exposed mice, whatever the genotype considered, we
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observed increased BAL levels of T cell-characteristic proteins such as IFNg and IL-2
suggesting a typical T helper cell type 1 response (Th1)’’ (FigS3). This Thy response activates
pro-inflammatory macrophages (M1 phenotype) which are important producers of CXCL10
and IL-12 sustaining Thy cells differentiation, recruitment and activation’®8°, Lymphocytes
chemotaxis is also supported by increased levels of CCL5®. This Thi response has previously
been reported in response to chronic particulate air pollution®. Interestingly, a Paris-W
exposure induced the same immune response in WT but not Scnnlb-Tg mice. In addition to this
lymphocyte-based response, Paris-S and Beijing-W: Scnnlb-Tg exposed mice exhibited an
inflammatory response polarized towards the recruitment and activation of neutrophils. Indeed,
BAL of these mice were characterized by increased levels of CXCL1, CXCL5, MIP-1a, MIP-
2 and G-CSF that are common neutrophil chemoattractant and activating molecules®3
(FigS3). Of note, MIP-1a also participate to Thy differentiation and could further stimulate
development of the Thy response®. Additionally, BAL MPO and NE levels were also increased.
Such increase can be related to the previously mentioned BAL neutrophils influx (FigS3). This
specific neutrophil-based response in Scnnlb-Tg mice compared to WT mice could be the result
of already “on-site” activated neutrophils. Indeed, in addition to neutrophil chemoattractant
secretions from macrophages, neutrophils are able to produce chemokines that are primarily
chemotactic for themselves as well as for lymphocytes and monocytes®®. Thus, neutrophils
could amplify their own recruitment but also participate to orchestrate subsequent arrival of
other leukocytes at the site of inflammation such as type 1 lymphocytes. A common share to
Paris-S and Beijing-W1 atmospheres is their relatively high concentration in organic carbon
(OC), both primary and secondary, compared to the other atmospheres (Figl). When expressed
in percentage, Paris-S atmosphere presents the highest OC contribution to PM chemical
composition with 10% — 6% and 4% of primary and secondary OC respectively, compared to
only 2 to 4% for the other atmospheres. Yet, toxicological and epidemiological studies suggest
that all PM species may not be equally toxic®”8. Of note, higher abundance of primary carbon
components could set the frame for chemical reactions to occur thus potentiating formation of
secondary organic aerosols (SOA) with potentially more toxic biological effects. Although
there is still uncertainty about which species are the most detrimental, organic carbon has been
associated with increased mortality and deleterious effects such as increased levels of pro-
inflammatory biomarkers and decreased lung function in healthy adults®-°2, On the other hand,
a feature of Beijing-W. atmosphere is the high abundance of PM nitrates (38%) and VOC
aromatic compounds (37%) that have otherwise also been linked to airway inflammation and

impaired lung function though data are less obvious®*°®. Interestingly, exposure to Beijing-W-

117



atmosphere triggered IL-5 secretion in Scnnlb-Tg mice only. This could be a clue for the
establishment of a T helper cell type 2 anti-inflammatory response (Th2) consistent with the
low levels of IFNg and IL-12 that would favor the development of such response®’. However,
a lack of BAL IL-4 and IL-13 (levels under limit of detection for most samples), two signature
cytokines of a Thy response, prevent to strongly affirm that such a response is induced.
Nevertheless, activation of type 2 lymphocytes after exposure to PM, NO2 and O3 has been
previously described®’ %,

Many studies have shown non-threshold dose-dependent effects of air pollution with increased
biological effects as the dose increases*?#12°. Overall, when we tried to correlate the biological
responses to pollutant mass concentrations, we could not find any clear association regarding
the intensity of the effects. Interestingly, the highest concentrations of pollutant — found for
Beijing-W> atmosphere — were not associated with the greatest effects whatever the analyzed
parameters. Similar results were also reported in rats exposed to ambient particles!?6-132, In
addition, mice exposed to atmospheres that exhibited close pollutant concentrations — i.e.
Beijing-W: and Beijing-W>, elicited disparate responses. Happo and colleagues also found
differential inflammatory responses in mice exposed to identical PM concentrations but
collected from different cities and during different seasons?#133134 Together, these data
suggest that particle chemical composition has an important role to play in orchestrating
interactions between constituents and thus modulate biological effects. Moreover, Paris-S
atmosphere statistically had the greatest effects while it is the less polluted atmosphere. First,
influence of group sizes could be an explanation for the observed difference in statistical
significance. Second, in addition to the importance of considering PM chemical composition,
non-linear dose-response effects appear to exist as regard to pollutant concentrations for both
short and long-term exposures'>-13, Still, these dose-response curves are mainly generated for

individual pollutant, thus non considering potential synergism and reactivity between them.

All 72-hour exposures to urban atmospheres induced oxidative stress by increasing MPO levels
that was sometimes combined with decreased antioxidant protection in WT mice is response to
Paris-W, Beijing-W1 and Beijing-W> atmospheres. The effects of Oz, PM and NOz on causing
this pro-oxidant/antioxidant imbalance are well known®1%, By contrast, shorter 18-hour
exposures stimulated protective antioxidant defenses. This could be related to increased
catalase gene expression concomitant with increased expression of GPX1 protein effector. If
studies consensually describe the induction of Nrf2 pathway for inducing upregulation of

enzymes related to antioxidant defense!®2%, our results concerning 72-hour exposures are
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more controversial. The accuracy of oxidative stress assessment in our study will be discussed

later.

While we have no indication of morphological structural changes, probably because a 72-hour
exposure is too short to see such changes occurring!®, exposure to urban atmospheres could set
a favorable environment for subsequent lung remodeling. First, we observed increased BAL
levels of NE following exposure to Paris-S and Beijing-W1 atmospheres as well as increased
lung expression of MMP9 after Paris-W exposure in Scnnlb-Tg mice only. Induction of
pulmonary MMPs (MMP2, MMP9 and MMP12) by pollutants have been previously described
mainly in the context of an inflammatory response!®. In addition, activation of these
proteinases is thought to likely cause emphysemal®. In the specific context of CF, NE seems
to have an important role in mediating tissue destruction due to its elastase activity?71%,
Secondly, although VEGF expression and angiogenesis are known to be stimulated upon
exposure to PMzs and diesel exhaust particles'®®12 we noticed that CO-enriched atmospheres,
and particularly Paris-W atmosphere (Figl), were associated with increased VEGF levels in
both WT and Scnnlb-Tg mice (FigS3). VEGF is basically involved in angiogenesis!:.
Angiogenesis, and more extensively remodeling of airway vasculature, can be induced by
inflammation and hypoxia*1°, Exogenous CO exerts its effects by decreasing the availability
of hemoglobin-bound oxygen. On the other hand, CO is an important mediator of VEGF
signaling in hypoxic conditions!®. For these reasons, we could hypothesize that VEGF
stimulated expression in an enriched CO environment could be partly linked to a CO-induced
hypoxic state. Similar effects on VEGF levels were observed following exposure to less CO
concentrated atmospheres — i.e. Beijing-S1, Beijing-S2 and Beijing-W> — but only in Scnnlb-Tg
mice, suggesting these mice would be more susceptible to CO than WT mice. Together, these
data could prelude future airway remodeling in a context of chronic airway inflammation

related to chronic exposure to air pollution4121-123

The current study is subjected to some limitations. First, the mice model used in the study is
characterized by an airway-targeted overexpression of the ENaC B subunit responsible for Na*
hyperabsorption resulting in airway surface dehydration, mucus obstruction and
inflammation®°2, This model presently constitutes the most complete murine model
reproducing human CF lung phenotype. However, Cftr gene is not mutated in these mice. This
limits possible secondary effects resulting from Cftr mutations. As an illustration, double
mutant AF508/Scnnlb-Tg mice showed more severe lung disease than mice with Scnnlb

139

transgene alone*”. In addition, it has been shown that environmental exposures to either
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cigarette smoke, ozone, diesel particulate matter and carbon nanoparticles can reduce CFTR
gene and protein expression as well as its activity in human epithelial cells 140144,
Aforementioned cigarette smoke effects on decreased CBF could also be CFTR-dependent®.
Thus, presence of a Cftr mutation could influence responses in Scnnlb-Tg mice and could be

interesting to evaluate in our experimental exposure model.

Regarding the analysis strategy adopted, as much as we wanted to make a comprehensive
screening of the effects, some points must be taken into consideration. Radar diagrams depict
differential impacts of the urban atmospheres on the different biological endpoints tested
(Fig14). These endpoints were chosen based on their common relevance to CF pathophysiology
and air pollution known effects. It is important to note that biological endpoints scores were not
calculated from the same number of markers and did not include gene expression assessment
(Tables S1 and S2). For example, anti-inflammatory response was assessed with only one or
two anti-inflammatory proteins (i.e. IL-10 and LIF) while pro-inflammatory markers comprised
more than fifteen cytokines and included BAL cellular counts. For this reason, assessment of
the pro-inflammatory response is more robust than the assessment of any other endpoint.
Likewise, MPO/GPX1 ratio was used as an initial proxy to assess oxidative status. Yet,
oxidative stress cannot be restricted only to these two markers and quantification of other pro-
oxidant and antioxidant proteins as well as quantification of direct oxidative damages such as
oxidized DNA, lipid peroxides and carbonylated proteins should be considered. Eventually, we
should keep in mind that some markers had more weight into determination of final the score
due to the existence of outliers that had increasing influence as the group size was smaller as it
was the case for G-CSF in WT mice exposed to Beijing-W1 atmosphere. Despite these
limitations, our analysis strategy allowed us to compute all results in a synthetic way allowing

a direct comparison of effects induced by the different urban atmospheres.

Finally, as realistic as our simulations can be, they currently do not encompass polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) — that come from biomass burning, halogenated compounds as
well as PM heavy metals. PM are also only representative of the submicron size (PM3). In
addition, while ozone is formed by secondary photochemical processes, it cannot accumulate
in our system because of its high reactivity — i.e. ozone is consumed immediately after its
production —while population are exposed to an average of 100 pg/m? in Beijing in peak season.
Yet, these pollutants are known to have carcinogenic effects*>14° and a potent role to trigger

inflammatory responses and reactive oxygen species (ROS) production*®-1%2,
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Conclusions

In summary, our results show that these realistic urban atmospheres differentially affect
pulmonary hallmarks of CF but globally all led to exacerbating effects with particular
susceptibility of CF mice compared to WT mice. This study shows how important it is to
consider air pollution mixture as a whole because of the dynamic character of chemical
reactions leading to the production of new pollutants that add to the complexity of the
atmospheric mixture and the subsequent effects induced. Classical approach considering
individual pollutants would hide this synergism and possibly lead to mis-estimation of the
effects. Further investigations are needed to identify what specific components could be
involved into mediating such observed effects following exposure to realistic urban

atmospheres.
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Tables and Figures

Table 1 List of primary and secondary antibodies used for western blot experiments.

Protein Primary antibody Secondary antibody

GPX1 ab22604 (Abcam) NA934 (Amersham ECL) HRP-linked
(22 kDa) 1/500 1/5 000

MMP12 MA532011 (ThermoFisher) 7074 (Cell Signaling) HRP-linked
(40 kDa) 1/1 000 1/5 000

MMP9 ab228402 (Abcam) NA934 (Amersham ECL) HRP-linked
(92 kDa) 1/1 000 1/5 000

[-actine A5316 (Sigma-Aldrich) 1706520 (Biorad) AP-linked
(40 kDa) 1/10 000 1/10 000

Table 2 List of primary and secondary antibodies used for immunofluorescence experiment.

Marker Primary antibody Secondary antibody
Goat AF3667 (R&D Systems)
MPO 5 pg/mL
Ho Anti-goat AlexaFluor 488 A-11055
Goat 1gG AB-108-C ('”V'/”Oge”)
Isotype control (R&D Systems) 1/200
1/200
. Rabbit ab5103 (Abcam)
Cit-H3 10 pg/mL
Anti-rabbit AlexaFluor 594 A-11012
Rabbit 1gG 02-6102 (Invitrogen)
Isotype control (Invitrogen) 1/200
1/500
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Table 3 Chemical composition of the “Paris-like” Summer-type atmosphere.

Pollutants

Mean concentration = Standard Deviation

Exposed isolator

Control isolator

Gaseous pollutants
NO> (ug/m®)

NO (ug/m?)

SO (ug/m®)

O3 (ng/m®)

CO (ug/m?)
Acetaldehyde (ppb)
Acetone (ppb)
Methanol (ppb)
Methacrolein (ppb)
Particulate pollutants
PM - Mass concentration (ug/mq)
PM - Number (part/cmq)
Aerosol speciation
Sulfates (ng/m®)
Ammonium (ug/md)
Nitrates (ug/m®)
Organic carbon (pg/md)
Black carbon (pg/m®)
Benzoic acid
3-nitrotoluene

Succinic acid

Oxalic acid

18.77 £3.14
253 +1.34
25.22 £ 7.46
180.93 + 30.49
4+14
0.31+0.18
1.05+0.6
0.09 +0.04

31.26 £8.11
9070.58 £11 370.97

25.66 + 29.78
10.11 +12.77
1.25+1.46
2.96 £ 2.39
1.1+0.46
Identified SOA
Identified SOA
Identified SOA
Identified SOA

9.4+0.51
262+1.9
9.47+1.29

0.26 £1.19

(134

undetectable as referred to under limit of detection
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A Control air Paris-S

WT Scnnlb-Tg WT Scnnlb-Tg

Fig.2 Lung histology in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S atmosphere. (A) Lung
tissue sections of WT and Scnnlb-Tg Paris-S exposed mice and air littermate controls. Scale
bar =1 000 um. (B-E) Higher magnification of control air WT (B), control air Scnnlb-Tg (C),
Paris-S exposed WT (D) and Paris-S exposed Scnnlb-Tg mice (E) showing macrophages
infiltrates (black arrows) only in Scnnlb-Tg mice. Scale bar = 100 um. Representative for

n = 4-6 mice per group.
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Fig.3 Mucus accumulation in lungs of Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-S atmosphere. (A)
Mucus PAS staining on BAL slides. Scale bar = 1 000 um. (B) Mucus PAS staining on lung
tissue sections. Scale bar = 200 um. (C) PAS staining quantification on BAL samples. PAS
staining is expressed as positive stained surface area in umz. # p < 0.05 and #### p < 0.0001
compared with WT mice; ** p < 0.01 compared with control air mice. (D) PAS staining
quantification on lung tissue sections. PAS staining is expressed as positive stained surface area
in um?2 normalized to total perimeter of airway epithelium. # p <0.05 and ## p < 0.01 compared
with WT mice. (E-F) MUC5AC (E) and MUC5B (F) mucins expression in lung homogenates.

Concentrations are normalized to total lung protein quantity (pg/mg of protein).
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(A) and macrophages (B), lymphocytes (C), and neutrophils (D) proportions in BAL from
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Macrophage morphology in BAL fluid of WT and Scnnlb-Tg mice exposed to a Paris-S

atmosphere and their control littermates. Scale bar = 25 pum.
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Fig.5 Cytokines secretion in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to a Paris-S atmosphere. BAL
fluid concentrations of pro-inflammatory cytokines IL-1a (A), IL-9 (B), IL-2 (C), IFNg (D),
MIP-1a (E), MIP-2 (F), CXCL1 (G), CXCL5 (H) and G-CSF (I). Concentrations are expressed
in pg/mL. #p <0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 and #### p < 0.0001 compared with WT mice;
*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 and **** p < 0.0001 compared with control air mice.

n = 5-8 mice per group.
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levels of proteases and protease inhibitors. Transcript levels are expressed as RQ for Relative
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mice per group.
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Fig.7 Oxidative stress markers assessment in WT and Scnnlb-Tg mice following exposure to
Paris-S atmosphere. (A) Myeloperoxidase (MPQO) concentration in BAL fluid from WT and
Scnnlb-Tg control and Paris-S exposed mice. Concentration is expressed in pg/mL.
#### p < 0.0001 compared with WT mice; * p < 0.01 compared with control air mice. n = 9-11
mice per group. (B) Glutathione peroxidase 1 (GPX1) protein expression in lung homogenates
of WT and Scnnlb-Tg mice exposed to control air or Paris-S atmosphere. Expression is

normalized to B-actin. n = 4-6 mice per group.
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Fig.11 Mucus production analysis in response to an 18-hour and 72-hour exposure to a
Beijing-W; atmosphere. (A) PAS staining in BAL fluid. Scale bar =1 000 um. (B) PAS staining
in lung sections. Scale bar = 200 um. (C) BAL PAS staining quantification expressed as PAS-
stained surface area (um2). ### p < 0.001 compared with WT littermates. (D) Tissue PAS
staining quantification expressed as PAS-stained surface reported to total perimeter of bronchi
on lung section (um#um of bronchial epithelium). (E) MUC5AC and MUC5B dosage in lung
homogenates of WT and Scnnlb-Tg mice exposed to ambient air or Beijing-W, atmosphere
during 18H or 72H. Mucin concentrations were reported to total protein quantity (pg/mg of
protein). Results are presented in a heatmap where data were normalized and expressed as
percentages with 0% defined as the smallest dosage result and 100% defined as the greatest

dosage result for each mucin.
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Fig.12 Airway inflammation analysis following 18-hour and 72-hour exposure to Beijing-W1
atmosphere. (A-D) BAL analysis showing total cell count (A), macrophages (B), lymphocytes
(C) and neutrophils (D) proportions in BAL from WT and Scnnlb-Tg Beijing-W1 exposed and
control air mice. (E) Immunofluorescence for Neutrophil Extracellular Traps (NETS) staining
on lung sections of WT and Scnnlb-Tg control and Beijing-W1 exposed mice. Merged images
are presented with nuclei staining in blue (DAPI), MPO staining in green and Cit-H3 staining
inred. NETSs are identified as extracellular structures with co-localization of MPO and Cit-H3
(yellow). Scale bar = 50 um. (F) Protein expression profile in WT and Scnnl1b-Tg mice exposed
to Beijing-W1 atmosphere for 18H and 72H. For each protein, data are presented as percentages
with 0% defined as the smallest concentration/relative expression and 100% defined as the
greatest concentration/relative expression. ** p < 0.01 compared with control air mice. n = 3-4
mice per group.
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Fig.13 Gene expression pattern in WT and Scnnlb-Tg mice exposed 18H and 72H to
Beijing-W: atmosphere. A total of 27 genes representative of Cftr, mucins, inflammatory and
oxidative stress response and lung remodeling were studied. mRNA transcript levels are
expressed as RQ for Relative Quantification (2°22¢T) with Hprt used as endogenous control. * p

<0.05 and ** p < 0.01 compared with control air mice. n = 3-4 mice per group.
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Fig.14 Overview of effects induced in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to realistic urban
atmospheres. (A-B) Radar plots showing global effects of different types of urban atmospheres
in WT mice (A) and in Scnnlb-Tg mice (B). (C-D) Radar plots showing global effects of 18-
hour and 72-hour exposure to Beijing-W1 atmosphere in WT mice (C) and in Scnnlb-Tg mice
(D). Black line indicates no effect.
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Supplementary materials

Table S1 List of target genes and primers used for RT-qPCR analysis.

Gene

Forward primer (5’ — 3°)

Reverse primer (5> — 3°)

Internal control

Hprt AGCAGTACAGCCCCAAAATG GTCTGGCCTGTATCCAACACT
CFTR

Cftr GAAGCGATGTTGGATTGCCAG CTCAGAAGTGCCTGAAGGGAG
Mucins

Muc5ac TCACCCTCAAGGGCATGTTG GCCTGGTATGTCCTGGGTTG
Muc5b TGTTACGGACAACGGTGTGG TAGACCATAGGCGCCTGACA
Inflammation

Ccl2 GCTGGAGCATCCACGTGTT GAGTGGGGCGTTAACTGCAT
Cxcl1 TCAAGAATGGTCGCGAGGCT CTTTCTCCGTTACTTGGGGACA
Cxcl15 TGGGTGAAGGCTACTGTTGG CAGAAGCTTCATTGCCGGTG
Cxcl2 CCCCTGGTTCAGAAAATCATCCA TTCTCTTTGGTTCTTCCGTTGAGG
111b TTGAAGTTGACGGACCCCAAA AAGCTGGATGCTCTCATCAGG
116 TGATGGATGCTACCAAACTGGA  GGTACTCCAGAAGACCAGAGRG
Rela GATGGCTACTATGAGGCTGACC  CAGGTCTCGCTTCTTCACAC
Tgfbl GCTAATGGTGGACCGCAAC ACTGTGTGAGATGTCTTTGGTTTTC
Tnf TGTCTACTGAACTTCGGGGTG GCCATAGAACTGATGAGAGGGA
Antioxidant enzymes

Cat TTCTGGAGTCTTCGTCCCGA CCATAGCCATTCATGTGCCG
Gpx1l CCTGTGAGCGCTAGTACGG GAGAAGGCATACACGGTGGAC
Gstm1l ATGCTCTGTTACAACCCTGACT CCTGCAAACCATGGCCTCTT
Hmox1 CACAGATGGCGTCACTTCGT GCTAGTGCTGATCTGGGGTT
Nfe2l2 CTGTATGCAGCTTTTGGCAGA GAGGGGCAGTGAAGACTGAAC
Ngol TGGTTTGAGAGAGTGCTCGT CCCCAGTGGTGATAGAAAGCA
Sodl ACGTCCATCAGTATGGGGACA CAGGTCTCCAACATGCCTCTC
Sod2 TCGCTTACAGATTGCTGCCT GGTAGTAAGCGTGCTCCCAC
Lung remodeling

Mmp9 CGACATAGACGGCATCCAGTA GTCGGCTGTGGTTCAGTTGT
Mmp12 GGCTGCTCCCATGAATGACA GTCATTGGAATTCTGTCCTTTCCA
Slpi TGCGGCCTTTTACCTTTCAC GGGCAGGCTCCGATTTTGAT
Timpl CAGCCTTCTGCAACTCGGAC AACGCTGGTATAAGGTGGTCTC
Timp2 GCAACAGGCGTTTTGCAATG CGGAATCCACCTCCTTCTCG
Timp3 CCTTTGGCACTCTGGTCTACA CTTTCAGAGGCTTCCGTGTGA
Timp4 GACTCTTCCCTCTGTGGTGTG CCAGGGCTCAATGTAGTTGC

138



Table S2 Summary table of fold-change for all studied makers in WT mice.

Biological endpoint Markers Beijing-Wy  Beijing-W, Beijing-W, Beijing-S  Paris-W  Paris-S
18H 72H
MUCS5AC 1,31 1,26 1,25 1,02 1,16 1,12
MUCSB 1,17 1,48 1,05 0,92 0,91 1,16
. PAS staining (tissue) 10,62 1,05 N.A 0,8 2,18 3,19
Mucus secretion
PAS staining (BAL) 0,95 1,02 1,52 1,06 N.A 1,05
Mean 3,51 1,20 1,27 0,95 1,42 1,63
Logio 0,55 0,08 0,1 -0,02 0,15 0,21
MLI 0,99 1,00 N.A 1,02 0,95 1,01
MMP9 2,29 1,35 0,67 1,19 1,08 0,87
Destruction of lung MMP12 0,99 0,90 0,78 0,79 1,60 1,50
tissue NE 1,91 0,85 1,7 0,89 1,49 1,3
Moyenne 1,54 1,03 1,05 0,97 1,28 1,17
Logio 0,19 0,01 0,02 -0,01 0,11 0,07
Oxidative stress MPO/GPX1 Ratio 0,20 35,20 2,69 0,97 5,65 1,80
Logio -0,70 1,54 0,43 -0,01 0,75 0,26
CCL5 0,66 1,41 0,39 1,10 1,15 1,58
CXCL1 1,74 5,45 0,59 0,65 1,15 0,78
CXCL5 - - - 1,33 1,26 1,60
CXCL10 1,17 2,19 0,50 1,02 1,29 1,47
IFNg 0,93 2,64 0,37 0,94 1,53 2,05
G-CSF 0,74 501,32 0,00 2,19 0,20 0,01
IL-1a 0,88 1,70 0,61 1,05 1,07 1,18
IL-1b - 0,00 - 0,00 1,44 1,20
IL-2 0,86 1,72 0,50 1,08 1,19 1,43
IL-5 - 14,89 - 3,84 1,78 0,90
IL-6 0,00 9,51 - 0,95 0,33 0,00
Pro-inflammatory IL-9 1,33 0,93 1,32 0,95 1,23 1,86
markers IL-12(p40) 1,13 0,82 0,40 0,51 1,70 2,34
IL-13 0,00 1,20 0,45 - 1,07 0,66
IL-15 0,11 0,36 0,51 1,39 1,42 2,49
MIP-1a 1,25 0,40 0,72 0,78 0,63 1,14
MIP-2 - 4,26 0,00 - 3,30 0,00
VEGF 1,38 0,75 0,75 0,85 1,56 1,08
NE 1,91 0,85 1,7 0,89 1,49 1,3
Macrophages (103/mL) 0,43 0,60 1,63 1,12 1,18 0,64
Lymphocytes (103/mL) 1,15 1,39 1,49 0,00 0,55 0,49
Neutrophils (103/mL) 0 - 0 - - -
Mean 0,87 25,11 0,66 1,09 1,26 1,15
Logio -0,06 1,40 -0,18 0,04 0,10 0,06
Anti-inflammatory IL-10 0,51 1,24 0,57 1,15 1,12 1,34
marker Logio -0,29 0,09 -0,24 0,06 0,05 0,13
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Inspiratory capacity 1,04 0,86
Lung function  rauc compliance N.A N.A 1,05 N.A N.A 0,88
Mean 1,04 0,87
Log1o 0,02 -0,06

N.A = Not Attributable as not measured

Fold-change were calculated between each exposed group and its corresponding control air
group from mean marker value. A mean fold-change was then calculated for each biological
endpoint. For scaling matter, Logio of these mean fold-change were finally plot on the radar
charts. Of note, genes expressions were not taken in consideration for radar plot construction.
In addition, lung function was not included in radar plots as it was not measured for all

atmospheres.
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Table S3 Summary table of fold-change for all studied markers in Scnnlb-Tg mice.

Beijing-W; Beijing-W;

Biological endpoint Markers Beijing-W, Beijing-S  Paris-W Paris-S

18H 72H
MUCS5AC 1,24 1,17 1,57 0,94 1,56 1,16
MUCSB 1,04 1,06 1,18 0,80 0,98 1,08
. PAS staining (tissue) 0,52 0,21 N.A 0,70 0,85 1,54
Mucus secretion o
PAS staining (BAL) 1,57 0,82 1,48 5,31 N.A 6,99
Mean 1,09 0,81 1,41 1,94 1,13 2,69
Logio 0,04 -0,09 0,15 0,29 0,05 0,43
MLI 1,20 1,07 N.A 0,97 1,00 1,00
. MMP9 2,28 0,85 1,93 1,03 8,20 0,29
Des"“:it;:::f lung  \1vp12 1,01 1,46 1,40 0,41 085 0,90
NE 1,01 2,09 0,57 1,41 0,64 2,66
Mean 1,38 1,37 1,30 0,95 2,67 1,21
Logio 0,14 0,14 0,11 -0,02 0,43 0,08
L MPO/GPX1 Ratio 0,80 1,52 0,91 3,68 2,56 1,03
Oxidative stress
Logio -0,1 0,19 -0,91 0,57 0,41 0,01
CCL5 0,00 5,18 - 1,28 0,86 1,18
CXCL1 0,73 1,48 0,68 1,13 0,97 1,49
CXCL5 0,55 1,26 0,91 1,04 1,02 1,37
CXCL10 0,70 1,70 0,63 1,05 1,30 1,17
IFNg 0,68 1,89 0,00 4,04 0,86 7,09
G-CSF 0,84 1,80 0,66 1,23 0,97 1,58
IL-1a 0,66 3,19 0,50 1,28 0,81 1,39
IL-2 0,82 1,52 0,50 1,33 0,86 1,68
IL-5 - 0,61 - 0,75 1,08 0,36
IL-6 0,00 0,85 - 0,82 0,53 3,76
. IL-9 0,93 3,46 0,39 1,44 0,98 1,52
Pro-inflammatory -\, /o) 0,36 2,06 0,00 - 0,00 ;
markers
IL-15 0,30 - 0,00 - 0,04 -
MIP-1a 0,62 1,68 0,63 1,00 0,71 1,94
MIP-2 0,49 4,97 0,96 1,02 0,75 4,59
TNFa 0,78 0,99 - - - -
VEGF 0,82 0,89 2,00 1,46 1,29 1,04
NE 1,01 2,09 0,57 1,41 0,64 2,66
Macrophages (103/mL) 0,58 1,58 0,83 0,91 0,53 0,57
Lymphocytes (103/mL) 0,45 2,09 2,22 0,54 0,81 0,78
Neutrophils (103/mL) 0,32 7,65 0,45 0,53 0,38 1,01
Mean 0,66 2,31 0,75 1,24 0,81 1,96
Logio -0,18 0,36 -0,12 0,09 -0,09 0,29
IL-10 0,62 7,92 0,17 1,48 0,70 1,88
Anti-inflammatory LIF 1,48 1,24 0,39 0,75 0,91 4,53
markers Mean 1,05 4,58 0,28 1,11 0,81 3,21
Logio 0,02 0,66 -0,55 0,05 -0,09 0,51
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Inspiratory capacity 1,08 0,93

) Compliance 1,04 0,89

Lung function N.A N.A N.A N.A
Mean 1,06 0,91
Logio 0,025 -0,04

N.A = Not Attributable as not measured

Fold-change were calculated between each exposed group and its corresponding control air
group from mean marker value. A mean fold-change was then calculated for each biological
endpoint. For scaling matter, Logio of these mean fold-change were finally plot on the radar
charts. Of note, genes expressions were not taken in consideration for radar plot construction.
In addition, lung function was not included in radar plots as it was not measured for all

atmospheres.
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FigS1 Overview of lung histology in Scnnlb-Tg mice exposed to complex urban atmospheres.
(A-C) Lung sections of Scnnlb-Tg mice exposed to Paris-W atmosphere (A), Beijing-S
atmosphere (B) or Beijing-W atmosphere (C) and their control air littermate controls. Scale bar
= 1000 pm. (D-1) Detailed micrographs of control and exposed Paris-W, Beijing-S and
Beijing-W Scnnlb-Tg mice showing alveolar macrophages infiltrates. Scale bar = 100 um. n =

3-10 mice per group.
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FigS2 Mucus quantification in lungs of WT and Scnnlb-Tg mice exposed to complex urban
atmospheres. (A) PAS staining quantification on BAL. PAS staining is expressed as positive
stained surface area in um2. # p < 0.05, ## p < 0.01 and #### p < 0.0001 compared with WT

mice; * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared with control air mice. (B) PAS staining
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quantification on lung sections. PAS staining is expressed as positive stained surface area in
pm?2 normalized to total perimeter of airway epithelium. # p < 0.05 and ## p < 0.01 compared
with WT mice. (E-D) MUC5AC and MUCB mucins expression in lung homogenates. Heatmap
was generated based on mucins concentrations expressed in pg/mg of lung proteins. For each
mucin, data was normalized with 0% defined as the smallest concentration and 100% defined

as the greatest concentration. n = 3-11 mice per group.
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FigS3 Airway inflammation in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to complex urban
atmospheres. (A-D) Total cell count and macrophages, lymphocytes, and neutrophils
proportions in BAL from exposed and control air mice. # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001
and #### p < 0.0001 compared with WT mice; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 and ****
p < 0.0001 compared with control air mice. n = 3-11 mice per group. (E) Example of activated
and vacuolized macrophages in BAL of Beijing-W exposed WT and Scnnlb-Tg mice. Scale
bar = 10 um. (F) Cytokines secretion profile in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to different
urban atmospheres. Heatmap was generated with normalized cytokines concentrations
expressed as percentages. For each cytokine, 0% was defined as the smallest concentration and
100% was defined as the greatest concentration. * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared with

control air mice.
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FigS4 Gene expression pattern in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to complex urban
atmospheres. Heatmap was generated with RQ data (222¢T) of mRNA transcript levels in WT
and Scnnlb-Tg control air mice exposed individuals to different urban atmospheres. A total of
28 genes representative of Cftr, mucins, inflammatory and oxidative stress response and lung
remodeling were studied. Hprt was used as endogenous control. * p < 0.05 and ** p < 0.01

compared with control air mice. n = 3-10 mice per group.
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FigS5 Oxidative stress markers measurement in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to complex
urban atmospheres. (A) MPO levels in BAL fluid. Concentration is expressed in pg/mL and
was quantified by ELISA. (B) GPX1 expression in lung homogenates. Expression assessed by
western blot and quantified relatively to B-actin. # p < 0.05 compared with WT mice. * p <0.05

compared with control air mice. n = 3-11 mice per group.
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FigS6 Assessment of lung remodeling in WT and Scnnlb-Tg mice exposed to complex urban
atmospheres. (A) Mean linear intercept (MLI) measurement in WT and Scnnlb-Tg mice and
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was defined as the smallest concentration or relative expression value and 100% was defined
as the greatest concentration or relative expression value. * p < 0.05 and ** p < 0.01 compared

with control air mice. n = 3-11 mice per group.
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2 Partie 2: Effets d’une exposition a des atmosphéres

urbaines réalistes sur le modéle Cftr™*=R

Les résultats présentés dans cette seconde partie sont consacrés au deuxiéme modéle
d’étude, le modele Cftr™EYR Nous proposions d’étudier dans ce modéle 1’impact d’une
exposition a différentes atmosphéres urbaines réalistes sur le développement d’un phénotype
pulmonaire de mucoviscidose. Les résultats présentés ici feront 1’objet de la publication d’un

second article.

Dans I’ensemble des figures qui suit, les atmosphéres sont dénommées selon la
nomenclature suivante : Paris-S pour Paris été, Beijing-S pour Pékin été (Beijing-Si, Beijing-S>
et Beijing-Ss premiére, deuxieme et troisiéme simulation respectivement) et Beijing-W pour

Pékin hiver (Beijing-W: et Beijing-W> premiére et deuxiéme simulation respectivement).

2.1 Analyses physico-chimiques

La Figure 31 présente la composition chimique des atmosphéres urbaines simulées
auxquelles ont été exposées les souris Cftr'™EYR |a concentration totale de polluants gazeux et
particulaires est graduelle entre les atmospheres Paris-S, Beijing-S et Beijing-W. Ainsi,
I’atmosphére la moins polluée (Paris-S) est constituée de 25 pg/m?® de particules, d’une
vingtaine de pug/m® de NO2, d’environ 200 pg/m® de CO et 100 pg/m® de COV. Au contraire,
les concentrations de particules, NO2, SO. et COV ont atteint respectivement un maximum de
200, 50, 90 et 400 pg/m® dans les atmosphéres Beijing-W. Une analyse plus fine de la
composition chimigue montre que ces atmospheres sont caractérisées par une contribution
dominante du sulfate et de I’ammonium dans la composition des aérosols. Les atmosphéres
Paris-S et Beijing-S1 se démarquent par une contribution plus importante de la fraction de
carbone organique alors que I’atmosphére Beijing-W> se caractérise par une part plus
importante de nitrates. Les COV sont constitués dans la plupart des cas d’une majorité d’alcanes
a I’exception de 1’atmosphére Beijing-W-2 pour laquelle plus de la moitié des COV sont des
hydrocarbures aromatiques. Les parts d’alcénes, d’alcynes et de composés oxygénés

apparaissent relativement constantes au cours des différentes simulations.
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Figure 31 Composition chimique des atmospheres urbaines simulées auxquelles ont été
exposées les souris de la lignée Cftr™EUR (A) Concentrations totales de polluants gazeux et
particulaires. (B) Composition chimique des particules. (C) Composition chimique des COV.
Chaque part des diagrammes circulaires représente la contribution, en pourcentage de la masse,
de I’¢lément ou de la famille chimique dans la composition totale des particules et des COV.
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2.2 Etude de I’expression des mucines

Afin de déterminer si une exposition a des atmospheres urbaines pouvait avoir un impact
sur la sécrétion du mucus, I’expression génique et protéique des mucines MUC5AC et MUCS5B
a été étudiée dans les broyats de poumons provenant de souris WT et Cftr™EUR exposées ou
non la pollution. Il n’apparait aucune modification significative de I’expression des geénes
Mucbac et Muc5b ainsi que des protéines MUC5AC et MUCS5B a la suite d’une exposition de
souris WT et Cftr™EUR 3 des atmosphéres urbaines (Figure 32). Cependant, nous avons pu
constater une tendance a la diminution de I’expression de Muc5ac chez les souris WT exposées
aux atmospheres Beijing-S: et Beijing-W: et une tendance a 1’augmentation de 1’expression de
Muc5b chez les souris WT exposées a 1’atmosphére Paris-S. Au niveau protéique, une
exposition des souris WT a I’atmosphere Beijing-W> tend a augmenter 1’expression des deux
mucines MUC5AC et MUC5B. En ce qui concerne les souris Cftr™EUR |es 4 atmosphéres
étudiées pourraient stimuler 1’expression de Mucbac avec un effet plus important de
I’atmosphére Beijing-S2 quand seule une exposition a 1’atmosphére Paris-S pourrait stimuler

I’expression de Mucbb. L’expression protéique de MUC5AC et MUCS5B chez les souris
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Cftri™EUR 3 plutdt tendance & diminuer en réponse a une exposition aux différentes atmosphéres

urbaines considérées a I’exception de 1’atmosphere Beijing-Wo.
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Figure 32 Expression des mucines dans les poumons de souris WT et Cftr™EUR exposées a
différents types d’atmosphéres urbaines. (A) Expression génique des mucines Mucbac et
Muc5h. L’expression des génes a été quantifiée par la méthode du 2-24CT en considérant le géne
Hprt comme gene de ménage. n = 4-6 souris par groupe. (B) Expression protéique de
MUCSAC. (C) Expression protéique de MUC5B. Les mucines ont été dosées par la méthode
ELISA dans les surnageants de broyats de poumons. Leur concentration en pg/mL a été
rapportée a la quantité totale de protéines dosees dans le poumon pour ainsi étre exprimée en
pg/mg de protéines. n = 4-6 souris par groupe.
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2.3 Analyse de la réponse inflammatoire

Afin d’évaluer I’induction d’une réponse inflammatoire a la suite d’une exposition a des
atmosphéres urbaines, des lavages bronchoalvéolaires (LBA) ont été réalisés chez toutes les
souris. L’analyse de la cellularité¢ des LBA n’a pas permis de mettre en évidence de variation
significative du nombre total de cellules dans les LBA bien qu’une tendance a I’augmentation
ait pu étre observée uniquement chez les souris Cftr™EUR exposées a 1I’atmosphére Beijing-W1
(Figure 33). La nature de I’infiltrat inflammatoire n’a lui non plus pas été modifi¢ a I’exception
des souris Cftr™EUR exposées a 1’atmosphére Beijing-W1 chez qui la proportion de
lymphocytes a diminué au profit de celle des neutrophiles. Cette proportion de lymphocytes
dans les LBA des souris Cftr™EUR semble aussi diminuer mais de maniére non significative
apres une exposition aux atmosphéres Paris-S et Beijing-S2. Chez les souris WT, 1’atmosphére
Beijing-S> pourrait augmenter la proportion de lymphocytes et de neutrophiles.
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Figure 33 Analyse de la cellularité des lavages bronchoalvéolaires de souris WT et CftrimEUR
exposées a différents types d’atmosphéres urbaines. Cellularité totale (A) et pourcentages de
macrophages (B), de lymphocytes (C) et de neutrophiles (D) dans les LBA de souris WT et de
souris Cftr™EUR témoins et exposées aux atmosphéres Paris-S, Beijing-S; et Beijing-Wi. # p <
0.05 en comparaison au souris WT ; * p < 0.05 en comparaison aux souris exposées a une
atmospheére contréle. n = 4-6 souris par groupe.
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Un dosage des cytokines pro-inflammatoires a ensuite été réalisé sur les LBA de toutes
les souris (Figure 34). De maniére intéressante, on observe une diminution significative des
niveaux de plus de la moitié des cytokines dosées chez les souris WT exposées a une
atmospheére Paris-S par rapport aux souris exposées a une atmosphere contréle. Au contraire,
chez les souris Cftr™EUR exposées a cette méme atmosphére, la tendance est plutot a
I’augmentation des niveaux de cytokines pro-inflammatoires a 1’exception de VEGF dont les
niveaux sont significativement diminués. Une exposition aux atmosphéres Beijing-S: et
Beijing-S2 semble avoir des effets similaires chez les souris Cftr™EUR quant a une possible
stimulation de la sécrétion cytokinique. Toutefois, une exposition a 1’atmospheére Beijing-S»
induit une augmentation significative d’IFNg ce qui n’est pas le cas avec une exposition a
I’atmospheére Beijing-Si. Une exposition a ces deux types d’atmosphéres ne semble pas avoir
d’effet spécifique chez les souris WT mise a part sur la sécrétion de G-CSF apres une exposition
a I’atmosphere Beijing-S.. Une exposition a 1’atmosphére Beijing-Sz semble quant a elle
augmenter les niveaux d’IL13 et diminuer ceux d’IFNg de fagon commune aux souris WT et
Cftr'™EUR Bien que les variations observées ne soient pas significatives, une exposition a
I’atmosphere Beijing-W1 semble entrainer une augmentation des niveaux de la plupart des
cytokines chez les souris Cftr™EUR, |a stimulation de la sécrétion cytokinique a la suite d’une
exposition a I’atmosphére Beijing-W1 semble étre beaucoup moins marquée chez les souris
WT. Enfin, la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire 1L-10 tend a augmenter chez les
souris Cftr'™EUR toutes simulations confondues alors qu’elle ne parait pas étre affectée chez les

souris WT excepté a la suite d’une exposition a une atmosphere Paris-S.
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Figure 34 Profil de sécrétion cytokinique de souris WT et Cftr™EUR exposées a différents types
d’atmosphéres urbaines. Les cytokines ont été dosées dans les surnageants de LBA par la
technique du Luminex et les concentrations sont exprimées en pg/mL. La carte de chaleur a été
générée a partir des valeurs de dosage normalisées et exprimées en pourcentages avec, pour
chaque cytokine, 0% défini comme la petite plus valeur de dosage et 100% défini comme la
plus grande valeur de dosage. * p < 0.05 et ** p < 0.01 en comparaison avec les souris exposées
a une atmospheére contréle. n = 4-6 souris par groupe.

2.4 Analyse de marqueurs du stress oxydant

Afin de déterminer si une exposition a des atmosphéres urbaines pourrait modifier le
statut oxydatif des individus, les expressions de la myéloperoxydase (MPO), une enzyme dont
I’activité participe a la production d’especes réactives de I’oxygene (ERO), et de la glutathion
peroxydase (GPX1), une enzyme impliquée dans les défenses antioxydantes, ont été étudiées.
Les analyses n’ont pas permis de montrer de modification significative de I’expression de la
MPO et de la GPX1 chez les souris exposées aux atmosphéres urbaines par rapport aux souris
exposées & une atmosphere contrdle (Figure 35). Néanmoins, I’expression de la MPO tend a
diminuer chez les souris WT exposées aux atmosphéres Paris-s et Beijing-S; et semble
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s’accompagner d une augmentation non significative de I’expression de la GPX1. Au contraire,
I’expression de la MPO pourrait étre stimulée chez les souris Cftr'™EUR exposées a I’atmosphére
Paris-S ainsi que chez les souris WT et les souris Cftr™EUR 3 la suite d’une exposition a
I’atmosphere Beijing-S1 sans modification apparente de I’expression de la GPXI1. Cette
tendance a 1’augmentation de 1’expression de la MPO peut étre mise en relation avec

I’augmentation de la proportion des neutrophiles chez ces mémes souris.
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Figure 35 Mesure de marqueurs du stress oxydant chez des souris exposees a des différents
types d’atmospheres urbaines. (A) Dosage de la myelopéroxydase (MPO) dans les surnageants
de LBA de souris WT et de souris Cftr™EUR exposées ou non aux atmosphéres Paris-S,
Beijing-S2, Beijing-W1 et Beijing-W-. n = 4-5 souris par groupe. Le dosage a été réalisé par la
méthode de I’ELISA et la concentration est exprimée en pg/mL. (B) Expression de la glutathion
peroxydase 1 (GPX1) dans les surnageants de broyats de poumons de souris WT et de souris
Cftri™EUR exposées a différents types d’atmosphéres urbaines. L’expression de la GPX1 a été
analysée par Western Blot et quantifiée relativement a la B-actine utilisée comme proteine de
référence. n = 4-6 souris par groupe.
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2.5 Analyse du remodelage pulmonaire

L’analyse morphométrique des poumons de souris a été réalisée par la mesure de
I’intercept linéaire moyen ou MLI. A titre d’exemple, des observations histologiques provenant
de souris WT et Cftr'EUR exposées a une atmosphére contréle ou exposées a I’atmosphére
Beijing-S2 sont présentées en Figure 36A. La quantification du MLI est présentée en Figure
36B. Aucune variation du MLIn’a pu étre observée apres exposition a chacune des atmospheres

urbaines étudiées tant chez les souris WT que chez les souris Cftr™EUR,
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Figure 36 Analyse morphométrique réalisée chez des souris exposées a différents types
d’atmosphéres urbaines. (A) Photos histologiques des régions alvéolaires de poumons
provenant de souris WT et Cftr™EUR exposées a une atmosphére contrdle et exposées a
I’atmosphere Beijing-Sz. Barre d’échelle = 100 pm. (B) Mesure de I’intercept linéaire moyen
(MLI) dans les poumons de souris WT et Cftr™EUR témoins et exposées a différents types
d’atmosphéres urbaines. n = 4-6 souris par groupe.

Dans un second temps, 1’expression protéique de protéases impliquées dans le
remodelage pulmonaire telles que 1’¢lastase des neutrophiles (ELANE) ainsi que les
métalloprotéases matricielles 9 et 12 (MMP9 et MMP12) a été quantifiée (Figure 37). Aucune
variation significative du niveau d’ELANE n’a pu étre observée quelle que soit I’atmosphére

considérée tant chez les individus WT que chez les individus Cftr™EUR (Figure 37A).
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L’atmosphére Beijing-W: semble cependant augmenter de maniére non significative les
niveaux d’ELANE chez les souris WT et Cftr'™EYR D’autre part, si I’expression de MMP9 n’a
pas été modifiée a la suite d’une exposition a I’ensemble des atmosphéres urbaines étudiées,
I’expression de MMP12 augmente significativement aprés exposition a 1’atmosphére Beijing-
W; et tend a augmenter en réponse a une exposition a 1’atmosphere Beijing-S2 chez les 2

génotypes de souris (Figure 37B).
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Figure 37 Analyse de I’expression de protéases impliquées dans le remodelage pulmonaire a
la suite d’une exposition a différents types d’atmospheére urbaines. (A) Dosage de 1’élastase des
neutrophiles (ELANE) dans les surnageants de LBA de souris WT et Cftr'™EUR exposées a une
atmosphére controle et exposées a différents types d’atmosphéres urbaines. Le dosage a été
réalisé par la technique de I’ELISA et 1a concentration est exprimée en pg/mL. (B) Expression
des métalloprotéases matricielles 9 et 12 (MMP9 et MMP12) dans les surnageants de broyats
de poumons de souris WT et Cftr'EUR exposées a une atmosphére controle et exposées a
différents types d’atmospheres urbaines. L’expression des MMP a été analysée par Western
Blot et quantifiée relativement a la B-actine utilisée comme protéine de référence. Cette
quantification relative a éte utilisée pour générer la carte de chaleur. * p < 0.05 en comparaison
avec les souris exposées a une atmosphére contréle. n = 4-6 souris par groupe.
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2.6 Etude la fonction pulmonaire

La fonction pulmonaire a été étudiée grace au systéme flexiVent™. Les paramétres de
volume pulmonaire, compliance statique, élastance tissulaire et résistance du systéeme
respiratoire des souris Cftr'™EUR témoins ne différent pas statistiquement de ceux des souris
WT témoins indiquant que la fonction pulmonaire basale n’est pas altérée chez ces souris
(Figure 38). Seule une exposition a I’atmosphére Beijing-S2 a entrainé, chez les souris WT
uniquement, une diminution significative du volume pulmonaire et de la compliance statique
associée a une augmentation significative de 1’¢lastance tissulaire (Figure 38). Ce schéma de
variation semble étre retrouvé chez les souris Cftr™EUR sans que la significativité ne soit
atteinte. En revanche, une augmentation de la résistance du systéme respiratoire apres

exposition a I’atmosphére Beijing-S; a été observée uniquement chez les souris Cftr™EUR,
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Figure 38 Etude de la fonction pulmonaire chez des souris exposées a différents types
d’atmosphéres urbaines. Mesure du volume pulmonaire (A), de la compliance statique (B), de
I’élastance tissulaire (C) et de la résistance du systeme respiratoire (D) chez des souris WT et
Cftri™EUR exposées a une atmosphére controle et exposées aux atmosphéres Paris-S, Beijing-
Sz et Beijing-Ss. # p < 0.05 en comparaison avec les souris WT ; * p < 0.05 et ** p < 0.01 en
comparaison avec les souris exposées a une atmospheére contréle. n = 4-5 souris par groupe.
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Cette modification des parametres ventilatoires est confirmee par le tracé des courbes
de pression-volume sur lequel on observe un décalage des courbes vers le bas pour les souris
WT exposées a I’atmospheére Beijing-S; et en moindre mesure pour les souris Cftr™EYR (Figure
39). Par ailleurs, si une exposition aux atmosphéres Paris-S et Beijing-Ss n’a pas entrainé de
modification du volume pulmonaire, de la compliance statique et de I’¢lastance tissulaire, les
courbes de pression-volume pourraient suggérer une atteinte de la fonction pulmonaire allant

dans le méme sens que celle observée aprés exposition a I’atmosphére Beijing-Sa.
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Figure 39 Courbes de pression-volume tracées chez des souris WT et Cftr™™EUR exposées a une
atmosphére contréle et exposées aux atmospheres Paris-S (A), Beijng-S2 (B) et Beijing-Ss (C).
n = 5 souris par groupe.
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2.7 Analyse de ’expression génique

Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans les effets mis en évidence a la suite
d’une exposition a des atmospheres urbaines, un total de 26 genes a été étudié par RT-gPCR
chez les souris WT et Cftr'™EUR [es résultats de quantification de I’expression génique sont
présentés en Figure 40. Ainsi, une exposition a 1’atmosphere Paris-S tend a augmenter
I’expression de geénes impliqués dans la réponse inflammatoire (111b, Tnf, 116) chez les souris
WT par rapport aux souris WT exposées a une atmosphére controle. Chez les souris Cftr™EUR
exposées, on observe cette méme tendance avec une augmentation qui devient significative
pour les génes Il1b, Tnf et Cxcl15. De méme, les genes Cat et Mmp9 voient leur expression étre
augmentée a la fois chez les souris WT et les souris Cftr™EYR aprés une exposition a
I’atmospheére Paris-S. L’expression de Timp4 est en plus régulée a la hausse uniquement chez
les souris Cftr'™EUR Une exposition a I’atmosphére Beijing-Sz induit une augmentation de
I’expression de 1’l11b chez les souris WT. De fagon intéressante, 1I’expression de génes codant
pour des cytokines pro-inflammatoires, et notamment Cxcl2 et Tgfbl, diminue chez les souris
Cftr'™EUR en réponse a une exposition & I’atmosphére Beijing-S,. Une exposition a cette méme
atmosphere diminue par ailleurs I’expression de Cat chez les souris WT et de Sod2 chez les
souris Cftr™EUR  Ces observations concernant la réponse inflammatoire et la réponse
antioxydante sont en cohérence avec la tendance a la diminution de I’expression de Rela et de
Nfe2l2 chez les souris exposées a 1’atmosphére Beijing-S par rapport aux souris témoins.
D’autre part, une exposition a I’atmosphére Beijing-W1 induit une augmentation de
I’expression de Tgfbl chez les 2 génotypes de souris. Bien que non significative, 1’augmentation
de I’expression des génes codant pour les autres cytokines pro-inflammatoires semble étre
majorée chez les souris Cftr™EUR par rapport aux souris WT. Une exposition a I’atmosphére
Beijing-W1 tend également a augmenter 1’expression de Cat chez les souris WT et de Elane,
Mmp12 et Timp1 chez les souris Cftr'™EYR Une exposition a I’atmosphére Beijing-W- semble,
en moindre mesure que 1’atmosphére Beijing-W1, stimuler I’expression de génes codant pour
les cytokines pro-inflammatoires mais uniquement chez les souris Cftr™EYR Cependant, si
cette atmosphére semble comme I’atmosphére Beijing-W1 induire 1’expression de Cat chez les
souris WT elle ne tend pas a augmenter les protéases Elane et Mmp12 chez les souris CftrimEUR,
Enfin, I’expression de Cftr ne semble étre altérée par aucune des expositions aux atmosphéres

urbaines tant chez les souris WT que chez les souris Cftri™EUR,
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Figure 40 Profil d’expression génique de souris WT et Cftr™EUR exposées a différents types
d’atmospheres urbaines réalistes. La quantification relative de 1’expression génique a été
réalisée par la méthode du 224T en utilisant Hprt comme géne de ménage. La carte de chaleur
a eté genérée a partir des quantifications relatives des expressions géniques. * p < 0.05, ** p <
0.01 et *** p < 0.001 en comparaison avec les souris exposées a une atmosphére contréle. n =
4-6 souris par groupe.

2.8 Etude cinétique : analyse des réponses induites aprés 18h

et 72h d’exposition

Afin d’évaluer la cinétique d’apparition des effets induits par une exposition a des

atmosphéres urbaines, un lot de souris WT et Cftr™EUR 3 également été prélevé au bout de 18H
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d’exposition. Cette étude cinétique s’est limitée a une exposition a 1’atmospheére Beijing-W1 et

le méme plan d’analyse que celui suivi lors des expositions de 72H a été respecté.

L’expression génique et protéique des mucines MUC5AC et MUC5B n’est pas modifiée
chez les souris WT et Cftr™EUR aprés une exposition de 18H et 72H a I’atmosphére Beijing-W1
(Figure 41). Néanmoins, une exposition de 72H a I’atmosphere Beijing-W1 permet de faire
ressortir une différence significative dans I’expression de Mucbac entre les souris WT et les

souris Cftr™EYR qui n’existe pas chez les souris exposées a une atmosphére controle.
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Figure 41 Expression des mucines dans les poumons de souris WT et Cftr™EUR exposées a
I’atmosphere Beijing-W1 pendant 18H et 72H. (A-B) Expression génique des mucines Mucbac
(A) et Muc5b (B) L’expression des génes a €té quantifiée par la méthode du 24T en
considérant le géne Hprt comme géne de ménage. (C-D) Expression protéique des mucines
MUC5AC (C) et MUCS5B (D) Les mucines ont été dosées par ELISA et rapportées a la quantité
totale de protéines dosées dans les poumons. # p < 0.05 en comparaison avec les souris WT.
n = 4-6 souris par groupe.

Une exposition de 18H ne modifie pas le nombre de cellules totale dans les LBA de
souris WT (Figure 42A). Si la composition cellulaire n’est statistiquement pas modifiée, la
proportion de lymphocytes et de neutrophiles dans les LBA de ces souris tend a diminuer par

rapport aux souris exposées a 1’atmosphere contréle (Figure 42B-D). On observe par ailleurs

181



dans les LBA de ces mémes souris une diminution des concentrations de cytokines telles que
TNFa, CXCL1, G-CSF ou encore CCL5 (Figure 42E). Une exposition de 72H semble au
contraire augmenter les concentrations de cytokines dans les LBA des souris WT sans affecter
la cellularité du LBA. Chez les souris Cftr™EUR une exposition de 18H a 1’atmosphére
Beijing-W: entraine une augmentation de la cellularité totale dans les LBA qui semble se
poursuivre a 72H (Figure 42A). Le différentiel cellulaire n’est quant a lui pas altéré aux deux
temps d’exposition. Le dosage des cytokines dans les LBA des souris Cftr'™EUR montre par
ailleurs une stimulation de la sécrétion de cytokines pro et anti-inflammatoires en réponse a
I’atmosphére Beijing-W1 dés 18H d’exposition et qui semble étre majorée par une exposition
de 72H (Figure 42E). D’autre part, les niveaux de MPO et de GPX1 tendent a diminuer
conjointement aprés 18H d’exposition chez les souris WT quand seul le niveau de GPX1 tend
a diminuer chez les souris Cftr™EUR |e niveau de MPO tendant a augmenter. Si le sens de
variation s’inverse chez les souris WT apres 72H d’exposition (la MPO et la GPX1 tendent

conjointement & augmenter), il reste le méme chez les souris CftrmEUR,
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Figure 42 Effets d’une exposition de 18H et 72H a I’atmosphére Beijing-W sur I’inflammation
pulmonaire et le stress oxydant. (A-D) Analyse des LBA. Cellularité totale (A) et pourcentages
de macrophages (B), de lymphocytes (C) et de neutrophiles (D) dans les LBA de souris WT et
de souris Cftri™EUR exposées a une atmosphére controle et exposées 18H et 72H a I’atmosphére
Beijing-W1. (E) Profil de sécrétion cytokinique et d’expression de marqueurs du stress oxydant.
Les cytokines ont été dosées par la méthode du Luminex, la MPO par la méthode ELISA et la
GPX1 par western blot. La carte de chaleur a été générée a partir des expressions protéiques
normalisées et exprimées en pourcentages avec, pour chaque protéine, 0% défini comme la plus
petite valeur de dosage et 100% défini comme la plus grande valeur de dosage. # p < 0.05 en
comparaison avec les souris WT ; * p < 0.05 et ** p < 0.01 en comparaison avec les souris
exposées a une atmospheére contréle. n = 4-6 souris par groupe.

L’analyse de I’histologie pulmonaire et la quantification du MLI n’ont révélé aucune
altération majeure de la structure pulmonaire chez les souris exposées durant 18H et 72H a
I’atmosphere Beijing-W1 (Figure 43A-B). Si I’expression protéasique de MMPI12, et en

moindre mesure d’ELANE, n’est stimulée qu’a partir d’une exposition de 72H chez les souris
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WT, une tendance a I’augmentation d’expression d’ELANE et de MMP12 semble débuter des
18H d’exposition chez les souris Cftr™EYR pour perdurer jusqu’a 72H d’exposition avec de

surcroit une tendance a 1’augmentation de 1’expression de MMP9 (Figure 43C).

A WT Cftrtm1EUR
Control air Beijing-W, Control air Beijing-W;

|72—hour exposure | | 18-hour exposure ’

B 60— C Pourcentage (%)
100
50 ELANE = 75
o . P 50
MMP12 .
2 30 W & 2% & 0
= Exposure - g — i
= 504 18H  72H 184 72H
10- wWT Cftrimisur
0
Exposure - - + - -+
18H 72H 18H 72H
WT Cft{:mIEUR

Figure 43 Analyse morphométrique et expression d’acteurs du remodelage pulmonaire chez
des souris exposées 18H et 72H a I’atmosphére Beijing-W1. (A) Histologie des régions
alvéolaires de poumons provenant de souris WT et Cftr™EUR exposées 18H et 72H a une
atmosphére Beijing-W1. Barre d’échelle = 50 um. (B) Quantification du MLI. (C) Expression
des protéases ELANE, MMP9 et MMP12. L expression d’ELANE a ét¢ dosée par ELISA dans
les surnageants de LBA. L’expression des MMP a été quantifiée par WB dans les broyats de
poumons. La carte de chaleur a été génerée a partir des expressions protéiques normalisées et
exprimées en pourcentages avec, pour chaque protéine, 0% défini comme la plus petite valeur
de dosage et 100% défini comme la plus grande valeur de dosage. * p < 0.05 en comparaison
avec les souris exposées a une atmosphére contréle. n = 4-6 souris par groupe.

Finalement, 1’¢tude de I’expression génique n’a montré qu’une augmentation
significative de I’expression d’Elane chez les souris WT et une diminution significative d’116
chez les souris Cftr™EUR aprés 18H d’exposition comparé aux souris €xposées a une

atmospheére contréle (Figure 44). Bien que les variations d’expression observées ne soient pas
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toutes significatives, une exposition de 72H semble davantage augmenter I’expression de génes
impliqués dans la réponse inflammatoire (Tnf, 116, Ccl2, Cxcll, Cxcl2 et Tgfbl) et la réponse
antioxydante (Cat, Gpx1 et Sod2) qu’une exposition de 18H a la fois chez les souris WT et
Cftr'™EUR De plus, aprés 72H d’exposition, le nombre de génes tendant & étre régulés a la
hausse ainsi que I’amplitude de ces variations semblent étre plus ¢élevés chez les souris

Cftr'™EUR par rapport aux souris WT (Figure 44).

RQ(2744CT)
L J6

Timp1
Timp2
Timp3
Timp4

Exposure - - + - - +
18H 72H 18H 72H

WT Cﬁr:mlFUﬁ

Figure 44 Profil d’expression génique de souris WT et Cftr'™EUR exposées pendant 18H et 72H
a ’atmosphere Beijing-W:. La quantification relative de I’expression génique a €té réalisée par
la méthode du 2-24¢T en utilisant Hprt comme géne de ménage. La carte de chaleur a été générée
directement a partir des données de quantification relative. * p < 0.05 et ** p < 0.01 en
comparaison avec les souris exposées a une atmospheére contréle. n = 4-6 souris par groupe.

2.9 Synthese des effets globaux

Afin d’avoir une vue globale des effets induits sur I’ensemble des paramétres étudiés

apres exposition a différents types d’atmosphéres urbaines, des graphiques en radar ont été
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tracés (Figure 45). Le détail des données a partir desquelles ont été construits ces radars est
présenté en Annexes 2 et 3. Ces radars permettent de mettre en relief les effets spécifiques de
chacune des atmosphéres étudiées. Ainsi, seule une exposition a I’atmosphére Paris-S chez les
souris WT semble augmenter I’expression des mucines. Une exposition aux atmospheres
Paris-S et Beijing-S2 diminue les stress oxydant chez les souris WT tandis qu’une exposition a
’atmosphére Beijing-W: augmente celui-ci. Chez les souris Cftr™EUR une exposition aux
atmosphéres Paris-S, et en moindre mesure Beijing-W1, augmente le stress oxydant. La
quantification des marqueurs pro et anti-inflammatoires révéle chez les souris WT une
augmentation de 1’état pro-inflammatoire associée a une légére stimulation de la protection anti-
inflammatoire a la suite d’une exposition aux atmospheéres Beijing-S; et Beijing-W1. Au
contraire, une exposition a 1’atmosphére Paris-S diminue a la fois les niveaux des marqueurs
pro et anti-inflammatoires. Chez les souris Cftr™EYR yne exposition a I’ensemble des trois
atmosphéres d’étude induit une augmentation de 1’ état pro-inflammatoire ainsi que des défenses
anti-inflammatoires selon une gradation croissante Paris-S, Beijing-S: et Beijing-W1. Enfin, les
souris WT seraient plus sujettes a une destruction des tissus pulmonaires en réponse a une
exposition a 1’atmosphere Beijing-W1 qu’aux atmosphéres Beijing-S> et Paris-S. Chez les
souris Cftr'™EUR les atmospheéres Paris-S et Beijing-S, prédisposeraient a niveau égal a une
destruction des tissus pulmonaires alors que cette prédisposition serait majorée suite a une

exposition a I’atmosphére Beijing-W;.
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Figure 45 Synthése des effets observés chez des souris WT et Cftr™EUR 3 1a suite d’une
exposition a des atmospheres urbaines réalistes. Graphiques radar de 1’ensemble des effets
observés chez des souris WT (A) et des souris Cftr™EUR (B) exposées a différents types
d’atmospheres urbaines. La ligne noire correspond a 1’absence d’effet.

Le méme travail de synthése a été réalis¢ afin d’intercomparer les effets induits apres 18H
et 72H d’exposition a 1’atmosphere Beijing-W1 (Figure 46). Chez les souris WT exposees 18H,
on observe une diminution du stress oxydant, des marqueurs pro-inflammatoires et de
destruction des tissus pulmonaires associée a une augmentation du marqueur anti-
inflammatoire. Ces variations indiqueraient la mise en place d’une réponse protectrice chez ces
souris apres 18H d’exposition. Apres 72H d’exposition, le stress oxydant, I’état inflammatoire
et ’expression protéasique prédisposant a une destruction des tissus pulmonaires sont au

contraire augmentés. Chez les souris Cftr™EYR une exposition de 18H & 1’atmosphére
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Beijing-W1 augmente I’expression des mucines, le niveau de stress oxydant ainsi que le niveau
de marqueurs pro et anti-inflammatoires mais est sans effet sur la destruction des tissus
pulmonaires. Ces effets décrits aprés 18H d’exposition perdurent aprés 72H d’exposition et
semblent méme étre augmentés notamment sur les marqueurs pro-inflammatoires et sur les
acteurs impliqués dans la destruction des tissus pulmonaires. Une protection antioxydante
pourrait se mettre en place au vu de la diminution du niveau de stress oxydant apres 72H

d’exposition en comparaison a 18H d’exposition.
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Figure 46 Synthése des effets observés chez des souris WT et Cftr™EUR 3 1a suite d’une
exposition de 18H et 72H a I’atmosphére Beijing-W1. Graphiques radar de I’ensemble des effets
observés chez des souris WT (A) et des souris Cftr™EUR (B) exposées pendant 18H et 72H a
I’atmosphére Beijing-W1. La ligne noire correspond a I’absence d’effet.
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3 Partie 3: Etude de la fonction de CFTR — Résultats

préliminaires des tests de salivation

Les résultats présentés dans cette troisieme et derniére partie concernent 1’étude de la
fonction de CFTR chez le modéle Cftr™EUR par le test de salivation que j’ai développé au
laboratoire. Ce test permet 1’évaluation répétée, sur le méme animal, de I’activité de la protéine
CFTR afin d’en avoir un suivi longitudinal. Les résultats préliminaires obtenus lors de ces tests

feront 1’objet de la publication d’un article sous la forme de protocole expérimental.

3.1 Analyse de la fonction de CFTR avant exposition a la

pollution atmosphérique

La fonction de CFTR a pu étre évaluée grace a un test de salivation considéré comme
I’équivalent du test de la sueur chez I’Homme. Ce test a été réalisé sur deux lots de souris
différents : un premier lot de souris femelles destiné a étre exposé a 1’atmosphere Beijing-Ss et
un second lot de souris males destiné a étre exposé a I’atmosphére Beijing-W-. Les résultats du
test de salivation sont présentés en Figure 47. Ces résultats correspondent a des mesures
réalisées avant toute exposition et représentent donc une mesure de ’activité basale de CFTR
chez les souris. Les souris Cftr™EUR femelles présentent un pH et une concentration salivaire
en bicarbonates inférieurs a ceux mesurés chez les souris femelles WT. Cette différence de pH
et de concentration en bicarbonates entre les souris WT et Cftr'™EUR n’est plus observée chez
les souris méles. Chez les femelles, comme chez les males, aucune différence dans les

concentrations en ions chlorure et sodium n’a pu étre observée entre les souris WT et Cftr™EUR,
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Figure 47 Evaluation de I’activité de CFTR grace au test de salivation. Mesure du pH (A) et
dosage des ions bicarbonate (B), chlorures (C) et sodium (D) dans la salive de souris WT et
Cftr™EUR # p < 0.05 en comparaison avec les souris WT ; $ p < 0.05, $$$ p < 0.001 et $$$$ p
< 0.0001 en comparaison avec les souris males. n = 6-10 souris par groupe.

3.2 Analyse de la fonction de CFTR apres exposition a la

pollution atmosphérique

Le test de salivation a été réalisé une seconde fois sur les mémes souris apres que celles-
ci aient été exposees a deux types d’atmosphéres urbaines. La réitération de ce test en sortie
d’exposition permet ainsi d’évaluer I’impact d’une exposition a des atmosphéres urbaines sur
la fonction de CFTR. Les résultats du second test de salivation montrent une augmentation
significative de la concentration salivaire en ions bicarbonate chez les souris WT exposées a
I’atmosphere Beijing-Sz et une diminution de la concentration salivaire en ions chlorure chez
les souris WT exposées a I’atmosphére Beijing-W> (Figure 48). Aucune modification
significative du pH salivaire ainsi que des concentrations en électrolytes n’a pu étre relevée

chez les souris Cftr™EUR exposées aux atmosphéres Beijing-Ss et Beijing-W-.
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Figure 48 Mesure longitudinale de I’activité de CFTR a I’aide du test de salivation réalisé avant
et aprés exposition a des atmosphéres urbaines. Mesure du pH (A) et dosage des ions
bicarbonate (B), chlorures (C) et sodium (D) dans la salive de souris WT et Cftr'™EUR exposées
aux atmospheres Beijing-Ss et Beijing-W>. * p < 0.05 en comparaison avec les mesures réalisées
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CHAPITRE V

V. Discussion

195



196



1 Discussion methodologique

1.1 Modéles in vivo

1.1.1 Modeéle Cftr™1EUR

Le modeéle Cftr'™EUR est muté dans le géne Cftr et présente la mutation F508del,
mutation la plus fréquente chez les patients atteints de mucoviscidose. Ce modele reproduit
correctement les atteintes intestinales de la maladie ainsi que les anomalies bioélectriques liées
a I’altération des transports ioniques (sécrétion réduite de chlore associée a une hyperabsorption
de sodium) uniquement au niveau de 1’épithélium nasal (391). En revanche, ces souris
n’expriment pas de phénotype pulmonaire. Plusieurs hypothéses ont été formulées quant a
I’absence de phénotype pulmonaire. L’expression génique et protéique de CFTR est faible dans
les poumons de souris par rapport aux intestins (196,392). Le transport d’ions chlorure et la
régulation du transport d’ions sodium pourraient passer par d’autre(s) canal(aux) que CFTR.
En particulier, un canal chlorure activé par le calcium serait une voie alternative pour la
sécrétion d’ions chlorure dans le poumon chez la souris (393,394). La perte de CFTR serait
donc mieux compensée chez la souris. D’autre part, les souris Cftr™EUR présentent une activité
résiduelle de CFTR qui pourrait étre liee a une maturation partielle de la protéine (199). Des
différences morphologiques inter-especes sont également a considérer dans la difficulté a
reproduire un phénotype pulmonaire semblable a celui observé chez I’Homme. En effet, chez
la souris la présence de glandes sous-muqueuses est confinée a la trachée alors qu’elle s’étend
jusqu’aux bronches chez ’Homme (395). Toujours chez la souris, les cellules sécrétrices de
mucus ne se retrouvent que jusqu’aux voies respiratoires proximales. Ceci limite quelque peu
la possibilité d’étudier I’obstruction des voies respiratoires par le mucus qui constitue pourtant

un élément physiopathologique central de la mucoviscidose.

L’absence de phénotype pulmonaire chez le modéle Cftr™EUR ne fait pas exception
parmi 1’ensemble des modéles murins de mucoviscidose qui existent. La description
bibliographique initiale de ces modeéles fait état de 1’absence d’un phénotype pulmonaire
notable caractérisé par une histologie normale associée & 1’absence d’obstruction des voies
respiratoires par le mucus (196,199,396). Une caractérisation plus fine de ces modeles a permis
de pointer la présence de certaines anomalies telles qu’une inflammation excessive observee
par histologie chez le modéle Cftr'™H% ainsi qu’une augmentation du nombre des cellules a
tmlUnc

gobelet associée a une réduction du volume de I’ASL a 1’épithélium nasal des souris Cftr

deux modeles inactives pour Cftr (397). Une altération de la fonction pulmonaire caractérisée
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par une diminution de la compliance, une augmentation de la résistance et une augmentation de
la fréquence respiratoire a également été décrite chez des souris présentant des mutations de
Cftr (346,398-400). Spécifiquement au modéle Cftr™EUR une hyperréactivité bronchique en
réponse a des doses croissantes de méthacholine a également été mise en évidence (401). La
réalisation de challenges infectieux avec P.aeruginosa chez des souris CF révele une
augmentation de la mortalité de ces souris et une diminution de la clairance bactérienne par
rapport aux souris WT ainsi que la mise en place d’une réponse inflammatoire persistante dans
le cas d’une exposition chronique a P.aeruginosa (402-404). Wellmerling et al. sont également
parvenus a mettre en évidence un élargissement des alvéoles semblable a de I’emphyséme chez
des souris Cftr KO vieillissantes (14-20 mois) (405). Une seconde étude a par ailleurs montré
chez des souris Cftr™H3 3gées de 12 mois une altération de 1’homéostasie du surfactant ainsi
qu’une clairance alvéolaire et muco-ciliaire anormale (406). L’ensemble de ces observations
témoigne finalement d’une susceptibilité des souris CF a développer un phénotype pulmonaire
de mucoviscidose. Chez ces modeéles, les atteintes pulmonaires sont moins évidentes que chez

I’Homme ce qui permet d’étudier des stades plus précoces de la maladie.

Le modéle Cftr™EUR posséde la mutation F508del, soit une mutation de classe Il : si la
syntheése d’ARNm est normale c’est la maturation de la protéine qui n’est pas correcte. Pourtant
de facon intéressante, nous avons observé une expression significativement plus faible de Cftr
dans les poumons de souris Cftr™EUR par rapport aux poumons de souris WT (Figure 40) alors
que la description bibliographique du modeéle fait état de niveaux de transcrits de Cftr identiques
entre les souris homozygotes F508del et les souris WT dans les glandes salivaires, le caecum
et le jéjunum (407). Ceci pourrait s’expliquer par une altération de ’activit¢é de I’ARN
polymérase inhérente a la présence de la mutation comme reportée dans d’autres modeles
F508del (407,408). On peut également présupposer une variabilité inter-individuelle dans
I’expression de Cftr chez les individus fondateurs de la lignée. L’origine exacte et la
signification biologique de cette sous-expression de Cftr chez les individus F508del de fagon
specifique au tissu pulmonaire restent inconnues. Pour autant, ces faibles niveaux d’ARNm ne
sont pas nécessairement incohérents avec une fonction résiduelle de la protéine CFTR. En effet,
dans le modéle Cftr'™H9% modeéle « knock-out » de Cftr, un contournement de la mutation par
épissage alternatif et saut d’exon permet aux individus mutes de produire jusqu’a 10% d’ARNm
normaux, des niveaux suffisants pour que la protéine soit exprimée et acheminée a la membrane

et permettre de réduire la sévérité de la maladie (345,409).
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1.1.2 Modele Scnnlb-Tg

La construction du modéle Scnnlb-Tg est basée sur I’insertion d’un transgéne dans la
séquence du géne Scnnlb codant pour la sous-unité f du canal ENaC. L’insertion de ce
transgéne entraine une surexpression de cette sous-unité responsable d’une hyper-absorption de
sodium a I’origine d’une déshydratation de I’ASL, d’une obstruction des voies respiratoires par
le mucus, d’infections bactériennes spontanées et d’une inflammation neutrophilique de fagon
semblable & ce qui est observée chez les patients atteints de mucoviscidose (200,410,411). Il
s’agit actuellement du modele le plus complet dans la reproduction du phénotype pulmonaire
de la mucoviscidose chez la souris. Au vu de la stratégie de construction de ce modele, il
apparait donc que I’hyper-absorption de sodium est déterminante dans le développement de ce
phénotype et que CFTR jouerait un réle mineur au contraire de ce qui se passe chez I’Homme.
Chez ’Homme, des mutations du géne Scnnlb sont associées au syndrome de Liddle caractérisé
par une hypertension artérielle liée a une réabsorption rénale excessive de sodium et d’eau mais
semble avoir des impacts pulmonaires mineurs (412-414). Dans le modéle Scnnlb-Tg la base
génétique de la mucoviscidose est ainsi « détournée » : le transport d’ions chlorure est normal
car le gene Cftr n’est pas atteint. De plus, I’expression du transgéne étant ciblée aux cellules
pulmonaires, les souris ne présentent pas de phénotype intestinal. L’¢étude d’effets secondaires
résultant de la mutation du géne Cftr est ainsi limitée. Ceci est appuyé par le développement
d’un modele double mutant F508del/Scnnlb-Tg, combinant sécrétion réduite de chlore et
hyper-absorption de sodium et chez qui le phénotype pulmonaire mis en place est plus sévere
que celui observé chez les animaux présentant chacune des mutations séparément (415). Ceci
suggére une complémentarité des atteintes des génes Scnnlb et Cftr dans la mise en place d’un
phénotype pulmonaire de mucoviscidose chez la souris.

Une des particularités du modéle Scnnlb-Tg est le développement, en paralléle d’un
phénotype inflammatoire et obstructif, d’un phénotype emphysémateux observé dés 1’age de 3
semaines et qui persiste a I’age adulte. Cet emphyseme serait en partie la conséquence d’un
remodelage pulmonaire secondaire a I’inflammation et a 1’obstruction par le mucus (416).
Jusqu’a peu, quelques études seulement avaient montré la présence d’un emphyseme mineur
dans un contexte de mucoviscidose chez I’Homme (417-419). Des études plus récentes
indiquent le développement d’un phénotype emphysémateux chez des patients atteints de
mucoviscidose des le début de I’adolescence. Ce développement progresse avec 1’age et corréle
avec la sévérité de la maladie (420,421). Ainsi, au contraire du modéle Cftr™EUR |e modéle

transgénique permet d’étudier la maladie a un stade avancé.
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Finalement, il est a rappeler que nous avons travaillé sur une souche congenique du
modele Scnnlb-Tg et établie sur un fond génétique homogéne C57BL/6NJ. 1l a été montré que
le fond genétique influe sur la séverité de la maladie pulmonaire observée dans ce modele (383).
Si notre lignée congénique présente une survie augmentée par rapport a la lignée originale, en
grande partie due a une diminution du nombre des bouchons muqueux asphyxiant dans la
trachée (80% de survie a 20 jours post-natal contre 45% dans la lignée originale), elle ne perd
pas pour autant les caracteristiques inflammatoires et muco-sécrétantes fondamentales du

modele.

1.2 Géneration des atmospheres et protocole d’exposition

1.2.1 Reéalisme des simulations

La chambre de simulation atmosphérique CESAM permet de simuler des atmospheres
réalistes, aussi bien en terme de diversité des polluants présents qu’en terme de gammes de

concentrations.

Le protocole d’exposition ici mis en place a permis d’exposer des souris a des
atmosphéres constituées d’un mélange de particules, NOx, SOz, CO et COV (Figure 31). Ceci
constitue un réel avantage en comparaison avec la majorité des études in vivo et in vitro réalisées
a ce jour qui ne réalisent des expositions qu’a un seul polluant. Si certaines particules, les NOx
et le SO> font partie des polluants directement injectés dans CESAM, le CO s’est formé
secondairement, témoin de la mise en place de processus chimiques secondaires, ainsi que de
nouveaux types de particules (AOS notamment). De méme, un mélange constitué de seulement
7 COV a été injecté dans la chambre alors que 36 COV ont pu étre identifiés et quantifiés dans
I’isolateur exposé. Avec une concentration de NOx et de SO, de moins de 100 pg/m2 une
concentration de COV allant de quelques g a plusieurs centaines de pg/m?® et une concentration
de particules de 25 & 250 pug/m?, ces polluants ont été mesurés & des concentrations équivalentes
a celles réellement observées lors de pics de pollution ayant affecte les villes de Paris et de
Pekin (372,374,377,379). 11 s’agit 1a d"un second point fort de notre protocole d’exposition. Qui
nous permet d’exposer les souris & des doses réalistes en comparaison avec la majorité des
études qui utilisent des doses non réalistes. Ces doses, beaucoup trop élevées au regard de la
période d’exposition sur laquelle elles sont administrées posent question alors méme que de
plus en plus d’études montrent des effets de la pollution méme a de faibles concentrations

situées en-dessous des valeurs limites de ’OMS (251). Toutefois, si les atmospheres simulées
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tentent de s’approcher au plus pres de la réalité, elles ne reproduisent pas actuellement la
diversité des polluants présents dans les atmosphéres urbaines. A titre d’exemple, nos
atmosphéres ne contiennent pas de particules « modéles » de la combustion du diesel. Un

modele reste un modele et n’est pas une atmosphere réelle.

Si nous considérons 1’03, un polluant dont les effets sont parmi les plus étudiés dans les
études épidémiologiques et expérimentales, ses concentrations de fond automnales et hivernales
sont d’une dizaine a une trentaine de pug/m? dans des environnements urbains comme Paris et
Pékin (373,422,423). En période estivale, les concentrations moyennes d’Oz sont égales a 60-
80 pg/m? & Paris et a 100 pug/m?® & Pékin mais peuvent atteindre des pics compris entre 120 et
160 pg/m® (373,424,425). Dans nos atmosphéres simulées, bien que les processus
photochimiques aient lieu, 1’0Os n’est mesuré qu’a de trés faibles niveaux (1 a 2 ppb soit 2 a 4
ug/m?). En effet, la formation d’O3 dépend des concentrations de ses précurseurs et notamment
des oxydes d’azote (NOx) et des composés organiques volatils (COV). L’Os est issu de la
réaction du NO avec le dioxygeéne de I’air. A 1’état d’équilibre, 1’03 réagit de nouveau avec le
NO pour reformer du NO2 (Figure 8). Les concentrations d’O3z sont stables. Ce cycle peut étre
perturbé par la présence de COV qui, une fois oxydés, entrent en compétition avec 1’O3 pour la
transformation du NO en NO.. Ceci résulte en une accumulation d’Oz qui aboutit, dans les
conditions propices de fort ensoleillement et températures élevées, a des pics de pollution a
1’0O3. En milieux urbains, les concentrations de NOx sont tres élevées a cause des activités
industrielles et du trafic routier important. Cependant, la quantité de COV vy est faible. Le NO
constitue alors un puits d’Os ce qui ne permet pas 1’accumulation de ce dernier. Au contraire,
en milieux ruraux la quantité de COV est plus élevée par la présence de la végétation qui émet
d’importantes quantités de COV biogéniques. Les NOx sont quant & eux moins concentrés car
le trafic routier et les activités industrielles sont moins importantes. Dans ces milieux, la
formation d’Oz est limitée par la quantité de NOx. Il a ainsi eté montre que la formation d’Os
est maximum a des concentrations de NOx et de COV correspondant a un ratio COV/NOx égal
a 8 (Figure 49) (426). Ces concentrations optimales pour la formation d’Os sont géneralement
celles retrouvées en zones périurbaines. L’objectif de nos simulations est de simuler des
atmospheéres urbaines. A cet eégard, les quantités de NO et de NO- introduites dans la chambre
sont beaucoup plus importantes que celles des COV. La formation d’Oz est ainsi limitée par la
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faible quantité de COV injectée. Une fois forme, 1’03 réagit immediatement avec les NOx

présents en exces, ce qui empéche ainsi toute accumulation d’Oz dans notre systéme.

Concentrations croissantesd’O; (ppm)

0.28 pre—
COV limites 0.08 0.16 0.24 0.40 1:8

Représentatif des 0.24
zones urbaines
0.20 j= 0.30
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012 =
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Figure 49 Production d’ozone en fonction des concentrations de composés organiques volatils
(COV) et d’oxydes d’azote (NOx). (Adapté du MOOC Air pollution : causes and Impacts —
Photochemical smog).

D’autre part, si les NOx sont en excés par rapport aux COV dans la chambre CESAM, ce n’est
pas le cas dans I’isolateur exposé. En effet, la concentration totale de COV mesurée dans
I’isolateur exposé est supérieure a celle de NO2 avec un ratio se rapprochant de 8 pour certaines
des simulations réalisées (Figure 31). On pourrait donc supposer la formation d’Oz in situ dans
I’isolateur exposé. Pourtant, les mesures d’Os réalisées dans cet isolateur montrent des quantiteés
tres faibles de ce gaz. 1l est a noter que 1’0z est un gaz particuliérement réactif avec tous types
de surface du fait de son fort pouvoir oxydant (427). Ainsi, la non-accumulation de 1’03 dans
I’1solateur exposé, malgré la présence de ses précurseurs a des concentrations qui le permettrait,
s’explique par une réaction de 1’0z avec les parois métalliques de I’isolateur et toutes autres
surfaces présentes a I’intérieur de ces derniers (grille métallique des cages, embout métallique

des biberons, bouteilles d’eau, nourriture ...).

L’analyse de la composition chimique de la phase particulaire a été réalisée a ’aide de
prélevements de filtres réalisés sur la chambre CESAM. Les conditions thermodynamiques
d’humidité, de température et de pression étant semblables entre la chambre et les isolateurs,
les aérosols prélevés et analysés sur CESAM peuvent étre considérés comme étant

représentatifs de ceux transférés dans 1’isolateur exposé et auxquels ont eté exposeées les souris.
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Trois types de particules sont introduits dans la chambre : 1) des particules inorganiques de
sulfate et d’ammonium, 2) des particules de suies et 3) des particules minérales (uniquement
pour les simulations de type « Pékin »). L’analyse de la phase particulaire montre que le sulfate
et ’ammonium représentent en moyenne 80 a 85 % en masse de la composition chimique des
aérosols de nos atmospheéres simulées (Figure 31) alors qu’ils contribuent en général de I’ordre
de 30% a la composition des panaches particulaires (378,379,428). De méme, les nitrates
constituent habituellement 10 & 30% en masse de la composition des aérosols alors qu’ils restent
peu présents dans nos simulations. Cette divergence est en grande partie due a I’injection directe
de sulfate et d’ammonium dans la chambre. Ces précurseurs inorganiques servent par ailleurs
de surface d’adsorption pour la formation des aérosols organiques secondaires (AOS). La
quantité d’AOS formée ne dépasse pas les 10% en masse sur I’ensemble des simulations
réalisées jusqu’a présent (Figure 31). D’autre part, la quantité de carbone suie ne dépasse quant
a elle pas les 3%. A titre de comparaison, les AOS et le carbone élémentaire représentent 25 a
50% et 5 a 10% respectivement de la masse totale des aérosols d’atmosphéres urbaines de type
Pékin et Paris (372,379,428,429). A la lumiére de ces comparaisons, nos atmosphéres
apparaissent qualitativement satisfaisantes mais trop faiblement « chargées » en AOS et en
suies vis-a-vis de nos objectifs. Cette composition moins carbonée de la phase aérosol de nos
simulations actuelles est d’autre part étayée par I’absence de composés hydrocarbures
aromatiques polycycliques provenant de la combustion de biomasse, d’éléments traces
métalliques ou encore de composés halogénés. Enfin, la distribution granulométrique des
particules est également réduite. En effet, les particules détectées dans I’isolateur exposé sont a
99% des PMy, soit des particules dont le diamétre est inférieur a 1 um, le reste étant des PMzs.
Si un pic de PMyg est effectivement détecté dans la chambre CESAM a la suite de I’injection
des particules minérales, celles-ci sédimentent rapidement avant d’avoir le temps d’étre
transférées dans 1’isolateur exposé. Ce dernier élément était anticipé, la présence de particules
mineérales de fort diamétre visant a simuler leur contribution a la chimie multiphasique ayant

lieu dans la chambre.

1.2.2 lsolateur témoin

La chambre CESAM ne pouvant simuler qu’une atmosphére a la fois, notre plan
d’expérience implique la multiplication des groupes témoins a chaque campagne d’exposition.
Deux stratégies différentes ont au final été adoptées afin de constituer la condition témoin. Dans

la premiere, I’isolateur témoin a recu de l’air en provenance de la chambre CESAM
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préalablement épuré des gaz et des particules a 1’aide d’un dénudeur (dispositif de piege a gaz
par du charbon actif) et d’un filtre a particules. Ces dispositifs de filtration assurent un
abattement de 96.99% du NO: et de 99.98% des polluants particulaires par rapport a CESAM,
soit une trés bonne efficacité de filtration. Cette stratégie pour I’isolateur témoin n’a été
appliquée que lors de la premiére campagne d’exposition (atmospheére Paris hiver) lorsque les
isolateurs ont été mis en place pour la premiére fois. Pour les campagnes ultérieures, afin de
s’affranchir d’une éventuelle fuite des polluants de CESAM vers I’isolateur témoin, ce dernier
a éte totalement découplé de la chambre CESAM pour ne recevoir que de ’air ambiant. Si
1’élimination des particules par les filtres HEPA équipant les isolateurs est trés efficace (moins
de 2 pg/m3 de particules ont été mesurées en moyenne dans 1’isolateur témoin au cours des
différentes campagnes), les isolateurs ne sont pas étanches a I’infiltration de certains polluants
gazeux présents dans 1’air ambiant (Figure 50). A ce jour, seul un transfert limité de panaches
urbains de NO en cas de pics de pollution a été observé. Ainsi, les niveaux de NO2 ont
réguliérement atteint les 10 pg/m? dans I’isolateur témoin. Ces niveaux ont pu étre corrélés a
des pics de pollution aux NOx sur la ville de Créteil. En outre, il n’est pas non plus a exclure
qu’une augmentation des concentrations de composés azotés dans 1’isolateur témoin soit liée &
des émissions produites par les souris. Il est en revanche peu probable que la présence de traces
de SO puisse étre expliquée par des panaches de pollution, ce type de pollution n’existant plus
dans la région parisienne. La détection de SO dans le compartiment témoin pourrait ainsi étre
artéfactuelle (offset de I’instrumentation), voire liée & une diffusion résiduelle du SO dans le
réservoir de prélevement de mesures commun a la chambre CESAM et aux 2 isolateurs, ou en
lien avec des interférences dont les souris seraient a 1’origine. Malgré ces considérations, la
concentration totale de polluants mesurée dans 1’isolateur témoin a chacune des campagnes
réalisées était de 20 a 100 fois plus faible que dans 1’isolateur exposé (Figure 50). Finalement,
il est & noter qu’au vu de la réalisation des campagnes a des saisons différentes soumises de
surcroit a I’influence de phénomeénes de pollution, et la variabilité intrinseque de certains
parameétres environnementaux des simulations, les atmosphéres témoins ne peuvent étre

considérées comme strictement identiques entre les différentes campagnes.
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Figure 50 Composition chimique de 1’atmosphére de I’isolateur témoin au cours des différentes
campagnes realisées. (A) Atmospheres témoins lors des expositions du modele Scnnlb-Tg. (B)

Atmosphéres témoins lors des expositions du modele Cftrt™EUR,
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2 Discussion des résultats

2.1 Modele Scnnlb-Tg

La discussion des résultats concernant le modele Scnnlb-Tg est a retrouver dans I’article
en cours de finalisation (Partie V.1 — p.104-109).

2.2 Modeéle CftrtmiEUR

De fagon générale, nous avons montré chez les souris Cftr'™EUR exposées aux
différentes atmospheéres urbaines la mise en place d’une réponse inflammatoire caractérisée par
un profil de sécrétion cytokinique de type Thy (IL12, IL-2, CCL5, IFNg et CXCL10) (Figure
34) (430,431). La réponse inflammatoire s’accompagne d’une augmentation des Sécrétions
régulatrices anti-inflammatoires et d’une augmentation de I’expression des protéases
pulmonaires. Cette réponse protéique est en outre associée a une augmentation des transcrits
des génes correspondants. De plus, uniquement apres exposition aux atmosphéres Paris-S et
Beijing-W1, nous avons également constaté le recrutement et 1’activation de neutrophiles
médiés entre autres par la sécrétion macrophagique de cytokines telles que CXCL1, G-CSF et
MIP-1a (Figure 34) (432,433). Globalement, les éléments de discussion étant les mémes que
ceux discutés précedemment pour la lignée transgénique, nous ne discuterons dans cette partie

que des résultats qui font la spécificité de la lignée Cftr™EUR,

Pour commencer, la stimulation de la sécrétion cytokinique observée a 72H chez les
souris Cftr™EUR exposées a une atmosphére Beijing-W1 constitue la continuité d’une réponse
inflammatoire déclenchée dés 18H d’exposition (Figure 42). Cette dépendance temporelle de
la réponse inflammatoire n’est pas anormale. En effet, de nombreuses études réalisées chez des
modeéles in vitro ont fréquemment rapporté une variation de la réponse avec la durée
d’exposition. Par exemple, une exposition a des particules PM1o, PM25 et des particules de
diesel induit une réponse maximale entre 8 heures et 24 heures aprés exposition (434,435).
Chez un modele de souris Cftr, Geiser et al. ont évalué la réponse inflammatoire 24 heures, 3
jours et 7 jours suivant une exposition a des nanoparticules de carbone. lls ont ainsi montré un
pic de réponse au bout de 24 heures d’exposition a la différence de nos résultats qui suggerent
une réponse croissante entre 18 heures et 72 heures d’exposition (346). Pour autant nous
n’avons pas évalué la réponse a 24 heures et nous ne pouvons donc pas savoir si la réponse a

24 heures est supérieure a celle observée a 72 heures. Cependant, d’éventuelles différences
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observées dans la cinétique des effets pourraient s’expliquer d’une part, par 1’utilisation d’un
modele de souris différent de celui que nous avons utilisé (Cftr™H%) et d’autre part, par la
méthode d’exposition qui a eu lieu par instillation intratrachéale et non pas par exposition corps
entier qui pourrait permettre une induction plus rapide des effets au niveau pulmonaire. Nos
résultats se rapprochent plut6t de ceux décrits par Gao et al. qui ont observé des maxima sur la
sécrétion cytokinique entre 4 a 7 jours aprés une exposition aux PMas et PM1o, NO2, SO et CO
chez des patients BPCO (436). Dans le méme temps dans notre étude, la réponse anti-
inflammatoire, évaluée par la sécrétion d’IL-10 (437), est également stimulée des 18H
d’exposition et se poursuit aprés 72H d’exposition. Cette augmentation des niveaux d’IL-10 a
été décrite suite a une exposition & des PM2s, PM1o et au NO2 (438,439). De plus, la pollution
serait capable d’induire une méthylation des régions codantes pour I’IL-10 et ainsi modifier son
expression (440,441).

Au contraire des souris Cftr'™EUR une exposition aux différentes atmosphéres urbaines
ne semble pas induire de polarisation spécifique de la réponse inflammatoire chez les souris
WT. Un fait particulier est méme, chez ces souris WT, une diminution significative des niveaux
de cytokines dans les LBA des souris exposées a I’atmosphére Paris-S par rapport aux souris
exposées a une atmosphere contrdle (Figure 34). Ceci s’accompagne d’une diminution du stress
oxydant fortement influencée par une diminution des niveaux de MPO plutdt que par une
augmentation de I’expression de la GPX1 (Figure 35). Des résultats similaires ont été observés
chez les souris WT exposées pendant 18H a I’atmosphére Beijing-W: (Figure 42). Ces résultats
suggérant un effet « protecteur » anti-inflammatoire et anti-oxydant de la pollution pourrait étre
biaisés par un contexte inflammatoire préexistant des souris témoins. En effet, nous avons
observé sur les coupes de tissus de ces souris des alvéolites macrophagiques diffuses associées
ou non a la présence de tissu lymphoide et d’infiltrats neutrophiliques dans les capillaires
sanguins et I’interstitium pulmonaire (Figure 51). Si la quantité d’infiltrats inflammatoires et
de tissu lymphoide n’était pas homogéne entre les individus, avec une inflammation
particulierement diffuse et importante chez les souris témoins de la condition Beijing-W1 (18H),

ils ont été observés chez I’ensemble des souris des campagnes Paris-S et Beijing-W..

207



Control air Beijing-W;-18H Control air Beijing-W,-72H Control air Paris-S
WT Cﬁ,{mlEUR WT CﬁrimZEUR WT CﬁrtmIEUR

{2
j= )

Figure 51 Histologie de souris témoins. (A-C) Coupes de poumons de souris WT et CftrmEUR
témoins exposées a 1’atmosphére contréle des campagnes Beijing-W1:-18H (A),
Beijing-W1-72H (B) et Paris-S (C). Barre d’échelle = 1 000 um. (D-E) Infiltrats alvéolaires
macrophagiques inflammatoires et tissu lymphoide observés a plus fort grossissement. Barre
d’échelle = 100 pm. n = 4-6 souris par groupe.

De plus, une infiltration neutrophilique anormale dans les LBA des souris de la campagne
Beijing-W1 uniquement a également été constatée (Figure 52, Figure 33). La présence de

neutrophiles dans les LBA de ces souris suggere une phase aigiie de I’inflammation.
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Figure 52 Photographies de LBA de souris témoins exposées a 1’atmosphére controle de la
campagne Beijing-W1. (A) LBA de souris témoins pour la condition 18H. (B) LBA de souris
témoins pour la condition 72H. Barre d’échelle = 10 pm.
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La cause de cette réaction inflammatoire n’a pas été identifiée avec certitude. Cependant, la
nature de la réponse (fort influx neutrophilique) évoque la présence d’un agent infectieux. Nous
avons de plus constaté un effet cage qui conforte 1’hypothése d’une transmission de cet agent
entre les souris d’une méme cage. Le pathogéne impliqué ainsi que la source et le moment exact
de la contamination restent pour I’heure inconnus. Il est néanmoins probable que I’infection ait
eu lieu avant I’entrée en exposition des souris. Ainsi, si la préexistence de ce contexte
inflammatoire a 1’exposition complique I’interprétation des résultats dans le cadre de notre
problématique initiale, elle permet finalement chez les souris Cftr™EYR de se rapprocher de ce
qui se passe réellement chez les patients atteints de mucoviscidose. Comme indiqué plus haut,
les modeles de souris Cftr déclenchent un phénotype pulmonaire entre autres apres une
infection par P.aeruginosa (396). Dans notre cas, 1’infection des souris par un agent pathogene
inconnu a pu également prédisposer les souris au développement d’un phénotype pulmonaire.
Les souris témoins comme les souris exposees ayant été infectées, la différence observée dans
la réponse neutrophilique aprés exposition pourrait donc étre le fait d’un effet de la pollution
chez des souris déja sensibilisées. Un contexte infectieux pourrait ainsi potentialiser les effets
d’une exposition a des atmosphéres urbaines réalistes chez des souris Cftr™EUR et ainsi valider

notre hypothése initiale.

Une altération de la fonction pulmonaire a été décrite chez différents modéles de souris
Cftr (346,398,400). Cette altération se caractérise par une diminution du volume pulmonaire et
de la compliance statique associée a une augmentation de ’élastance tissulaire signant une
atteinte pro-fibrosante. Bien que non significative, une altération semblable de la fonction
pulmonaire chez les souris Cftr™EUR témoins de la campagne Beijing-S; par rapport aux souris
WT témoins a été observée mais n’a pas été reproduite lors des deux autres campagnes (Figure
38, Figure 39). La non-reproductibilité de 1’altération de la fonction pulmonaire chez les souris
par rapport a ce qui a été rapporté dans la littérature d’une part, et entre les différentes
campagnes d’autre part, peut étre expliquée respectivement par une différence de modéle utilisé
et de fond génétique et un probléeme de variabilité inter-individus et de composition de
I’atmosphere des isolateurs témoins. Chez ’Homme, les effets de la pollution atmosphérique
sur la fonction pulmonaire ont été majoritairement montrés au travers une diminution du VEMS
y compris dans un contexte de mucoviscidose (242,335,442). Bien que possible par des
manceuvres réalisées en pression négative, la mesure du VEMS, ou plutdt I’estimation qui en
est faite, reste peu réalisée chez la souris et n’a jamais été effectuée dans le cadre d’une
exposition a la pollution atmosphérique. Une exposition a I’atmosphére Beijing-S; a entraing,

uniquement chez les souris WT, une diminution significative du volume pulmonaire total et de
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la compliance statique (associée a une augmentation de 1’élastance tissulaire), traduisant une
diminution de la capacité du poumon a se distendre et donc une augmentation de sa rigidité.
Des résultats comparables ont été décrits chez la souris dans le cadre d’expositions répétées a
des PM2s et a des particules de diesel (443-445). De plus, bien qu’elles ne soient pas
significatives, les variations des parameétres respiratoires chez les souris Cftr™EUR exposées aux
atmospheéres Paris-S, Beijing-Sz et Beijing-Ss suivent cette méme tendance. Ces résultats
indiquent qu’une exposition aigue a la pollution atmosphérique pourrait constituer les prémices
de la mise en place d’un trouble ventilatoire. Ces modifications des parameétres respiratoires
témoignent par ailleurs d’une atteinte du parenchyme pulmonaire plutdt que des grosses voies
respiratoires (400). Au vu de I’absence d’obstruction des voies respiratoires par le mucus dans
notre modéle, la nature restrictive du trouble ventilatoire semble étre privilégiée. Cette
hypothése est confortée par une augmentation du dép6t de collagéne associée a une
augmentation du score de fibrose dans des poumons de souris et de rats exposés a des PM2 s et
des particules de diesel (444,446-448). Toutefois, I’augmentation de la résistance du systéme
respiratoire chez les souris Cftr'™EUR aprés exposition a I’atmosphére Beijing-S, pourrait
également suggérer la mise en jeu d’une composante obstructive dans le trouble ventilatoire

développé apres exposition a la pollution.

Nous avons finalement évalué la fonction de la protéine CFTR par I’adaptation d’un test
de salivation initialement développé par Quinton et Best (387) puis modifié par Droebner et
Sandner pour en faire I’équivalent du test de la sueur (388). Au niveau des glandes salivaires,
c’est la fonction de réabsorption de CFTR qui fait défaut (449). Chez les souris mutées pour
Cftr, la salive est ainsi plus concentrée en ions chlorure (388). Afin d’assurer la neutralité
électrique, les ions sodium sont retenus et la salive se retrouve également plus concentrée en
ions sodium (450). De plus, les fonctions sécrétrices de CFTR étant abolies, la sécrétion d’ions
bicarbonate n’est plus assurée et leur concentration s’en retrouve diminuée et est associée a une
diminution du pH salivaire (451). Dans sa version adaptée, notre protocole permet 1’évaluation
longitudinale de la fonction de CFTR avant et apres exposition a la pollution. Ainsi, a la lumiére
des informations précédentes 1’augmentation de concentration salivaire en ions bicarbonate et
la diminution de la concentration en ions chlorure observées chez les souris WT exposées aux
atmosphéres Beijing-S> et Beijing-Ss indiquent une stimulation des fonctions sécreétrices et des
fonctions de réabsorption de CFTR (Figure 48). Cela suggére une augmentation de I’activité de
CFTR chez les souris WT uniquement. Une seule étude a pour I’instant rapporté une activation
semblable de CFTR dans des cellules épithéliales bronchiques humaines exposees a de faibles

concentrations de fumée de cigarette (452). L’activation transitoire de CFTR a été observée
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uniquement dans des cellules normales (pas dans des cellules exprimant la mutation F508del)
et pourrait constituer un mécanisme de protection afin de faciliter I’élimination des polluants.
De fagon intéressante, 1’augmentation de la concentration salivaire en bicarbonates chez les
souris WT exposées a 1’atmosphére Beijing-Sz semble étre associée a une diminution du pH.
Ceci suggererait que les ions bicarbonate ne sont pas les seuls a tamponner la salive. D’autre
part, la pollution pourrait avoir un effet acidifiant sur la salive comme cela a été montré sur des
condensats d’air exhalé (453-456). Par le design longitudinal du test de salivation, chaque
souris constitue son propre contrdle. Cependant, I’analyse des données par des tests appariés ne
permet plus de mettre en évidence les différences relevées dans les concentrations de chlore et
de bicarbonate. Ce manque de puissance statistique est probablement lié aux faibles effectifs de
chacun des groupes. Il convient donc de confirmer ces résultats préliminaires par la réalisation
d’autres tests avec des effectifs plus importants. D’autre part et de facon plus surprenante, si
nous avons effectivement reproduit une diminution du pH salivaire et de la concentration en
ions bicarbonate (uniquement chez les femelles), nous n’avons pas réussi a reproduire
I’augmentation de la concentration en ions chlorure et sodium dans la salive des souris
Cftr'™EUR (Figure 47). Afin d’expliquer ces observations, nous avons initialement pensé a une
influence du movicol présent dans 1’eau de boisson des souris. En effet, celui-ci contient du
chlorure de potassium, du chlorure de sodium et du bicarbonate de sodium parmi ses principes
actifs ainsi que de I’acide citrique comme excipient. L’ensemble de ces composés peuvent
directement influencer la composition et le pH de la salive et ainsi interférer avec les mesures
réalisées. Pour ne pas risquer d’occlusions intestinales des souris Cftr™E R nous n’avons pas
pu vérifier cette hypothése. Néanmoins, il a été montré que des souris Cftr KO (CftrimUnc),
recevant par leur eau de boisson un médicament a la composition identique a celui que nous
avons utilisé présentaient une concentration salivaire en ions chlorure supérieure a celle des
souris WT (388). Il apparait donc que I’utilisation du movicol ne serait pas la cause de 1’absence
de différence dans les concentrations salivaires ioniques chez nos souris Cftr™EUR | e protocole
de Droebner et Sandner décrit par ailleurs une récolte de salive pendant 30 minutes apreés
injection de la pilocarpine. Nous avons au contraire réalisé la récolte pendant 15 minutes a partir
de I’apparition de la premicre goutte de salive au niveau de la bouche, soit environ 5 a 10
minutes apres injection de la pilocarpine. Or, plusieurs études ont montré que le flux de
sécrétion salivaire maximum était atteint entre 10 a 20 minutes aprés injection de ’agent
pharmacologique, la sécrétion ionique augmentant avec le flux salivaire (450,457,458). Il est
donc possible qu’avec un temps de récolte moyennement plus court nous ayons sous-concentré

nos échantillons en ions. De plus, les méthodes de dosage utilisées sont différentes. Nous avons
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en effet dose les différents ions au moyen d’une mesure potentiométrique alors que cela a été
réalisé par spectrophotométrie dans les autres études. Enfin, nous avons injecte la pilocarpine
par voie intrapéritonéale alors celle-ci a été injectée par voie sous-cutanée au niveau de la joue
chez Droebner et Sandner. La pilocarpine stimule la sécrétion salivaire par deux mécanismes
d’action : une action directe via les récepteurs muscariniques des glandes salivaires et une
action indirecte via activation du systeme nerveux central (459). Il n’est donc pas a exclure que
la stimulation de la sécrétion salivaire par voie systémique puisse activer d’autres Vvoies
compensatrices permettant la réabsorption des ions chlorure, tel que cela a été montré avec le
co-transporteur NKCC1 (460).

2.3 Discussion générale

Pour commencer, nous souhaitons préciser que nous avons constaté de maniére
systématique une perte de poids de 1g en moyenne (< 5% du poids corporel) de I’ensemble des
animaux en sortie d’exposition. Celle-ci n’était toutefois statistiquement pas différente entre les
animaux exposes aux différentes atmosphéres urbaines et les animaux exposés a une
atmosphere controle ainsi qu’entre les animaux WT et les animaux CF. Cette perte de poids
pourrait étre imputée a un stress généré par le transport des animaux entre I’animalerie et le lieu
d’exposition ainsi que par I’environnement bruyant des isolateurs. Le suivi de poids constitue
généralement un indicateur de 1’état de santé global des individus. De ce fait, il n’est donc pas
a exclure que ce stress généré lors de 1’exposition puisse influer en partie sur les réponses que

nous avons observeées.

Nous avons fait le choix d’étudier les effets d’une exposition aigiie sur le phénotype
pulmonaire de la mucoviscidose. Ce choix a été motivé par le fait que la progression de la
maladie est conditionnée par la survenue d’épisode d’exacerbations, épisodes aigus et soudains
de détérioration de I’état de santé des patients. Dans ce contexte d’aggravation aigiie des
symptomes, la stratégie était donc de mimer une exposition a un pic de pollution afin d’en
déterminer les effets potentiels sur 1’état de santé global des souris. D’autre part, des résultats
préliminaires acquis lors de mon Master 2, ont montré dans le modéle Cftr™EUR des effets plus
importants pour une exposition aigue de 48H plut6t que pour une exposition de 7 jours. Pour
diverses raisons technigues, nous avons été contraints de ne pouvoir réaliser des expositions
que de 18H et de 72H.
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L’ensemble des souris WT exposées aux différentes atmospheres urbaines ont
développé essentiellement une réponse pro-inflammatoire et pro-oxydante classiquement
décrite dans le cadre d’une exposition a la pollution. Nous avons au contraire observé des
réponses plus diversifiées et plus importantes chez les souris Scnnlb-Tg ainsi que chez les
souris Cftr™EUR Plys spécifiquement, nous avons montré chez ces souris le développement
d’une réponse inflammatoire de type Thi aprés exposition aux différentes atmospheres
urbaines. De plus, et de fagon spécifique aux atmospheres Paris-S et Beijing-W1, nous avons
observé I’activation d’une réponse neutrophilique. En paralléle de cette réponse pro-
inflammatoire nous avons observé la mise en place d’une réponse protectrice anti-
inflammatoire mais une augmentation du niveau de stress oxydant et une stimulation des
expressions protéasiques. L’augmentation de l’accumulation de mucus dans les voies
respiratoires semble étre le fait des souris Scnnlb-Tg alors qu’une diminution de la fonction
pulmonaire semble étre spécifique des souris Cftr™EYR  Ainsi, exceptée 1’altération de la
clairance mucociliaire et de la fonction pulmonaire, nos résultats attestent d’un motif de réponse
commun entre les 2 modeles de souris de mucoviscidose exposées a des atmosphéres urbaines.
Si ces mécanismes de réponse sont déclenchés dans les deux modéles de mucoviscidose par les
différentes atmospheéres simulées, I’intensité de la réponse induite est quant a elle atmosphére
et modele dépendante. Par exemple, I’atmosphére Paris hiver a des effets prépondérants sur le
déclenchement d’un stress oxydant et la stimulation de I’expression des protéases pulmonaires.
L’atmospheére Beijing-S2 est I’atmosphére la plus oxydante chez le modéle Scnnlb-Tg alors
qu’il s’agit de I’atmosphére Paris-S qui a ces mémes effets chez les souris Cftr™ER, Toutefois
en global et dans les deux modéles, les effets les plus importants ont été observés pour une
exposition aux atmosphéres Paris-S et Beijing-W1. Plutbt que par la quantité totale en masse
des polluants, les études épidémiologiques suggerent que ces effets seraient conditionnés par la
composition chimique fine des particules. En effet, ces atmospheres se démarquent par une
forte abondance de carbone organique primaire. Les transformations photochimiques que
subissent les aérosols primaires aboutissent a la formation d’aérosols organiques secondaires
de tailles, de formes et de compositions différentes (461-463). De par ces propriétés physico-
chimiques différentes, plusieurs études ont ainsi montré un potentiel oxydant et inflammatoire
plus important des aérosols secondaires en comparaison aux aérosols primaires (464-467). Ceci
est a relier aux effets que nous avons observés, quel que soit le modele de mucoviscidose utilise,
pour les atmosphéres Paris-S et Beijing-W1, atmosphéres les plus concentrées en espéces

secondaires.
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Nous avons par ailleurs pu constater une susceptibilité accrue des souris Cftr™EUR par
rapport aux souris Scnnlb-Tg. Pour une exposition a une méme atmospheére (Beijing-W1), les
souris Cftr'™EUR ont déclenché une réponse pro-inflammatoire et pro-oxydante dés 18H
d’exposition quand 1’apparition de cette méme réponse était différée apres 72H d’exposition
chez les souris Scnnlb-Tg. Cette différence dans la précocité de la réponse induite pourrait
s’expliquer par une inertic plus importante des souris Scnnlb-Tg du fait d’un phénotype
pulmonaire déja existant et la nécessité d’un stimulus plus long pour déclencher une réponse
de méme ampleur. D’autre part, la susceptibilité accrue des souris Cftr™EUR pourrait aussi en
partie étre liée a une fréquence respiratoire augmentée comme cela a été observé chez un autre
modele de souris présentant la mutation F508del (399). Nous ne disposons pas des données de
fréquence respiratoire car celle-ci n’est pas mesurable par le flexiVent™. Cette augmentation
de la fréquence respiratoire a également été rapportée chez des patients atteints de
mucoviscidose (468,469). Les variations dans la fréquence respiratoire sont importantes a
prendre en considération car elles modifient le niveau d’exposition en modulant la dose de
polluants inhalés. Ces variations dans la fréquence respiratoire seraient d’autant plus
importantes a considérer que la fréquence respiratoire est plus élevée chez les patients
mucoviscidosiques en période d’exacerbation (470). Ces exacerbations se caractérisent par une
augmentation des expectorations et un déclin de la fonction pulmonaire le plus souvent due a
des infections bactériennes. Dans ce contexte d’exacerbation, la réponse inflammatoire mise en
place pourrait étre aggravée par une exposition concomitante a la pollution atmosphérique qui
posséde elle-méme des effets inflammatoires. Ainsi, les patients atteints de mucoviscidose
pourraient étre encore plus sensibles aux effets de la pollution en période d’exacerbations
comme le suggere les résultats observés chez nos souris infectées. Enfin, le fond génétique des
souris pourrait également jouer un role sur la sensibilité des souris a la pollution. Wang et al
ont en effet montré des atteintes pulmonaires lignée dépendantes chez des souris exposées a des
nanotubes de carbone (471). D’autre part, différentes lignées congéniques de souris Scnnlb-Tg
construites sur des fonds genétiques différents présentent des différences dans la séverité du
phénotype pulmonaire (383). Plus particulierement, la mortalité néonatale due a une obstruction
des voies respiratoires par le mucus est la plus élevée dans la lignée congénique FVB, de fond
génétique identique a celui du modele Cftr™EYR alors qu’elle est la plus faible dans la lignée
congénique C57BL/6NJ, fond génétigue du modele Scnnlb-Tg que nous utilisons.
L’hétérogénéité génétique entre les modeles pourrait donc conditionner la précocité de la

réponse déclenchée.
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Nous rappelons que les souris Scnnlb-Tg constituent un modéle de stade avancé de la
mucoviscidose alors que les souris Cftr™EUR en constituent un stade précoce. Remis dans leur
contexte, mes résultats suggérent tout d’abord une plus grande susceptibilité des patients
atteints de mucoviscidose par rapport a des patients sains dans le déclenchement d’une réponse
suite a une exposition a la pollution. Dans un second temps, la précocité de la réponse observee
dans le modele Cftr™EYR pourrait suggérer une plus grande sensibilité des patients pour
lesquels les atteintes pulmonaires ne sont pas encore installées. Cette plus grande sensibilité ne
serait observée que lors des premiéres heures d’exposition a la pollution. Passé cette période,
au cours de laquelle des réponses protectrices tenteraient de se mettre en place, les patients
auraient tous la méme sensibilité mais ceux avec un phénotype pulmonaire déja installé seraient
plus sujets a une obstruction de leurs voies respiratoires par le mucus et donc possiblement a

des épisodes d’exacerbations.
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CHAPITRE VI

V1. Conclusions et perspectives
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L’objectif de cette these était d’étudier, par une approche expérimentale, les effets d’une
exposition a la pollution atmosphérique chez deux modéles murins de mucoviscidose. Par
I’utilisation de deux modeéles différents, nous tentions de répondre a deux problématiques
distinctes : la pollution atmosphérique aggrave-t-elle un phénotype pulmonaire déja existant
d’une part, et la pollution atmosphérique participe-t-elle a la mise en place d’un phénotype

pulmonaire d’autre part ?

L’utilisation de la chambre CESAM pour la simulation en laboratoire des différentes
atmosphéres d’étude visait a placer les modéles pré-cliniques dans un contexte d’exposition
réaliste. Le but de ce travail était ensuite d’établir un inventaire des effets engendrés par une
exposition aigle a des atmospheéres urbaines réalistes, cet inventaire étant établi sur les éléments

caractéristiques de la physiopathologie de la mucoviscidose.

Nous avons ainsi pu montrer chez les souris exposees le développement d’une réponse
commune pro-inflammatoire, pro-oxydante et pro-protéasique. La présence d’un
phénotype pulmonaire caractéristique de mucoviscidose est par ailleurs responsable d’une
susceptibilité accrue des souris dans le déclenchement de cette réponse. De méme, la présence
d’une mutation sur le géne Cftr est suffisante pour sensibiliser les souris pour la mise en place
de cette réponse. Finalement, ces résultats indiquent que la pollution atmosphérique
contribue a la physiopathologie de la mucoviscidose en augmentant la sévérité de la
maladie par ’exacerbation d’un phénotype pulmonaire déja en place, mais également en
participant a Dinstauration d’un contexte favorable préfigurant la mise en place
d’atteintes pulmonaires. L’intensité de ces effets est toutefois influencée par la composition
chimique des différentes atmospheres urbaines simulées, les effets les plus intenses étant
observés pour les atmospheres les plus denses en composés secondaires. Ceci souligne
I’importance de considérer la pollution atmosphérique dans son ensemble dans ce type d’études
ainsi que dans les études épidémiologiques (c’est-a-dire comme un melange multiphasique
dynamique de plusieurs milliers de polluants), et non selon une approche expérimentale ou
épidémiologique centrée sur un seul polluant. La réactivité chimique induite par ce mélange
multi-polluants conditionne la formation de polluants secondaires, chacun aux propriétés
physico-chimiques modifiées qui lui confere une bio-réactivité propre et différente de celles

des polluants primaires.

Si nous avons pu observer, voire relier les causes aux effets, nous n’avons pas pu
identifier les composés responsables des effets observés, ce qui n’était cependant pas visé. Il

s’agit du prochain défi a relever, I’identification de tels composés devant a I’avenir permettre
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de guider les recommandations a destination des patients, et notamment les comportements a

adopter lors de pics de pollution.

J’ai pu au cours des derniers mois de mes travaux envisager plusieurs perspectives qui

m’apparaissent découler de mes conclusions. Je les ai ordonnées en 3 catégories :
1/ Améliorer les simulations en laboratoire des atmospheéres

Bien évidemment, comme déja évoqué, la simulation d’une atmosphére réelle en
laboratoire est par construction une approximation, ne serait-ce que parce que le mélange
complexe généré ne peut représenter qu’une seule couche de I’atmosphere (altitude), alors que
les échanges entre les différentes couches de 1’atmosphére influent sur les compositions de ces
couches. Néanmoins nous avons montré I’intérét de s’approcher d’une composition
multiphasique réaliste, en mettant en évidence I’impact de la synergie des différents polluants
sur plusieurs parametres biologiques. Il est donc essentiel de 1/ représenter le plus fidélement
possible les especes les plus réactives, et 2/ de générer les espéces « manquantes » du puzzle
atmosphérique. Sur ces deux points les priorités sont: 1/ de mieux représenter 1’Aérosol
Organique Secondaire en accroissant sa part de Primary Organic compounds et de Secondary
Organic compounds ce qui nécessitera de diminuer la fraction introduite de sels inorganiques
au profit de COVs insaturés, aptes a produire de I’AOS, et d’augmenter le temps de résidence
du mélange reactionnel dans CESAM pour aller plus loin dans la complexification du carbone,
2a/ d’introduire dans 1’isolateur d’exposition a 1’atmosphére polluée des aérosols primaires
carbonés directement issus de combustions (combustion de biomasse, de produits
pétroliferes...), mais aussi 2b/ d’éventuellement dimensionner I’introduction de super-oxydant

comme 1’O3 au plus prés des souris aux niveaux « de fond » des atmosphéres simulées.

2/ Ameliorer les diagnostics biologiques afin de qualifier plus finement les effets et

les mécanismes associés

Nous avons focalisé nos diagnostics biologiques sur 3 des 4 piliers physiopathologiques
des atteintes pulmonaires de la mucoviscidose : obstruction des bronches, inflammation, et
remodelage pulmonaire. A ces manifestations, nous avons ajouté I'étude du stress oxydant,
considéré comme le point d'entrée des effets de la pollution atmosphérique sur la santé et dont
I’implication dans la physiopathologie de la mucoviscidose est également bien documentée.
Les graphiques de type radar élaborés pendant cette thése, en qualité d’outils diagnostic,

gagneraient en robustesse et pertinence a travers 3 perspectives majeures : 1/ des
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développements expérimentaux ciblés, comme par exemple a) l'utilisation de la cytométrie
en flux visant a établir une différentiation fine des différentes populations cellulaires
inflammatoires pulmonaires, b) la recherche de marqueurs de stress oxydant (peroxydation
lipidique, carbonylation des protéines, oxydation de I'ADN) en plus de I'étude d'une gamme
plus large des protéines pro- et antioxydantes, ¢) la mesure de I’activité enzymatique des
protéases pulmonaires afin d’évaluer la potentialisation du remodelage pulmonaire ou encore
d) des tests de fonction pulmonaire longitudinaux pour mieux qualifier la mise en place des
atteintes pulmonaires fonctionnelles de la maladie en réponse a des expositions a la pollution
atmosphérique ; 2/ I'étude du pilier "'infection™, élément central des épisodes d’exacerbations
et de la progression de la maladie, qui n'a pas été étudié dans ma these car nous souhaitions
nous focaliser sur les effets de la pollution per se sur les atteintes pulmonaires de la
mucoviscidose (dans ce contexte, des stimulations infectieuses des modéles murins peuvent
étre envisagées) ; et 3/ des études mécanistiques in vitro (monocultures, co-cultures,
organoides genérés a partir de nos modeles murins mais aussi de patients) pour expliciter les

mécanismes moléculaires impliqués dans les effets observés in vitro.

3/ Aller vers des expositions plus représentatives, réalistes et des simulations plus

complétes de ’exposome

Le travail jusqu’ici réalisé a pour contour I’étude des effets d’une exposition aigiie sur
le phénotype pulmonaire de la mucoviscidose, et avec des niveaux de pollution relativement
modeérés pour la plupart (ou un « bruit de fond » élevé). Trois grands axes de perspectives sont
a envisager dans ce contexte : 1/ aller vers des expositions plus représentatives - Il s'agit ici
d'améliorer la complexité des sources de polluants, en utilisant par exemple une seconde
chambre de simulation permettant la combustion de biomasse afin de générer d’autres types de
particules, et notamment reproduire la fraction des composés aromatiques polycycliques ; 2/
aller vers des expositions plus réalistes - Au vu de la baisse réguliere, méme si trés lente, des
niveaux de pollution auxquels sont soumis les populations urbaines a travers le monde, il sera
d’intérét d’investiguer les effets engendrés par une exposition chronique et répétée chez les
mémes modeéles murins, plus représentative d’une exposition urbaine « moyennée ». A titre
d’illustration, une exposition une semaine sur 3 pendant 6 mois peut étre envisagee ; et enfin 3/
aller vers des expositions plus completes - L'exposition a la pollution de I'air ne constitue qu'un
seul élément des multiples expositions auxquelles nous sommes confrontés tout au long de notre

vie (qu'elles soient d'origines environnementales ou liées au statut socio-économique, au mode
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de vie, a 1'age, au sexe, ...). L'implémentation de ces différentes expositions, qui définissent
I'exposome, dans notre montage expérimental éléverait au final le niveau de pertinence de nos

recherches.
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VII. Valorisation de la these

Participation aux congreés scientifiques - Posters et communications orales

(1) Février 2020 Paris, Association Vaincre La Communication orale
Mucoviscidose, Colloque Francais des Jeunes Chercheurs

(2) Mars 2021, Association Vaincre La Mucoviscidose, Poster (en ligne)

Colloque Francais des Jeunes Chercheurs

(3) Octobre 2021 Brest, Société de Pneumologie de Poster

Langue Francaise, Journées de Recherche Respiratoire

(4) Décembre 2021 Paris, Colloque de restitution des Communication orale
actions du DIM Qi2 sur la période 2017-2021

(5) Février 2022 Créteil, Journées Sciences de la Vie de Poster
Créteil
(6) Mai 2022 San Francisco Etats-Unis, Congres de Poster

I’ American Thoracic Society

(7) Septembre 2022 Barcelone Espagne, Congres de Communication orale

I’European Respiratory Society

Publications
- Revue bibliographique

The Impact of Air Pollution on the Course of Cystic Fibrosis: A Review, Frontiers in
Physiology, Juin 2022

Marion Blayac, Patrice Coll, Valérie Urbach, Pascale Fanen, Ralph Epaud, Sophie Lanone
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(1) Septembre 2022 Athénes Gréce, 11" International Conference

HOW TO SIMULATE AT THE LABORATORY REALISTIC EPISODES OF
MULTIPHASIC ATMOSPHERIC POLLUTION FOR HEALTH IMPACT STUDIES

J.C. Macias Rodriguez, M.Cazaunau, A.Bergeé, E.Pangui, M.Blayac, S.Lanone and P.Coll

(2) Juillet 2022 Paris, International Summer School on Environment and Planetary Health

EVALUATION OF THE COMBINED EFFECT OF EXPOSURE TO AIR POLLUTION
AND SOCIAL STRESS IN PULMONARY MANIFESTATION OF CYSTIC FIBROSIS
DISEASE

Yegen C-H, Blayac M, Buissot C, Epaud R, Coll P, Pandis S.N, Coll I, Lanone S

(3) Mai 2022 Barcelone Espagne, European Human Exposome Network (EHEN) scientific

meeting

EVALUATION OF THE COMBINED EFFECT OF EXPOSOME ELEMENTS
PULMONARY MANIFESTATION OF CYSTIC FIBROSIS DISEASE

Céline-Hivda Yegen, Blayac M, Buissot C, Epaud R, Coll P, Pandis S.N, Coll P, Lanone S

(4) Juin 2022 Thessalonique Gréce, 13" International Conference on Air Quality, Science and

Applications

IMPACT OF URBAN AIR QUALITY ON HEALTH STUDIED AT THE LABORATORY:
THE POLLURISK PLATFORM

Al Marj E., Coll P., Cazaunau M., Bergé A., Gratien A., Bertin T., Pangui E., Gaimoz C.,
Blayac M., Lu Z., Der Vartanian A., Jamain S., Chevaillier S., Noyalet G., Doussin J.-F., Coll

l. and Lanone S.
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(5) Juin 2022 Thessalonique Gréce, 13" International Conference on Air Quality, Science and

Applications

IMPACT OF URBAN AIR QUALITY ON HEALTH STUDIED ATTHE LABORATORY
WITH THE POLLURISK PLATFORM: PRELIMINARY RESULTS OF INNOVATIVE
STUDIES AT THE LABORATORY

Coll P., Blayac M., Lu Z., Der Vartanian A., Jamain S., Relaix F., Derumeaux G., Cazaunau
M., Bergé A., Al Marj E., Gratien A., Bertin T., Pangui E., Gaimoz C., Chevaillier S., Noyalet
G., Doussin J.-F. and Lanone S.

(6) Mai 2022 Paris, Congres Francais sur les Aérosols - CFA

SIMULATION D’ATMOSPHERES URBAINES MULTIPHASIQUES POUR L’ETUDE
DES EFFETS SUR LA SANTE : ANALYSE QUALITATIVE DES AEROSOLS
ORGANIQUES SECONDAIRES GNERES

Al Marj E., Coll P., Gratien A., Bertin T., Cazaunau M., Pangui E., Bergé A., Gaimoz C.,
Blayac M. et Lanone S.

(7) Novembre 2020 Lille, Congres de la SFSE « Multiexpositions, conditions de vie et santé :

de la connaissance a l'action »

LES CHAMBRES DE SIMULATION ATMOSPHERIQUE : UN ATOUT POUR ETUDIER
LES IMPACTS DE LA POLLUTION ATMOSPHERIQUE SUR LA SANTE.

Al Marj E., Coll P., Cazaunau M., Doussin J.F., Gratien A., Pangui E., Bergé A., Di Biagio C.,
Coll 1., Foret G., Coman A., Blayac M., Lu Z. et Lanone S.

(8) Mai 2020 Vienne Autriche, EGU General Assembly

HOW ATMOSPHERIC SIMULATION CHAMBERS CAN HELP TO INVESTIGATE THE
IMPACT OF AIR QUALITY ON HEALTH

Coll P., Cazaunau M., Doussin J.F., Pangui E., Gratien A., Formenti P., Colll., Foret G., Gaimoz
C., Michoud V., Di Biagio C., Al Marj E., Blayac M., Lu Z., Der Vartanian A., Jamain S.,
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Cystic fibrosis (CF) is a lethal and widespread autosomal recessive disorder affecting over
80,000 people worldwide. It is caused by mutations of the CFTR gene, which encodes an
epithelial anion channel. CF is characterized by a great phenotypic variability which is
currently not fully understood. Although CF is genetically determined, the course of the
disease might also depend on multiple other factors. Air pollution, whose effects on health
and contribution to respiratory diseases are well established, is one environmental factor
suspected to modulate the disease severity and influence the lung phenotype of CF
patients. This is of particular interest as pulmonary failure is the primary cause of death in
CF. The present review discusses current knowledge on the impact of air pollution on CF
pathogenesis and aims to explore the underlying cellular and biological mechanisms
involved in these effects.

Keywords: cystic fibrosis, air pollution, environmental factors, acute e, chronic e, CF models

INTRODUCTION

Cystic Fibrosis (CF) is a monogenic disease caused by pathogenic mutations in the Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator (CFTR) gene which encodes the CFTR protein, an anion
channel responsible for chloride and bicarbonate ion transport across epithelial cells. For a more
complete description of CF disease please, refer to Shteinberg et al. (2021). CFTR also regulates many
other mechanisms in epithelial physiology and has been reported to inhibit the epithelial Na*
channel (ENaC) activity in the airways. Dysfunctional CFTR results in dehydration of airway surface
liquid (ASL) and is associated with persistent airway infection and sustained inflammation, leading
to obstructive lung disease and progressive structural damage (Boucher, 2007). While CF is a
systemic disease characterized by altered lung mucociliary clearance, exocrine pancreatic
insufficiency, intestinal obstruction and infertility, the bronchopulmonary disease remains the
main driver of the high morbidity and early mortality of CF patients (Elborn, 2016). The
progression of the disease mainly depends on pulmonary exacerbations defined as acute
deterioration of respiratory symptoms which ultimately impair lung function and quality of life
(Ferkol et al., 2006; Stanford et al., 2021). These exacerbations’ episodes, most frequently caused by
lung bacterial infections, include increased cough, increased sputum production, increased use of
antibiotics, dyspnea, and decreased lung function. Repeated exacerbation events, chronic infection
and persistent inflammation lead to progressive and irreversible lung damage and respiratory failure
(Sanders et al., 2010, 2011; de Boer et al,, 2011; Waters et al., 2012),

CF patients present a great genotypic variability with more than 2,000 CFTR gene mutations
identified so far (Rommens, 2011). These mutations are classified into six classes based on their effect
on CFTR synthesis and function (Elborn, 2016). Each of these mutations occurs at a variable
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Initiation: VOC + radical.
VOCs break down into shorter
and oxidized VOCs.

Radicals

A Formation of secondary pollutant (illustration)

B Episodes of pollution (illustration of « how they appear »)

NOx ensure the functioning of the cycle,
but are (almost) not consumed.

Each ozone molecule can recreate a new cycle.
Some VOCs produced by
the cycle may « re-fuel » it.

Biogenic VOCs contribute.
ovocC

FIGURE 1 | Formation of secondary pollutants (A) and episodes of pollution (B). In addition to primary pollutants (gases or particles, emitted naturally or by
anthropogenic activity), many so-called “secondary” pollutants are not emitted but formed from other pollutants, as it is the case in Panel 1A in this illustration of the
production of ozone (Og) in the gas phase. Here the formation of ozone results from reactions cycles between nitrogen oxides (NO/NO5) and VOCs, in the chemical
reactor constituted by the atmosphere, these chemical reactions using solar energy as energy source. Atmospheric radicals are the intermediary species involved in
these chemical cycles. All this explains how, with favorable conditions, very large quantities of azone can be formed in a few hours of sunshine, downwind of cities. An
illustration of such phenomenon is reported in Panel 1B, where we are facing a summer anticyclonic situation, the pollutants emitted for example in the city (left section of
1B) react in the urban atmosphere under the sunlight. Under the effect of the wind, this primary pollution can migrate to peri-urban or rural areas, cross other chemical
compounds (as Biogenic Volatile Organic Compounds, BVOC, emitted by trees) and generate a secondary pollution, symbolized in Panel 1B by a production of ozone
(O3, pollution peak). We are in the case of a secondary pollution at the regional scale, spatially extended, which will present a maximum in the afternoon because the
sunshine irradiation, and consequently the intensity of the photochemistry, are maximum.

0, pvoc O woe %
BVOC
0, BVOC
o, moc o, 0 BVO!

frequency (Lao et al, 2003; De Boeck et al, 2014) with a
heterogenous geographical distribution (Mirtajani, 2017). Class
[-III mutations are usually associated with a more severe CF
disease prognosis as CFTR protein function is totally suppressed.
Class IV-VI mutations are characterized by a residual CFTR
function and usually cause a disease of more moderate severity
(Elborn, 2016). Interestingly, while CFTR genotype correlates
well globally with the pancreatic phenotype, it mostly fails to
predict pulmonary-disease severity (Burke et al., 1992; The Cystic
Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium, 1993; Kerem and

Kerem, 1996; Duguépéroux and De Braekeleer, 2004; Cutting,
2015; Raynal and Corvol, 2020). Twin and sibling studies have
shown a smaller difference in lung function between monozygotic
twins than between dizygotic twins or siblings (Collaco et al,
2010). Such difference appears to increase when twins and
siblings start living apart and stop sharing common
environment. This phenotypic variability —suggests the
involvement of other contributors especially to the CF airway
disease, unrelated to CFTR itself. Several genes (i.e., NOS, TGFBI,
MBL2, MUC4/MUC20, SLC9A3, SLC6A14 or HLA Class II) have
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been identified as possible gene modifiers of CF lung disease
(Corvol et al, 2015; Sepahzad et al, 2021). The splicing
machinery could also modify CF severity (Nissim-Rafinia and
Kerem, 2005). Beside these genetic and epigenetic modifiers, non-
genetic factors also appear as relevant modifying contributors to
CF pathophysiology; environmental factors (Szczesniak et al,
2020) such as tobacco smoke (Campbell et al., 1992; Kopp et al.,
2016), air pollution (Brugha et al., 2018), climate and seasonal
changes (Ramsay et al., 2016) or socioeconomic status (Oates and
Schechter, 2016). This review particularly focuses on the
contribution of air pollution.

Outdoor air pollutants are numerous (several hundreds to several
thousands of chemical species), for most of them at trace levels (from
few ppb—parts per billion, to ppm—parts per million), and are
gaseous  (nitrogen  dioxide—NO,, carbon dioxide—CO,,
methane—CH,, etc.) but also under particular phases: these
atmospheric particles, or aerosols—also referred to as particulate
matter—are a suspension of liquid or solid in the gas phase and are
categorized according to their size—coarse particles (PM;), fine
particles (PM, ) and ultrafine particles (PM,;). Pollutants can be
divided into two groups related to their origin: 1) primary pollutants
which are air pollutants emitted directly from a source—as an
illustration nitrogen oxides (NOyx) or soot particles mainly
emitted from traffic; 2) secondary pollutants that are not directly
emitted, but are formed when other pollutants react in the lower
atmosphere—as an illustration the production of the oxidant ozone
(O5) resulting from reactions between nitrogen oxides (NOx) and
volatile organic compounds (VOCs) (Figure 1A) (Walker, 1977).
These numerous chemical compounds, gases and aerosols, react
continuously in the atmosphere under solar irradiation, and are also
stirred and transported in the atmosphere (Holton et al, 1995).
Thus, the composition of the atmosphere varies according to time
and space (in the order of few seconds and few meters for OH, and
of 10 years and 1.000 km for CH,; illustrations and more extended
descriptions may be found in (Wayne, 2000; Ravishankara, 2003).
These well-known atmospheric composition and evolution are
illustrated by Figures 1A,B. Much more details may be found in
(Seinfeld and Pandis, 2016).

Public health concerns, with raising questions about the
impact of air pollution on our health, has driven to monitor
and predict air quality (as in the case of meteorology).
Atmospheric measurements are carried out throughout the
world, in a more or less intense way depending on the level of
development of the countries. The number of measuring stations,
and their distribution on the territories, answer to rules or laws
(as an example in France, rules are stated at the European level).
These rules are essential to guarantee a quality of measurement
that is comparable from one region or country to another (Kracht
et al,, 2018). For example, in the Paris region, different types of
measurements and analysis stations are spread over a 100 km
radius around Paris and measure the quality of the air breathed by
the population (more than 12 million inhabitants in the whole
region), regardless of their environment, near or far from the
sources of pollution. The network in charge of these
measurements has about 70 measuring stations, including
more than 50 permanent stations, acting as mini static
laboratories (Rodriguez et al., 2019).

Automatic stations (measuring for example O3, NOx, sulfur
dioxide—SO,, carbon monoxide—CQ, etc.) ensure a continuous
measurement every hour usually, and allow a real time follow-up
of the air quality. The choice of the location of the automatic
stations and of the types of the pollutants measured in these
stations is primarily based on public health concerns. There are
several types of stations: background stations (far from pollution
sources, in particular traffic routes), near traffic stations (located
near a road infrastructure as area representative of the maximum
level of exposure for the population), urban stations (monitoring
the average exposure of the population to air pollution
phenomena known as “background” in urban centers), peri-
urban stations (monitoring the photochemical pollution, in
particular O, and its precursors, and monitoring the average
level of exposure of the population to “background” air pollution
phenomena on the outskirts of the urban center), rural stations
(monitoring of the exposure of ecosystems and of the population
in rural areas to “background” air pollution, in particular
photochemical pollution, at a regional scale) and industrial site
stations (information on concentrations measured in areas
representative of the maximum level to which the population
near a stationary source is likely to be exposed by plume or
accumulation phenomena). Such continuous monitoring allows
to measure the level of exposure of individuals over different
times scales, either acutely (referring to an exposure lasting from
lday to a few days as during an air pollution episode) or
chronically (referring to a continuous or repeated exposure
over a long period of time, from months to years). In
addition, some pollutants are not measured automatically and
in real time by the stations but are measured by sampling followed
by delayed analysis techniques in specific laboratories, or even by
dedicated measurement field campaigns. Finally, automatic
station network can be reinforced by measurements using
diffusion tubes. This method guarantees a regular but not
continuous monitoring and allows to calculate an annual
average and to estimate the situation with regard to the
regulatory values.

Numerical modeling (Chemistry Transport Models) is a
complementary tool to pollutant emission measurements and
inventories. It allows to estimate the concentrations of various
pollutants at any point of a given geographical area, for past,
present, or future periods. These numerical tools are based on the
representation of the phenomena involved in the formation and
fate of air pollution: chemical transformations, transport,
dispersion, emissions, and depositions. These different
numerical models operate at various temporal and
geographical scales (from the street scale to the continental
scale) and their use requires to characterize the parameters
influencing the concentrations of pollutants (for example
meteorology). Overall, the use of this mathematical tool
supports air quality monitoring, as it allows to characterize the
air pollution at any point of the represented geographical domain.

The challenge of measuring reactive trace species in the
atmosphere (at ppt—parts per trillion to ppm levels), ideally
on a continuous basis, and of integrating these data into the
Chemistry Transport Models in order to characterize the
exposure of populations at a given location over a given
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period of time, is therefore a very high-level challenge. This is the
main barrier to linking the effects of air pollution to the observed
health impacts on populations.

Amongst these hundreds of pollutants, some so-called
“indicators” (such as Oz, NO, SO, PM,s, and PM,o) are
under official monitoring in most countries and are expected
to fit air quality guidelines. World Health Organization (WHO)
estimates that 99% of people worldwide breath polluted air, with
effects on health that are clearly established (World Health
Organization, 2021). Accounting for 4.2 million premature
deaths yearly worldwide (World Health Organization, 2021),
ambient air pollution currently constitutes the major
environmental threat for human health and ranks as the
fourth leading risk factor for premature deaths (Health Effects
Institute, 2020). Regarding respiratory effects, it is well
documented that air pollution reduces lung function (Paulin
and Hansel, 2016), worsens respiratory condition of patients
with pre-existing pathologies such as asthma and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) (Hoek et al, 2013;
Thurston et al, 2020) and increases lung cancer incidence
(Raaschou-Nielsen et al., 2013). Since 2013, air pollution has
been classified as carcinogenic to humans by the International
Agency for Research Cancer (IARC) (International Agency for
Research on Cancer, 2013). In a recent paper, the loss of life
expectancy from ambient air pollution was shown to be 2.9 years
(Lelieveld et al., 2020). In addition, it is estimated that the mean
life expectancy would increase by 1.7 years if all anthropogenic
emissions were removed. For children, air pollution is associated
with increased preterm birth and low birth weight (Stieb et al,
2012; Dadvand et al, 2013; Fleischer et al, 2014), reduced
pulmonary growth and lung function (Gauderman et al., 2007;
Hwang et al, 2015; Milanzi et al., 2018) together with an
increased risk of developing respiratory diseases (Goldizen
et al., 2016).

With known effects for healthy people as well as for people with
pre-existing condition(s), air pollution could constitute an important
contributing factor for CF disease. Moreover, in a context where air
pollution is often above WHO’s recommended values and where CF
patients live older (while being diagnosed at birth in most cases), it is
of particular interest to consider air pollution and its possible
harmful effects on the course of the disease. Strikingly, studies
dealing with specific implication of air pollution on the course of
CF airway disease are scarce and only quite recent. Our goal here is
to review the actual knowledge on the role of air pollution in the
phenotypic variability observed in CF as well as to highlight recent
advances in the underlying mechanisms.

SEARCH STRATEGY

Studies of interest were identified by searching PubMed from
1990 to present with the term “cystic fibrosis” or “CFIR”
combined with the specific terms “air pollution” or
“particulate matter,” “ozone,” “nitrogen dioxide,” “sulfur
dioxide,” “diesel” or “exhaust.” Key words search was limited
to title and abstract. Human as well as mouse studies were
considered. Among the 62 studies retrieved after this search,

14 were chosen based on their title and abstract. Studies were
included if they assessed health outcomes in people with CF or in
CF experimental models in relation with air pollution exposure
measurement data or experimental exposure. Though conducted
in non-CF airway cells and non-CF mouse model, two more
studies were included because they investigated direct effects of
pollutants on CFTR expression and/or function and airway fluid
secretion. Finally, one additional study was identified when
reviewing references of the articles initially selected. A total of
17 studies were overall included in this review (Tables 1, 2, 3).

HEALTH OUTCOMES OF AIR POLLUTION
EXPOSURE IN CYSTIC FIBROSIS
PATIENTS

Chronic Exposures
The first studies describing health outcomes of air pollution
exposure in CF patients have focused on chronic exposures.
There is only four of them so far. The very first study to
address this issue has been published by Goss et al. (2004), in
2004, who surveyed a cohort of 11,484 patients during a 2 year-
interval. In this study, the mean annual values for O3, NO,, SO,
CO, and particulate matter (PM) were considered. Authors linked
the exposure data to pulmonary function, exacerbations and
mortality data. Pulmonary function was estimated with forced
expiratory volume in 1 s (FEV,) and exacerbations were defined
as a “condition requiring hospitalization” or as “the at home use
of intravenous antibiotics.” A negative linear association was
found between lung function and particulate pollution (PM, 5
and PM,y); for a 10 |,1g/m3 increase in PM,s; and PM,,, a
significant decrease in FEV, was observed (Table 1). No
association was found with the other pollutants (Os;, NO,,
SO,, and CO). As for exacerbations, patients were divided into
two groups according to the number of exacerbations
experienced during the study period: none or one exacerbation
versus two or more. The characterization of groups showed that
the patients with more than two exacerbations were globally
older, had a reduced lung function, a worse nutritional status and
were more likely to be infected with the bacteria Pseudomonas
aeruginosa (P.aeruginosa) and Burkholderia cepacia complex
(B.cepacia) compared to those who suffer less than two
exacerbations. Patients with two or more exacerbations also
lived in regions with higher levels of PM,5, PM;o and Os.
Authors showed that, for every 10ug/m® increase in PM,s
and PM;, concentration, there was respectively a 21% and 8%
higher risk of presenting more than two exacerbations (Table 1).
Moreover, a 10-ppb increase in O; concentration resulted in 10%
increase in that same risk. No difference in the mean annual
concentrations of NO5, SO,, and CO was observed between the
two groups and no significant association with the exacerbation
number was noted for these pollutants. Finally, although the
result was not significant, a 10 |.1g/‘m3 increase in PM, 5 exposure
substantially increased the mortality risk (32% higher risk).

In another study, Jassal et al. (2013) took in consideration the
participant’s home distance to a major road or freeway in
addition to O; and PM,s. The goal here was to use the
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TABLE 2 | In vivo experimental studies.

Study author/ n Animal model Biological outcome Pollutants Exposure data
Year
(References)
Qu et al. (2009) —  Wistar rat CFTR expression O3 1-h per day 1.5 ppm O5 for 3 days
Shi et al. (2019) 6 BALB/c mice Airway surface liquid secretion Diesel particulate 0.5 mg, 10 pg/ul
matter

CFTR expression
Geiser et al. (2014)  2-35  Cft'™'"SY mice  Lung function TiO, and GNP 1-h TIOzNP inhalation: 20 nm, 30-40 pg/m®

Localization and biokinetics of NP

Inflammation CNP Intratracheal instillation: 5-12 nm, 20 pg,

0.4 pg/pl
Geiser et al. (2013) 2-4  Scnnib-Tgmice Cellular uptake and localization of NP Au NP 2-h inhalation
AUNP, 21 nm, 1.2 mg/m®
Oa, ozone;NP, nanoparticles; TiO,, titanium dioxide; C, carbon; Au, Gold.
TABLE 3 | In vitro experimental studies.
Study author/ n Cell model Biological Pollutants Exposure data
Year outcome
(References)
Kamdar et al. 3 CF IB3-1 and WT S-9 human bronchial epithelial cell  Cellular viability PMy 5 Exposure by
(2008) lines Apoptosis aerosolization (1 h)
ROS production 25 pg/em?
Ahmad et al 3-6 ALl cultures of non-CF and CF cell lines and primary ~ Cell survival Qg 100-1,000 ppb Og for 4-18 h
(2011) airway epithelial cell cultures derived from non-CF Pro-inflammatory
and CF patients cytokines

Jeannet et al. 4 Al cultures of normal and CF HBE cells and BEAS-  Epithelial integrity Ag and C NP Exposure by aerosolization
(2016) 2B bronchial epithelial cell line (36-3 600 s)

Lenietal (2020) ©

Kinzi et al. 3-6
(2015)

Krapf et al. 3
2017)

Ahmad et al. 3-6
2012)

ALl cultures of normal and CF HBE cells

ALl cultures of normal and CF HBE cells and BEAS-
2B bronchial epithelial cell line

ALl cultures of normal and CF HBE cells and BEAS-
2B bronchial epithelial cell line

ALl cultures of non-CF and CF cell lines and primary
airway epithelial cell cultures derived from non-CF
and CF patients

Cell death
Pro-inflammatory
mediators

Cytotoxicity

Pro-inflammatory
mediators
Gene expression

Cytotoxicity
Pro-inflammatory
mediators

Cell death
Oxidative markers
Inflammatory
response

NP deposition and
uptake

Cell death and
cellular integrity
Pro-inflammatory
cytokine IL-8

PMy 5 and PMyq

Aged gasoline exhaust particles
(secondary organic aerosol)

Wood combustion particles
(primary and secondary
aerosols)

Polystyrene NP and O3

20 nm for both NP
AgNP: 2, 18, and 176 ng/cm?
CNP: 0.3, 33, and 189 ng/cm®

Water solubilization of PM filter
extracts
Exposure for 4 h

Low doses: 0.9-2.5 pg/cm?
High doses: 8.8-25.4 pg/cm?

2-h aerosolization
Particle dose deposited:
10-350 ng/cm?

2-h aerosolization

Deposited mass:

- Primary: 133.2-199.5 ng/em?
- Secondary:

183.3-301.4 ng/cm®

24-h exposure to aerosolized
NP (40 nm, 0.1 pg/em?)

200-500 ppb O for 8 h

(Continued on following page)
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TABLE 3 | (Continued) In vitro experimental studies,

Study author/ n Cell model Biological Pollutants Exposure data
Year outcome
(References)
Quetal (2009) 4-7 Normal HBE cells CFTR expression O3 1.5 ppm Oj for 30 min
CFTR chloride
current

Signal pathways

Shi et al. (2019) 4 Calu-3 cells

Cell viability

Diesel particulate matter 100-400 ug/ml for 24-48 h

Airway surface liquid
secretion
CFTR expression

AL, Air-Liquid Interface; ROS, reactive oxygen species, PM: particulate matter; O, Ozone; Ag, Silver; C, carbon; NP, nanoparticles.

proximity to roadways as a proxy for long-term traffic pollution,
as concentrations of particles are elevated near roads due to
emissions by vehicles exhaust. This 5-year retrospective study,
dedicated to study the effects of air pollution on pulmonary
exacerbation frequency, was conducted in 145 CF patients.
Exacerbation and patient’s categorization were defined as in
Goss’s study. No significant difference in O3 and PM,; 5 levels
could be found between the two exacerbation groups. Residential
proximity to a roadway was however higher for individuals who
experienced more than two exacerbations (Table 1). While the
pollutant levels were similar between studies, the failure to
replicate O3 and PM, s effects observed by Goss is probably
due to a lack of statistical power in Jassal’s study. This latter
study is however the first to describe the influence of proximity to
traffic on the clinical condition of CF patients as opposed to
classical quantitative measures of pollutants. Of note, proximity
to traffic implies the consideration of pollutants other than the
ones usually measured. Eventually, these results suggest that
residential proximity to roadway could increase the
susceptibility for acute exacerbation events in CF patients.
Bacterial colonization constitutes a central element of
exacerbations and a key determinant of the severity of
exacerbation episodes in CF. Psoter et al. (2015) formulated
the hypothesis that exposure to air pollution could increase
the risk of primary infection by P.aeruginosa. Although this
micro-organism is the major respiratory pathogen in CF
patients with an initial colonization usually occurring within
the first 10vyears of life, earlier P.aeruginosa infection,
particularly before the age of five is strongly associated with a
more severe CF lung disease later (Pittman et al., 2011). Psoter
etal. (2017) therefore followed children under the age of 6 (3,575)
and recorded the time to initial acquisition of P.aeruginosa,
defined as the apparition of a first positive respiratory culture
while on study. For exposure evaluation, the mean yearly PM, 5
concentration during the year preceding birth of each child was
considered. During a mean follow-up period of 1.8 years, 1,711
(48%) children acquired P.aeruginosa with a median age of
acquisition of 15 months. Exposure to PM, s was found to be
slightly higher among children who acquired P.aeruginosa during
the follow-up period compared to those who remained
uninfected. In addition, a 10 pg/m3 PM,5s concentration

increase was significantly associated with a 24% increase in the
risk of primary colonization by P.aeruginosa (Table 1). In a
companion study based on the same cohort and experimental
design, Psoter and colleagues evaluated if exposure to PM, 5 could
be a risk factor for the initial acquisition of other respiratory
pathogens in young CF children. They looked at the methicillin-
sensitive (MSSA) and -resistant (MRSA) forms of Staphylococcus
aureus, Stenotrophomonas maltophilia and Achromobacter
xylosoxidans. Similar to the initial study, children who
declared colonization during the follow-up period had a
greater PM, 5 exposure compared to those who remained free
of pathogens, independently of the pathogen considered. A 10 pg/
m® increase in PM,s exposure was associated with a 68%
increased risk of MRSA acquisition but was not associated
with the acquisition of other respiratory pathogens (Table 1).

Acute Exposures

Only two studies so far have focused on the effects of acute
exposure to pollution peaks on the course of CF disease.
Goeminne et al. (2013) led a case-crossover retrospective study
over a period of 12 years (Table 1). The goal was to explore the
link between the short-term increase in PM;4, O3, and NO, and
the onset of pulmonary exacerbations. An exacerbation was
defined by the use of oral or intravenous antibiotics for
respiratory event. Pollution levels were calculated for the last
2 days before and on the day of the exacerbation event. Data
analysis showed an increase in the number of exacerbations on
days with higher air pollution (Table 1). The authors found a
significant association for a 10 pg/m® increase in all three
pollutants and same-day exacerbation onset. An overall
increase in risk was also observed throughout the three
measured days suggesting pollution peaks could have delayed
effects. The strength of this study is its case-crossover design in
which every subject is its own control, thus reducing the influence
of confounding factors.

In a more size-limited study, Farhat et al. (2013) studied the
effects of short-term variations in the concentrations of air
pollutants. The study was conducted in the metropole of Sao
Paulo on the occurrence of exacerbations in 103 CF children and
teenagers for 1 year (Table 1). Exacerbation was defined as the
presence of at least three of the following symptoms: fever,
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increase in sputum production or cough intensity, change in
sputum color, worsening dyspnea, loss of appetite, >10%
decrease of FEV,, or weight loss. The occurrence of
exacerbation was then compared to daily mean
concentrations of Oz, SO,, NO,, PM,;,, and CO obtained
from monitoring stations spread across the city. The authors
reported a higher relative risk of exacerbation when O;
concentration increased by an interquartile range (45.62 pg/
m?) (Table 1). A significant association was observed for an O,
increase 2 days before the onset of exacerbation and a tendency
was observed for O; exposure the day prior and the same day as
the exacerbation. No statistically significant association was
found between other pollutants and the occurrence of
exacerbation in patients with CF. Indeed, O; was the only
pollutant exceeding national Brazilian standards as well as
the WHO air quality guidelines during the study, hence
reaching unhealthy levels while other pollutants levels were
considered acceptable. However, this study raises several
questions as many key elements are not described: the spatial
variability of the concentrations of pollutants that allow to
differentiate patients; the study of correlations between
different pollutants (why are PM excluded from impacting
pollutants when they are correlated with NO,?); the lack of
temporal visibility of pollutant concentrations and the ability to
predict the impact on disease on fine time scales; the
insufficiently explicit use of clinical data and their very
patchy aspect. Also, the physiological importance in defining
exacerbation severity differs between criteria (fever vs. >10%
decrease of FEV ). Overall, a clarification of the positive criteria
related to an exacerbation would have provided the necessary
information. The discrepancy with Goeminne’s study regarding
the impact of PM;, and NO, levels may be explained by the
methods used for exposure data estimation. Interestingly, levels
of PM;p and NO, reported by Farhat were higher than
Goeminne’s with respective mean concentrations of 42 pg/m’
and 103 pg/m’ against median concentrations of 24 pg/m® for
the two pollutants (Table 1) (Goeminne et al., 2013). These
results are consistent with the fact that Farhat’s study was
conducted in a highly polluted metropole. However, both
studies came to comparable O3 concentration. More likely,
the absence of association between the increase of PM,, and
NO, concentration and the occurrence of respiratory
exacerbation in the Brazilian study might be explained by the
smaller size of the panel but also by the difference in
exacerbation definition and inclusion criteria. Goeminne’s
definition is restrictive to severe exacerbations because a lot
of exacerbations are treated with only oral and/or aerosolized
antibiotics. Also, patients who had no exacerbation or no
registered use of antibiotic were excluded. Exacerbation
definition is less stringent in Farhat's study which covers a
larger panel of CF patients, including patients who did not
undertake antibiotic therapy. This may have accounted for a
possible not significant impact of other pollutants in Farhat’s
study and could suggest that NO, and PM;, mainly target
airways and favor infection while O; would have a wider
impact on other organ function. Finally, patients’ status at
the time of the study could also explain the difference

observed. Indeed, in Farhat's study, 70% of CF patients did
not present a significant degree of bronchial obstruction and
their median Shwachman-Kulczycki score (assessment of CF
disease severity based on general activity, physical examination,
nutrition and radiological findings) was 75 corresponding to a
“Good” clinical condition, while no details on disease severity
was provided in Goeminne’s study. Overall, both studies bring
additional elements to consider acute exposure to air pollution
as negatively impacting the course of CF disease.

EFFECTS OF AIR POLLUTION EXPOSURE
IN EXPERIMENTAL MODELS OF CYSTIC
FIBROSIS

Overall, epidemiological studies on CF patients have highlighted
an increased risk of exacerbations, primary infections and
reduced lung function associated with air pollution exposure.
If these studies identify a negative impact of global air pollution
on the course of CF, they however leave remaining questions
about how these effects originate. The following chapter is
dedicated to present experimental studies designed to answer
these questions.

In Vivo Studies

As central contributors to CF airway pathophysiology, the
expression of CFTR and airway secretions have been
investigated in response to air pollution. A markedly reduced
immunofluorescence staining of CFTR was observed in tracheal
respiratory epithelium of rats exposed to O3 (Qu et al., 2009). A
decrease of about 25% in mRNA and protein expression of CFTR
and aquaporins 1 (AQP1) and 5 (AQP5) was observed in normal
BALB/c mice exposed to diesel particulate matter (Shi et al,
2019). The underlying mechanisms of action of such reduced
CFTR expression have not been studied in vivo, nor the effect of
diesel particulate matter on CFTR channel function. Importantly,
the reduced expression of CFTR and aquaporins could result in a
decreased cell permeability to water and ions and thus ASL
secretion, two key features of CF. Shi et al. (2019) also
described an increased Muc5AC mucin expression in BALF in
the same mice. Interestingly, although not in the context of CF,
0;, SO,, and particles were found to induce mucous cell
metaplasia (Harkema et al, 1999; Sueyoshi et al, 2004),
increase mucin expression (Jany and Basbaum, 1991; Cho
et al, 1999; Huang et al, 2017) and impair mucociliary
clearance and ciliary beating frequency (Pedersen, 1990;
Saldiva et al, 1992; Bayram et al, 1998) in rat airway
epithelium and human airway epithelial cells. These events
would be interesting to consider since they are altered in CF
but not yet studied in relation to air pollution exposure in CF
models. Unfortunately, no dose-response relationship could be
established, as only one dose for O; and diesel particulate matter
was used in these animal studies.

In vivo studies investigating the effects of air pollution on CF
models remain sparse (Table 2), compared to those performed
in other models of bronchial disease, such as asthma or COPD.
Carbon nanoparticles (CNP), particularly abundant in urban air
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pollution, has been instilled in Cftr™"™Y and WT mice by
intratracheal route to evaluate their lung inflammatory response
(Geiser et al., 2014). The Cftr™"™%Y model is produced by a
targeted insertion mutagenesis in exon 10 of the Cftr gene
(Dorin et al, 1992). It presents a markedly reduced but
residual CFTR expression (about 10% of normal mRNA
levels) resulting in a mild disease phenotype (Dorin et al,
1994). Of note, this mild airway phenotype is also influenced
by genetic background and species differences as compared to
humans. CNP instillation provoked, in WT and mutated mice,
an acute and transient inflammatory response dominated by
neutrophils. This response was maximal the day following
exposure. Privileged interaction of NP with airway epithelial
cells in mutants due to a reduced clearance of such NP could
explain the induction of this inflammatory response. Indeed,
Geiser et al. (2014) reported an alteration of titanium dioxide
manufactured nanoparticles (TiO,NP) cellular uptake in
Cftr'™MHSY mijce. In WT mice, the cellular uptake of TiO,NP
is entirely achieved by macrophages while in Cftr™ ™" mice,
26% of TiO,NP are internalized by alveolar epithelial cells—the
remaining 74% NP are internalized by macrophages. This
suggests a reduced macrophagic clearance of NP in this CF
model. These results corroborate those obtained by the same
group on inhaled gold NP uptake and cellular localization in
transgenic Scnnlb mice: compared to WT mice, Scnnlb
transgenic mice showed a reduced macrophage uptake of
gold NP that were mainly localized at the epithelium surface
(Geiser et al,, 2013). This is of particular interest because this
mouse  model—characterized by an  airway-targeted
overexpression of the ENaC f subunit—constitutes presently
the most complete murine model reproducing human CF
pulmonary phenotype (Mall et al., 2004; Zhou et al.,, 2011).
Finally, a reduced airway macrophage phagocytosis of
carbonaceous PM has also been described in CF children
(Liu et al, 2020), adding to the notion of an overall altered
clearance of particulate material in CF disease.

An important feature of CF airway pathogenesis is the
excessive and inefficient inflammatory process that could be
explained by an altered resolution of inflammation (Roesch
et al., 2018; Briottet et al., 2020). The finding that resolution
of inflammation differs between Cftr™'"&" and WT mice is
consistent with this aspect of the clinical description of the CF
airway disease. Indeed, at the third day post-instillation,
neutrophil count in bronchoalveolar lavages fluid (BALF) is
decreased by 70% in WT mice while only by 25% in
Cftr'™"SY mice. BALF pro-inflammatory cytokines levels
were also higher in Cftr™"*%Y mice compared to WT for
most cytokines tested. As a striking example, G-CSF
concentration was 13 times higher in Cftr mutant mice,
consistent with the slower decline of BALF neutrophils and
suggesting a delayed or impaired resolution of inflammation
in Cftr-deficient mice. The specialized pro-resolving mediators
(SPM) which are bioactive lipids triggering the inflammation
resolution phase, are thus of particular interest in this context.
Interestingly, the levels of 15-hydroxyecosatetraenoic (15-
HETE), a metabolite of the lipoxygenase pathway showing
anti-inflammatory properties, was significantly lower in Cftr

mutant mice exposed to CNP (Karp et al, 2004; Ringholz
et al,, 2014), which is in line with the compromised resolution
of CNP-induced airway inflammation in Cftr mutants (Geiser
etal., 2014). Furthermore, the SPM lipoxin A, (LXA4) was found
to be decreased in C57Bl/6 mice in response to cigarette and wood
smoke (Awji et al., 2015). SPM also have a therapeutic potential in
reversing or preventing pollution-induced inflammation
(Kilburg-Basnyat et al., 2018; Lu et al.,, 2018; Thatcher et al,,
2019). Finally, in the airway of CF patients, the biosynthesis of
LXA4 and Resolvin D1 (RvD1) SPM are reduced (Karp et al,
2004; Ringholz et al.,, 2014; Eickmeier et al., 2017; Briottet et al.,
2020; Tsopi et al., 2020) and related to the sustained levels of pro-
inflammatory cytokines and bacterial infection, the altered airway
surface hydration and pulmonary function (Verriére et al,, 2012;
Eickmeier et al., 2017; Codagnone et al., 2018; Ringholz et al.,
2018; Isopi et al.,, 2020). Taken together, these data highlight a
possible particular pulmonary susceptibility of CF patients
exposed to particulate air pollution; under these conditions,
insufficient inflammation resolution could favor the onset of a
chronic inflammatory condition and accelerated progression of
the CF airway disease.

In Vitro Studies

In non-CF HBE cells, it has been shown that O3 decreased CFTR
mRNA, protein expression and activity (Qu et al., 2009). This
modulation of CFTR expression is dependent of the JAK2/STAT1
pathway which is itself activated by reactive oxygen species (ROS)
(Qu et al., 2009). Indeed, ROS inhibitors prevented O;-induced
CFTR expression decrease by reducing STAT1 phosphorylation.
As supporting evidence, a direct decrease of CFTR expression and
activity due to oxidative stress has been previously described
(Bebok et al., 2002; Cantin et al., 2006a). CFTR internalization or
retrograde trafficking to the endoplasmic reticulum as induced by
cigarette smoke exposure (Clunes et al., 2012; Marklew et al.,
2019) could also be considered to explain the reduced CFTR
expression and activity induced by O;. In Calu-3 cells, diesel
particulate matter (DPM), which contains oxidants, dose-
dependently reduced CFTR expression as well as its binding to
the plasma membrane (Shi et al., 2019). Although not directly
investigated, the authors suggest that previously described
mechanisms involving JAK2/STAT1 in reducing CFTR
expression could be similarly involved in these effects.
Interestingly, the expression of AQP1 and AQP5 expression
was also significantly decreased after DPM exposure, while an
increased c¢AMP intracellular content could be detected,
potentially promoting CFTR activity. It must be noted that the
inhibiting effects of such exposure on CFTR expression and
membrane localization were stronger. In another study in
Calu-3 cells, CFTR function was found to be reduced by
DPM. However, this acquired CFTR dysfunction could be
rescued by CFTR potentiator VX-770 (Nguyen et al, 2021).
Interestingly, polystyrene NP activated CFTR ion channel in
Calu-3 cells (McCarthy et al., 2011). Although not yet studied
in CF cells, the modification of CFTR expression after exposure to
air pollutants is thus important to consider because the existing
low CFTR expression and altered airway fluid secretion in CF
patients could be deepen. In class IV-VI CF patients, with
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Inflammation and cell death occur after exposure to either nanoparticles, particulate matter or ozone while oxidative stress is generated only by particulate matter and
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produced with decreased CFTR expression and activity. NP, Nanoparticles; PM, Particulate Matter; Oz, Ozone; ROS, Reactive Oxygen Species.

PM O,

i Reduced CFTR |
] + expression and activity |

residual CFTR function mutations, this could lead to a potential
total suppression of CFTR function which would certainly worsen
their pathophysiological state.

Studies published on PM, 5/PM,, O, and NP exposure effects
on CF cells (Table 3) have highlighted three common cellular
mechanisms—cell death, oxidative stress, and inflammation
(Figure 2). Such effects are not surprising as they are
classically described and known to participate in CF
pathophysiology (Rosenfeld et al, 2001; Rottner et al., 2007,
2011; Sagel et al,, 2012; Voisin et al,, 2014; Ziady and Hansen,
2014; Antus, 2016; Roesch et al, 2018) and induced by air
pollution exposure (Dagher et al, 2006; Lee et al, 2018; de
Oliveira Alves et al.,, 2020; Gangwar et al., 2020; Li et al., 2020).

Cell death occurs either by apoptosis or necrosis or even by
both processes in the case of exposure to PM, s (Kamdar et al,,
2008; Leni et al, 2020). Exposure of transformed human CF
bronchial epithelial cells (CF HBE cells) or wild-type ones (non-
CF HBE cells) to PM,; 5 (Kamdar et al., 2008) or O3 (Ahmad et al.,
2011) induced an increase in DNA fragmentation, propidium
iodide staining, caspase 3/7 and 9 activity and an increased
expression of pro-apoptotic mediators (Figures 2, 3). Of note,
this increase was greater in CF HBE cells suggesting that these
cells are more sensitive to PM; 5 and O3 than non-CF ones. While
the level of anti-apoptotic proteins remained unchanged with
exposure, the overexpression of the anti-apoptotic Bcl-xL
contributes to significantly reduce apoptosis in CF HBE cells
exposed to PM, 5. Mitochondrial dysfunction seems to be at the
origin of such apoptosis (Kamdar et al., 2008; Ahmad et al., 2011).
Indeed, a decrease of mitochondria membrane potential, of
cytochrome C release and pro-apoptotic Bcl-2 associated X
(Bax) translocation to mitochondria were reported upon
exposure to PM,s; and O; Mitochondria-dependent

generation of reactive oxygen species (ROS) was induced by
exposure to PM,s only (Kamdar et al, 2008). Likewise,
baseline production of ROS was higher in CF HBE cells
revealing increased oxidative stress in CF cells. By promoting
further mitochondrial dysfunction, ROS generation maintains
oxidative stress, which could be responsible for the higher
baseline apoptosis observed in CF cells. Furthermore, as a
marker of cytotoxicity, increase lactate dehydrogenase (LDH)
release from damaged cells has been linked to necrosis in CF cells
exposed to silver (AgNP) and carbon manufactured NP (Jeannet
etal,, 2016). Also, a dose-dependent increase in LDH release was
observed after exposure of normal and CF HBE cells to PM; 5 and
PM;p (Leni et al., 2020), aged gasoline exhaust particles (Kiinzi
etal, 2015) or wood combustion particles (Krapf et al,, 2017). A
loss of transepithelial resistance was showed in CF cells exposed
to O; suggesting the disruption of tight junctions (Ahmad et al.,
2011). However, these NP did not interfere with epithelial
integrity as intact apical junctional complexes were reported
after such exposure (Ahmad et al., 2012; Jeannet et al., 2016).
The observed modification of tight junction properties after O3
but not NP exposure indicates a more pronounced susceptibility
of CF cells to O; than to NP. Yet, CF HBE cells sensitivity to NP
could be potentiated in presence of O;. Indeed, after cell surface
attachment, NP are mainly internalized in cytosol but this
localization was partly switched to nucleus when cells were co-
exposed to O; thus giving NP a potential to exert further harmful
effects (Ahmad et al, 2012).

Oxidative stress response has been shown to be stronger in CF
HBE cells primary cultures compared to non-CF HBE cells.
Wood combustion particles upregulated the expression of the
oxidative stress markers heme oxygenase 1 (HMOX-1) and
cyclooxygenase 2 (COX-2) (Krapf et al, 2017). PM,s and
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FIGURE 3 | Ambient air pollution mediated effects and mechanisms induced in human CF bronchial epithelial cells. (A) Particulate matter effects. Particles are
responsible for cellular death occurring either by necrosis or apoptosis. They are also responsible for inflammation, DNA damage and oxidative stress by inducing
expression of typical genes involved in such responses—interleukin 8 and 6 (IL-8 and IL-6) for inflammation; histone H2A family member X (H2AFX) for DNA damage
repair; superoxide dismutase (SOD1/2), heme oxygenase 1(HMOX-1), nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (NFE2L2) or peroxiredoxin (PRDX2) for antioxidant
response. (B) Ozone effects. Ozone is directly cytotoxic for bronchial epithelial cells by disrupting tight junctions and epithelial integrity and by causing apoptosis.
Promoting the JAK2-STAT1 pathway, ozone leads to pro-inflammatory cytokines secretion through NF-xB activation. CFTR expression is also downregulated leading to
CFTR activity decrease and a CF-like phenotype. (C) Manufactured nanoparticles effects. Nanoparticles are internalized into branchial epithelial cells provoking necrosis
and inflammation. Co-exposure with ozone causes increase in intranuclear delivery of these nanoparticles.

PM,o also upregulated genes involved in oxidative stress
(superoxide dismutase one and 2—SOD1 and 2), antioxidant
defense (HMOX-1, nuclear factor erythroid-derived 2-like
2—NFE212), oxidative protection (NADP(H) quinone

dehydrogenase—NQO1, peroxiredoxin—PRDX2) as well as
genes involved in DNA damage repair (ataxia telangiectasia
mutated kinase—ATM, histone H2A family member H2AFX)
(Leni et al., 2020). This oxidative/anti-oxidative imbalance could
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yield to an inflammation cascade. Indeed, IL-8, G-CSF, and GM-
CSF levels were found to be markedly increased following O
exposure in CFBE41o- cell line (Ahmad etal., 2011). O3-mediated
inflammation is dependent on the NF-xkB signaling pathway
modulated by SERCA2 (Sarcoendoplasmic Reticulum Calcium
ATPase). SERCA2 is downregulated by O; and the specific
downregulation of SERCA2 activates NF-kB pathway and the
subsequent IL-8 release (Ahmad et al., 2011). The O;-induced IL-
8 secretion was reversed by SERCA2 overexpression.
Interestingly, SERCA2 expression is constitutively decreased in
CF airway epithelia, which could potentially explain the basal
inflammation observed in these cells (Ahmad et al, 2009).
Indeed, basal IL-8, G-CSF, and GM-CSF levels were greater in
CF airway epithelial cell lines and CF primary cultures than in
non-CF cells (Ahmad et al,, 2011) as well as IL-6 and MCP-1
levels which are, in CF cells, constitutively largely exceeding those
of non-CF cells (Kiinzi et al., 2015; Jeannet et al., 2016). Such
higher pro-inflammatory cytokines levels could also participate in
turn to ROS generation. As regard to cytokine secretion, the
effects of particle exposure are more controversial. Indeed, in
both non-CF and CF HBE cells IL-8 levels increased after
exposure to PM (Leni et al, 2020), AgNP and CNP (Jeannet
et al., 2016) while polystyrene NP did not induce modification of
IL-8 release (Ahmad et al., 2012). IL-6 levels either increased in
response to PM, AgNP, and CNP in normal and CF HBE cells but
decreased after exposure to aged gasoline particles in CF HBE
cells. Upon exposure to PM and NP, MCP-1 levels increased in
normal cells while they decreased in CF HBE cells (Kiinzi et al,
2015; Jeannet et al., 2016; Leni et al., 2020). Wood combustion
particles did not significantly alter any cytokine release in any of
the cell model considered (Krapf et al., 2017).

KNOWLEDGE GAPS AND FUTURE
DIRECTIONS

Unfortunately, there is no epidemiological data on CF prior to the
industrial revolution that could bring to light the influence of air
pollution composition on CFTR or on the CF airway disease.
Indeed, anthropological studies suggests that CFTR mutation
arose in the early Bronze Age and that the mutations spread from
west to southeast Europe during ancient migrations via healthy
carriers (CF is an autosomal recessive disease—people with CF
inherit one mutated copy of the CFTR gene from each parent,
referred to as a carrier). However, the first description of the CF
disease dates only back to the 1930s (Andersen, 1938). In the
1950s, the median life expectancy for patients with CF was a few
months, not allowing any conclusion to be drawn regarding the
impact of air pollution. Finally, the causative CFTR gene was only
discovered 30years ago (Riordan et al, 1989). There are
geographic differences in life expectancy of CF patients which
could be related to different air pollution, but these discrepancies
are mostly related to the status of developing country or not,
where the weight of accessibility to treatments is bigger than that
of air pollution. Substantial increased number of adults with CF
in developed countries has resulted from delivery of care in well-
organized, multidisciplinary CF centers and the use of effective

drugs to treat infection and improve mucociliary clearance
(Castellani et al., 2009; McCormick et al., 2010). In contrast,
in countries with less well-resourced health-care systems, median
life expectancy can be in the second decade of life because of the
lack of access to treatment.

Epidemiological studies provide information on the global
effect of air pollution on the course of CF disease. However,
individual exposure is difficult to follow and only few pollutants
are currently explored. Exposure estimation is tricky. Except one
study which used spatial interpolation model (Goeminne et al,
2013), all the others estimated individual exposure on average
measures obtained by the closest oriented-population monitoring
air stations rather than direct monitoring at the patient’s residence.
As a consequence, possible exposure misclassification could occur.
Monitoring stations are mainly found in urban areas. How
accurately assess exposure in rural areas? In addition, only few
pollutants are monitored, but are they representative of the
atmospheric mixture? Actual individual exposure also depends
on factors like time spent outdoors, distance from pollution sources
and weather patterns. For example, meteorological conditions are
of primary importance because of their pivotal link to both CF and
pollution: they have effects on CF clinical condition—as shown for
temperature (Collaco et al.,, 2011) and season (Psoter et al., 2013)
on P.aeruginosa lung infection—and they also influence on
pollution chemical composition and evolution. Therefore, the
inclusion of meteorological variables should be considered. A
correct exposure estimation is also in relation with an accurate
determination of possible confounders. In most epidemiological
studies reviewed here, adjustment was made on socio-economic
status. People of low socio-economic status tend to live in areas
with higher ambient air pollution, have lower income and thus
limited access to health care which could explain poorer health
outcomes. Adjustment on socio-economic status may have
reduced residual confounding due to these variables. However,
these studies reveal the lack of inclusion of other confounding
exposures such as tobacco smoke. Of note, cigarette smoking
exposure has been associated with worse clinical prognosis in
CF—decreased growth and weight (Rubin, 1990; Kovesi et al,
1993; Kopp et al., 2015), smaller lung function (Kovesi et al, 1993;
Smyth et al., 1994; Collaco et al., 2008), increased colonization by
MRSA (Kopp et al., 2015), longer periods of intravenous antibiotic
treatment (Gilljam et al, 1990), airway surface dehydration
(Clunes et al, 2012) and CFIR dysfunction (Cantin et al,
2006b; Raju et al, 2013; Marklew et al., 2019; Rasmussen et al.,
2020). In a very recent study, tobacco smoke has also been shown
to limit the therapeutic benefit of tezacaftor/ivacaftor therapy in
pediatric CF patients (Baker et al,, 2021). Similar limiting effects of
air pollution on such treatments could be considered in CF
patients. On the opposite, the effects of cigarette smoke
exposure were reversed with the use of the CFTR potentiator
ivacaftor (VX-770) in non-CF HBE cells (Sloane et al., 2012; Raju
et al, 2017). One could thus also hypothesize the potential
prevention of air pollution effects by CFTR modulators as
shown with DPM-induced CFTR dysfunction rescue by VX-770
(Nguyen et al, 2021). Tobacco smoke and air pollution co-
exposure must be considered in the context of worsening
exacerbations and lung function. The important point here is

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

June 2022 | Volume 13 | Article 908230

282



Blayac et al.

Cystic Fibrosis and Air Pollution

that air pollution is part of a wider concept called exposome.
Exposome corresponds to the sum of all environmental exposures
an organism experiences throughout his/her life, from conception
to death (Wild, 2012). This concept emphasizes that it is impossible
to know to what extent air pollution exposure only influences CF
phenotype as one individual is never exposed to air pollution alone.
Environmental exposures more likely interact with each other and
have cumulative effects. That is why, to be as realistic and accurate
as possible, air pollution should be considered as part of a complete
and complex exposome to reduce potential residual confounding.
In addition to the complexity of this external exposome—all the
external exposures—comes the complexity of an internal
exposome—all the biological responses to exposures—that takes
its origin, in the context of CF, in the great diversity of CF
mutations and their respective consequences on the pleiotropic
functions of CFTR itself. Keeping in mind this notion of exposome
is of the utmost importance in developing new experimental
concepts and lessen the misinterpretation of data. This is true
for epidemiological studies as well as for experimental ones.
Indeed, studying environmental exposures on animals
maintained in strictly controlled conditions—ie., same
exposome—can only provide approximative indications on the
potential biological responses in human populations who are
genetically heterogenous, live in different environments, have
different occupations, etc. and thus have complex and divergent
internal and external exposomes (Bolon and Haschek, 2020).
Experimental studies use animal and cellular models. CF
animal models are numerous and different based on the
nature of the mutation in the Cftr locus (Wilke et al, 2011).
In mice, most of the knock-out models present a severe mortality
due to intestinal obstruction which limits the possibility to study
the disease at adult age. F508del mutation models have a good
survival until maturity and have the advantage to reproduce the
most common mutation found in patients. However, they mainly
reproduce the intestinal aspect of the disease with no basal
specific lung phenotype. On the opposite, the Scnnlb
transgenic model presents a CF-like lung disease but has no
intestinal defect. In addition, this model is not mutated in the Cftr
gene thus diverting the origin of CF disease and limiting other
possible effects resulting from Cftr mutations. Apart from mice,
other CF animal models developing a “spontaneaous” lung
disease have emerged such as pigs, ferrets or rats (Semaniakou
et al,, 2019). As for CF animal models, there is a wide range of
existing CF epithelial cell models (Castellani et al.,, 2018). The
airway epithelium is characterized by a wide diversity of cell
types: basal cells, ciliated cells, goblet cells, club cells, ionocytes
and more (Montoro et al., 2018). These different cell types could
have different susceptibility to air pollution. In the specific
context of CF, ionocytes—cells with a high level of CFTR
expression (Plasschaert et al, 2018; Scudieri et al, 2020)—
could be particularly interesting to examine. Yet, this cellular
complexity of the respiratory epithelium is not always considered.
Indeed, transformed or immortalized cell lines constitute a
simplistic single barely differentiated cell type model. On the
other hand, fully differentiated primary HBE cells cultured at air-
liquid interface, despite subjected to donors’ variability, more
closely mimic the in vivo lung environment and therefore relevant

exposure conditions. These differences in model construction
could explain why responses might be very different from one
study to another.

Beside the limits of the different animal and cellular models of
CF exposed above, another major limitation of the experimental
studies reviewed here resides in pollutants consideration. Several
challenges remain to be tackled. As mentioned earlier, air
pollution consists of a complex reactive mixture evolving in
space and time. Yet only few pollutants—used as indicators
and representing a tiny part of the atmospheric mixture (Os,
NO,, SO,, PM; 5, and PM,y)—are currently monitored. As an
example, ultrafine particles (PM, ;) are not measured directly nor
subjected to guideline values while causing deleterious health
effects (MacNee and Donaldson, 2003; Schraufnagel, 2020).
Moreover, many toxicological studies have been based on the
study of individual pollutants. As a primary approach, studying
individual pollutants is interesting for mechanistic insight and to
give a first glimpse of their respective toxicity. However, it is
limited when numerous pollutants interact together. One isolated
pollutant will not necessarily have the same effects alone or in
combination with others. The relevance of existing experimental
studies can therefore be largely challenged based on the
absence of consideration of such synergism and reactivity
between pollutants making it thus difficult to extrapolate
results to “real life.” In this context of considering pollutants’
dynamic, few studies exist on pulmonary effects of secondary
or aged aerosols (Delfino et al., 2010; Gaschen et al., 2010; Rager
et al,, 2011; Diaz et al., 2012; Kiinzi et al., 2013; Kiinzi et al., 2015;
Krapf et al, 2017). Ahmad et al. are to our knowledge the
only ones to have combined NP and O; exposition, a first
step toward consideration of multi-pollutant interactions
(Ahmad et al, 2012). A disruptive approach consists to
reproduce  multiphasic ~ chemical  processes in  the
laboratory—i.e., continuously produce environments representative
of urban atmospheres—in order to study the impact of air pollution
in particular in the multi-pollutant synergy and multiphasic
dimensions (Coll et al, 2018). For example, the authors have
developed a platform, named PolluRisk, which allows to
reproduce for days the atmospheric phases (gases and aerosols)
similar to those of cities like Paris or Beijing for example. It is
resulting from the coupling of an atmospheric simulation chamber
with exposure devices able to host preclinical models. The
experimental protocol consists in the continuous injection of
primary pollutants (NOx, organic compounds mix simulating
anthropogenic emissions, SO,, soot, inorganic salts and potentially
mineral dust particles if needed) at low concentrations (ppb levels in
air) in the chamber. Due to the residence time in the atmospheric
simulation chamber—around 4 h to represent air masses at a regional
scale—the mixture is exposed to an artificial solar irradiation,
allowing secondary pollutants such as Oj; NO,, formaldehyde,
and peroxyacetyl nitrate (PANs) as well as complex polyfunctional
organics including Secondary Organic Aerosol (SOA) to be formed.
This way, they can reach their chemical steady state. Exposure devices
are then “fed” with a constant flow of such a mixture. A challenge of
such chambers is to reach realistic pollutants doses, a key point as in
vivo and in vitro studies usually expose animal models and cells to
non-realistic elevated pollutants concentrations. For example, in the
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studies reviewed here (Tables 2, 3), an O exposure from 100 ppb to
1.5 ppm corresponds to 195-3 000 pg/m®, levels far from the WHO
guidelines values—100 pg/m® 8-h daily maximum and 60 ug/m® 8-h
mean (World Health Organization, 2021)—and not reached in real
life. For particulate exposure, doses are usually more realistic but
mostly match a high-exposure scenario.

CONCLUSION

A complex relationship exists between gene and environment
into determining human disease phenotypes. If CF is definitely
caused by a genetic defect, environmental aggressions most
probably participate to the progression of CF airway disease.
Epidemiological studies provide some data for a possible
contribution of air pollution to CF airway severity and
morbidity. In addition and although scarce, the existing
experimental literature supports this possible contribution of
air pollution to CF airway disease and gives an insight for
possible mechanisms involved. However, it also underlies
limitations, both conceptual—missing the complexity of
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Annexe 2 Valeurs de fold-change pour tous les marqueurs étudiés chez les souris WT.

Beijing-W; Beijing-W;

Biological endpoint Markers Beijing-S;  Paris-S

18H 72H

MUCS5AC 1,15 1,14 0,90 1,52
Mucin expression MUC5B 0,92 0,96 0,91 0,88
Mean 1,03 1,05 0,91 1,20
Logio 0,01 0,02 -0,04 0,08
MLI 1,15 0,94 1,03 1,03
MMP9 0,71 0,66 - 1,21
Destruction of lung MMP12 0,53 1,28 1,23 0,62
tissue NE 0,31 2,13 1,15 0,95
Mean 0,68 1,25 1,14 0,95
Log1o -0,17 0,10 0,06 -0,02
Oxidative stress MPO/GPX1 Ratio 0,43 1,49 0,08 0,07
Logio -0,37 0,15 -1,10 -1,15
CCL5 0,28 2,38 0,84 0,49
CXCL1 0,23 0,84 0,75 0,81
CXCL10 0,60 1,20 1,18 0,58
IFNg 0,41 1,17 1,22 0,46

G-CSF 0,29 0,15 34,63 -
IL-1a 0,87 1,56 0,95 0,61

IL-1b 0,00 5,12 - -
IL-2 0,78 1,38 0,98 0,61

IL-6 0,00 0,60 1,44 -
IL-9 0,68 1,86 0,64 0,47
) IL-12(p40) 0,92 1,58 0,47 0,05

Pro-inflammatory

markers IL-13 2,67 0,88 1,51 0,00
IL-15 0,52 2,47 0,77 0,13

IL-17 0,17 1,32 0,00 -
MIP-1a 0,13 1,18 - 0,00

TNFa 0,00 0,97 - -
VEGF 0,74 1,07 1,16 0,64
NE 0,31 2,13 1,15 0,95
Macrophages (103/mL) 1,35 0,94 0,78 1,22
Lymphocytes (103/mL) 0,75 1,28 1,80 0,65
Neutrophils (103/mL) 0,78 0,87 1,76 0,52
Mean 0,57 1,45 3,59 0,51
Logio -0,24 0,16 0,56 -0,29
Anti-inflammatory IL-10 1,25 1,24 1,10 0,60
marker Log1o 0,10 0,09 0,04 -0,22
Inspiratory capacity 0,88 0,97
Lung function Static compliance o NN 0,84 098
Mean 0,86 0,98
Logio -0,07 -0,01
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N.A = Non applicable car non mesuré

Pour chaque atmosphére considérée et pour chaque marqueur étudié, les fold-change ont été
calculés entre le groupe de souris exposées aux atmospheres urbaines et le groupe de souris
exposées a I’atmosphére contrdle correspondante. Un fold-change moyen a ensuite été calculé
pour chaque ensemble de marqueurs. Les Logio de ces fold-change moyens ont ensuite été
calculés afin de tracer les graphiques radar. Dans le tableau, les cases vides renvoient a un fold-
change qui n’a pas pu étre calculé pour cause d’un dénominateur égal a zéro (valeur du
marqueur égale a zéro dans le groupe témoin). Ces valeurs manquantes n’ont ainsi pas pu étre

incluses dans le calcul du fold-change moyen de 1’endpoint biologique correspondant.
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Annexe 3 Valeurs de fold-change pour tous les marqueurs étudiés chez les souris Cftr™mEUR,

Beijing-W; Beijing-W;

Biological endpoint Markers Beijing-S, Paris-S

18H 72H
MUCS5AC 1,18 0,59 0,77 0,93
) . MuCsB 1,09 0,83 0,91 0,86
Mucin expression
Mean 1,13 0,71 0,84 0,90
Log1o 0,05 -0,15 -0,08 -0,05
MLI 0,97 0,98 0,98 1,01
. MMP9 0,50 1,36 - 1,60
Des"”:it;:::””"g MMP12 1,17 1,34 1,18 0,96
NE 1,60 4,32 1,33 1,18
Mean 1,06 2,00 1,16 1,19
Log1o 0,03 0,30 0,06 0,08
L MPO/GPX1 Ratio 1,95 1,42 0,79 3,08
Oxidative stress

Log1o 0,29 0,15 -0,10 0,49
CCL5 1,48 2,15 2,06 1,37
CXCL1 1,05 5,00 0,79 1,58
CXCL10 1,34 2,88 1,42 1,49
IFNg 1,24 0,71 6,66 2,09
G-CSF 0,57 3,64 1,21 1,21
IL-1a 1,37 2,02 1,69 1,43
IL-2 1,16 1,15 1,43 1,30

IL-6 0,00 13,28 1,61 -
IL-9 2,29 1,60 1,30 1,04

IL-12(p40) 0,76 1,61 1,55 -
Pro-inflammatory IL-13 0,65 0,00 1,78 0,92
markers IL-15 0,17 3,69 1,85 1,53

IL-17 - 6,87 0,00 -

MIP-1a 0,97 7,32 0,00 -

TNFa - 12,13 - -
VEGF 0,96 1,16 0,94 0,71
NE 1,60 4,32 1,33 1,18
Macrophages (103/mL) 6,38 2,11 0,94 1,27
Lymphocytes (103/mL) 10,57 1,83 0,33 0,37

Neutrophils (103/mL) 6,79 4,86 0,06 -
Mean 2,19 3,92 1,50 1,25
Logio 0,34 0,59 0,18 0,10
Anti-inflammatory 1L-10 2,79 2,70 1,99 1,70
marker Logio 0,45 0,43 0,30 0,23
Inspiratory capacity 0,97 0,98
. Compliance 0,92 0,94

Lung function N.A N.A

Mean 0,95 0,96
Logio -0,02 -0,02
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N.A = Non applicable car non mesuré

Pour chaque atmosphére considérée et pour chaque marqueur étudié, les fold-change ont été
calculés entre le groupe de souris exposées aux atmosphéres urbaines et le groupe de souris
exposées a I’atmosphére contrdle correspondante. Un fold-change moyen a ensuite été calculé
pour chaque ensemble de marqueurs. Les Logio de ces fold-change moyens ont ensuite été
calculés afin de tracer les graphiques radar. Dans le tableau, les cases vides renvoient a un fold-
change qui n’a pas pu étre calculé pour cause d’un dénominateur égal a zéro (valeur du
marqueur égale a zéro dans le groupe témoin). Ces valeurs manquantes n’ont ainsi pas pu étre

incluses dans le calcul du fold-change moyen de 1’endpoint biologique correspondant.
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