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Résumé

Cette revue fait le point sur les altérations de la santé attribuables a des
perturbations du Systéme Immunitaire consécutives a une exposition a 1’ozone ainsi que
sur les diverses hypothéses mécanistiques étudiées. Au dela des problemes posés par des
criteres de variabilité (age, sexe, concentrationugfedl’exposition différentes, caractere
peu rémanent de I’ozone, complexité du systéme immunitaire...) I’0zone peut induire, une
immunostimulation se manifestant par une intensification des phénomenes allergiques ou
une immunosuppression caractérisée par une augmentation de la sensibilité aux infections
bactériennes. Des fonctions de différents acteurs de la réponse immunitaire sont atteintes:
capacité de phagocytose et de bactéricidie par les macrophages et polynucléaires, activité
NK, production de cytalkies, d’anticorps... En terme de risque, les conséquences de ces
altérations dépendront de leur intensité, de leur pérennité et de leur association avec des
caracteres génétiques particuliers ou avec d’autres agressions, par exemple infectieuses. De
méme il faut considérer que nous sommes souvent exposés a un meélange de polluants dont
les interactions nous restent, a ce jour, inconnues. Il faut enfin évoquer le probleme de la
réponse, normale mais éventuellement exacerbée, du systéme immunitaire a uré compos

dont I’allergénicité peut avoir ét€ modifiée par I’ozone.

Mots clés : Ozone, systeme immunitaire, immunotoxicité, allergies, infections respiratoires.



Introduction

La pollution atmosphérique est caractérisée par la présence dans l'air de substances nocives
pour les étres-vivants, en particulier 'homme. Ces substances peuvent étre d'origine naturelle
ou anthropique. En effet, la nature est responsable de rejets de polluants dans l'air : poussieres
et particules issues de phénomenes d'érosion ou d' éruptions volcaniques, émissions de CO,
d'oxydes d’azotes (NOx), et de composés organiques volatiles (COV) provenant des océans et

des végétaux, qui constituent le niveau de base de pollution ou pollution naturelle. Toutefois,
la plupart des polluants atmosphériques les plus nocifs provient des activités humaines. Les
sources anthropiques principales sont les transgbi®x, CO, COV, particules, ozone),
l'industrie (SO, aérosols complexes formés de nitrates, sulfates, acides, métaux et particules)

et le chauffage urbaifSG,). Alors que les émissions des sources fixes n'ont cessé de

diminuer depuis 20 ans, laugmentation constante du trafic automobile a projeté les
émanations liées a la combustion des carburants au premier rang des préoccupations et des
réglementations concernant la pollution de l'air [1]. En conséquence, certains polluants tels
que le S@sont a I'neure actuelle globalement en régression tandis que des composés comme
les particules diesel, les NOx ou encore I'0zone sont stables ou en Iégére augmentation [1]. Ce
dernier polluant présente la particularité de ne pas étre émis directement par les véhicules.
C'est un polluant secondaire qui résulte de réactions photochimiques complexes entre les
oxydes d'azotes et les composés organiques volatiles. Compte tenu de cette chimie
particuliere, les effets sur la santé de la pollution par I'ozone sont surtout localisés dans les
zones urbaines tres ensoleillées.

Les effets sur la santé de la pollution d'origine automobile sont perceptibles sur les divers
tissus composant le systeme respiratoire. Les manifestations les plus habituelles sont : une
irritation des bronches, une augmentation de la susceptibilité aux infections bactériennes et
virales, éventuellement une augmentation de I'hyperréactivité bronchique lorsque les sujets
sont prédisposés, enfin, des effets mutagenes et cancérogenes ont été évoqués. Ces
observations sont les résultantes d’interactions entre plusieurs composants initiaux parmi

lesquels on peut relever : la chronicité de 1’exposition a de faibles doses parfois entrecoupée

de pics, la complexité et le type des mélanges de polluants, des caracteres de susceptibilité



individuelle des personnes exposées ...

L’hypothése la plus couramment admise suggere que ces différents parametres induisent une
succession de réponses inflammatoires locales qui, pérennisées et additionnées, concourent
aux déreglements métaboliques qui sont a ’origine des diverses pathologies pré-citées. Des
résultats de travaux expérimentaux ont montré que l'exposition a différents types de polluants
(ozone, NQ@, SQ, particules diesel...) induit des perturbations du systéeme immunitaire. Ces
dernieres peuvent étre, en retour, responsables de I'exacerbation des réactions allergiques chez
les individus prédisposés, et de l'augmentation de la sensibilité aux infections ou au cancer.
Cependant les mécanismes selon lequel ces polluants affectent le systéme immunitaire ne sont
pas encore clairement explicités a ce jour.

Le systéme immunitaire joue en effet un réle fondamental dans la surveillance et le maintien
de l'intégrité de l'organisme, en détectant et en éliminant les composés étrangemnirce de

tels que les micro-organismes pathogeéenes, les particules et fibres, les cellules modifiées
(tumorales), etc. Les constituants du systeme immunitaire sont disséminés dans tout
'organisme et interagissent avec beaucoup, si ce n'est tous, des autres systémes
physiologiques (endocrinien, nerveux...). Il est donc particulierement justifié d'étudier les
effets de substances toxiques sur le systéme immunitaire puisque cela pourra avoir des
répercussions importantes et variées au niveau de la santé de l'individu.

L'ozone, comme de nombreux polluants atmosphériques, entre dans la catégorie des agents
irritants du tractus respiratoire. L'exposition aigué a I'ozone provoque des irritations au niveau
des yeux, du nez, de la gorge, des altérations (réversibles) de la fonction pulmonaire, une
hyperréactivité¢ bronchique et une inflammation pulmonaire se traduisant par une
augmentation du nombre et de la variété des cellules et des médiateurs de l'inflammation
retrouvés dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire [2]. Cette inflammation pulmonaire peut
entrainer des lésions structurales irréversibles (altérations au niveau des cellules ciliées, des
pneumocytes I...) ainsi qu'une augmentation de la sensibilité aux infections respiratoires [3].
Hyperréactivité et inflammation bronchiques sont également rencontrées dans l'asthme. I
n’est pas déraisonnable de penser que I’ozone pourrait donc exacerber les crises chez les
asthmatiques, bien que ce point de vue soit, a I’heure actuelle, toujours controversé. La

plupart de ces manifestations, observées expérimentalement ou simplement suspectées, peut



s'expliguer par un dysfonctionnement du systéme immunitaire, soit dans le sens d'une
immunosuppression (diminution de la résistance aux infections), soit au contraire dans le sens
d'une immunostimulation (augmentation des crises d'asthme, allergies).

Cette revue fait le point sur les travaux publiés a ce joudesutffets de 1’ozone sur le

fonctionnement du systeme immunitaire et leurs conséquences.

I. Mise en évidence des effets de l'ozone sur le systéme

iImmunitaire

1. Ozone et hypersensibilité pulmonaire

L'hypersensibilité pulmonaire est un phénoméne complexe, dépendant d'un certain nombre de
facteurs individuels et d'interactions entre allergenes et constituants du systéeme immunitaire

(figure 1).
1.1. Hypersensibilité immeédiate

Hormis I'étude de Ozawet al qui a mis en évidence une suppression de la production d'IgE
chez des souris sensibilisées aprés exposition a I'ozone [4]. les travaux réalisés chéz I'anima
s'accordent a montrer une exacerbation des réactions allergiques liée a lI'ozone [5-7].

Chez I'nomme, I'étude de I'effet d'une exposition a I'ozone sur la réponse de sujets allergiques
a abouti a des résultats contradictoires. L'exposition d'asthmatiques a 0,12 ppm d'ozone
pendant une heure semble augmenter de facon significative I'hnyperréactivité bronchique a
divers pneumallergénes (pollens) [8]. Toutefois, pour une exposition similaire, ce phénoméne
de synergie n'a pas été confirmé [9]. De méme, aucun changement n'a été noté chez des sujets
atteints de rhinite allergique aprés exposition a 0,5 ppm d'ozone pendant quatre heures [10]

Par contre, I'étude de Jorred al a montré que l'exposition a l'ozone augmentait

I'hyperréactivité bronchique allergique. Des sujets asthmatiques, exposeés a 0,25 ppm d'ozone
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pendant trois heures, ont développé des réponses exacerbées suite a l'inhalation d'un allergene
de type pollinique. Des modifications dans la fonction pulmonaire et dans I'hyperréactivité
bronchique non spécifique (explorée par la métacholine) ont été aussi observées [11].

Par ailleurs, il semble que l'exposition de grains de pollen a I'ozone modifie le profil des

allergénes exprimeés [12, 13].

1.2. Hypersensibilité retardée

L'étude des effets de I'ozone sur I'hypersensibilité pulmonaire de type IV (retatdée}ce
peu explorée. Récemment, il a été rapporté que cette derniére était tres atténgée, apre

exposition a lI'ozone, chez la souris [14].

2. Ozone et résistance aux infections

2.1. Infections bactériennes

L’ozone est suspecté depuis longtemps d’altérer la résistance des animaux de laboratoire, aux

infections bactériennes. Des 1957 était noté que 1’exposition a des teneurs en ozone de

I’ordre du ppm augmentait la fréquence d’affections respiratoires spontanées chez les

rongeurs [15]. Depuis, de nombreux modéles de pneumopathies expérimentales ont été
développés afin de confirmer ces observations.

L'exposition aigué (quelques heures) ou subaigué (quelques jours) de hamsters ou de souris a
des teneurs en ozone comprises entre 0,1 et 0,8 ppm augmente significativement la mortalité
des animaux soumis a un aérosol bactérien [16-19]. Chez la souris, des réponses variables ont
été notées selon la souche et I'age, les souris les plus jeunes s'étant révélées les plus sensibles
[17-19]. Par contre, I'exposition a I'ozone ne semble pas modifier la sensibilité des rats [17].
Apres infection ave&taphylococcus aureusn effet de résistance a été mis en évidence chez

la souris : l'activité bactéricide intrapulmonaire, initialement altérée apres un a trois jours
d'exposition continue a 0,5 ppm d'ozone, n'est plus significativement différente des témoins

apres une a deux semaines d'exposition [20].



L'ozone semble n'avoir aucun effet sur l'activité bactéricide intrapulmonaire envers des
bactéries Grantelles queProteus mirabilis[20] ou Klebsiella pneumoniaf21]. L'infection

par ces bactéries provoque un afflux de neutrophiles dans les poumons a la différence d'une
contamination par une bactérie GfaoommeStaphylococcuaureus[20]. Ceci pourrait étre
interprété comme montrant que l'ozone agit plus spécialement sur les défenses
antibactériennes pulmonaires dépendantes des macrophages alvéolaires et non pas des
neutrophiles.

Enfin, l'ozone augmente également la sensibilité de rats et souris aux infections respiratoires

de type chronique telles que la tuberculose [22] ou la listériose [23].

2.2. Infections virales

Les effets de 1’ozone sur le développement de maladies respiratoires virales ont été évalués

chez ’homme et chez la souris. A la différence des infections bactériennes, ces études n’ont

pas permis de mettre en évidence une relatiore €exposition a 1’ozone et 1’augmentation

de la gravité des infections pulmonaires [24, 25]. L'expositiowitro de macrophages
alvéolaires humains a 1 ppm d'ozone pendant deux heures avant contamination par le virus
respiratoire syncytial ne modifie ni le pourcentage de cellules infectées, ni la quantité de virus
produits [26].

Un effet protecteur de 1’ozone vis a vis de I’infection grippale a méme été rapporté. Des souris
contaminées par un virus grippal pendant ou apres exposition a 0,5 ppm d'ozone durant 15
jours, présentent une diminution de la mortalité et de la gravité des Iésions pulmonaires [27].
La réponse immunitaire antivirale est en partie responsable des Iésions pulmonaires observées
apres une infection grippale. L'exposition a I'ozone pourrait réduire la sévérité des infections

grippales via une suppression de la réponse immune antivirale [28].

3. Ozone et cancer

Les études de cancérogénése réalisées chez la souris (souche B6C3F1) onvitéhen é

une augmentation du nombre des tumeurs pulmonaires spontanées chez les animaux traités



par 0,5 a 1 ppm d'ozone [29-30]. Chez le rat, les résultats sont plus contradictoires. Boorman
et al ont montré que chez la souche Fischer 344/N, I'ozone n'avait aucun effet cancérigene ou
co-canceérigene [29] tandis que les travaux de Monchetual chez la souche Sprague-

Dawley ont révélé un effet cancérogene ou cocancerogene potentiel de I'ozone pour une

concentration de 0,2 ppm [31].

4. Ozone et maladies auto-immunes

A notre connaissance, une seule étude a établi un lien possible entre une exposition a l'ozone
(0,75 ppm pendant 48 h) et le développement d'une maladie auto-immune, se traduisant par
des lésions et une inflammation au niveau des parathyroides chez le lapin [32]. Toutefois,

cette observation n'a pas été confirmée depuis.

L'ensemble de ces travaux, en particulier ceux meneés sur les réactions allergiques et sur la
résistance aux infections bactériennes ou virales apres exposition a I'ozone, montre que ce
dernier a divers effets sur le développement de processus dont le systéme immunitaire est un
élément de controle.

De nombreuses études ont été réalisées afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de

l'ozone sur la réponse immune.

ll. Mécanismes d'action. Effets sur les différents composants du

systeme immunitaire

1. Effets de I'ozone sur les organes lymphoides

Les travaux, réalisés essentiellement chez la souris révélent que I'exposition a lI'ozone (0,3 a
0,8 ppm) induit une diminution du poids de la rate et du thymus durant les trois ou quatre
premiers jours, suivie d'un retour progressif aux valeurs témoins au bout de sept a 14 jours

d'exposition [33-38]. Toutefois, Fujimakt al.ont montré qu'une exposition a 0,4 ou 0,8 ppm



d'ozone pendant 14 jours, entrainait une diminution réguliere du poids du thymus [33,39],
alors que Li et Richters n'ont observé aucun changement pour une exposition de 0,3 ppm

pendant une, deux ou trois semaines [37].

Une exposition a 0,7 ppm d'ozone pendant 28 jours entraine une diminution transitoire du
poids du ganglion lymphatique médiastinal (GLM) durant les deux premiers jours. Ensuite,
une réponse hyperplasique se développe et se maintient jusqu'au 28éme jour [34, 35, 38]. Ces
observations sont corrélées avec le nombre de cellules ganglionnaires : une exposition a 0,8
ppm d'ozone provoque une diminution significative du nombre de cellules a J1, un retour aux
valeurs témoins a J3 et une augmentation significative a J7 et J14 [36]. Une étude plus
poussée montre que ce sont les lymphocytes T qui sont en cause et non les lymphocytes B.
C'est en effet la zone paracorticale, riche en cellules T, qui est active, tandis que la zone
corticale, riche en cellules B reste quiescente. De plus, lorsque les animaux sont traités avec
un anticorps anti-cellules T, I'nypertrophie du ganglion est fortement diminuée [40]. De facon
similaire, lorsque des rats sont exposés a 0,5 fgjmone (0,25 ppm) pendant sept jours, le
rapport T/B augmente au niveau des ganglions lymphatiques bronchiques. Cette modification
est toujours visible cing jours aprés la fin de I'exposition [23]. Le thymus semble jouer un role
important dans les changements observés au niveau du GLM : les modifications sont trés
atténuées chez des souris athymiques (nude) exposées a 0,7 ppm d'ozone pendant sept ou 14
jours [41].

Afin d'étudier les effets subaigus et chroniques de l'ozone a des concentrations plus
représentatives de celles rencontrées dans la tropospheére, des rats ont été exposés durant une,
trois, 13, 52 ou 78 semaines a des teneurs en ozone simulant un profil urbain, avec des
concentrations consécutives allant de 0 a 0,25 ppm sur 24h. Les coupes histologiques réalisées
au niveau de la rate, du thymus, de la moelle du fémur et de certains ganglions lymphatiques
(médiastinal, mandibulaire et péribronchique) prélevés chez ces animaux, n‘ont révélé aucune

différence par rapport aux animaux témoins [42].

2. Effets sur les macrophages alvéolaires



Les macrophages alvéolaires jouent un réle prépondérant dans I'immunité locale de I'appareil
respiratoire. Responsables du maintien de la stérilité de l'alvéole pulmonaire, ils ont pour
tache principale d'éliminer (par phagocytose) les particules étrangéres (poussieres,
bactéries...) qui atteignent le poumon profond. Présents dans la lumiére de l'alvéole, ils sont
en contact direct avec l'air inspiré et constituent, de ce fait, une cible de choiepour

polluants inhalés, gazeux ou particulaires.

2.1. Effets sur le nombre de macrophages alvéolaires

De nombreux travaux, effectués chez I'animal (rat, souris, cobaye), ont mis en évidence une
augmentation du nombre de macrophages recueillis par LBA environ 48 heures apres le début
d'une exposition de quelques heures a quelques jours, a des teneurs en ozone variant de 0,12 a
2 ppm [43-46]. Chez 'hnomme cependant, aucun afflux n'a été observé une heure apres une
exposition a 0,4 ppm d'ozone durant deux heures [47,48]. Cette augmentation du nhombre des
macrophages alvéolaires s'accompagne d'une activation du métabolisme cellulaire [44] et d'un

index mitotique élevé [43].

2.2. Effets sur la structure des macrophages alvéolaires

Les variations suivantes ont été observées : augmentation significative du volume et du
diamétre cellulaire [49], diminution transitoire du rapport nucléoplasmique liée a une
augmentation significative de la taille du cytoplasme des macrophages [43], diminution du
nombre des lysosomes primaires et des phagosomes, au profit des lysosomes secondaires
[49]. Les modifications les plus importantes semblent cependant porter sur la membrane
plasmique [50,51].

Il est vraisemblable que les changements dans la morphologie de surface des macrophages
alvéolaires sont associés a une modification de leurs fonctions, en particulier dans le cas de la

réponse immunitaire ou ces cellules jouent de nombreus. réle

2.3. Effets sur les fonctions des macrophages alvéolaires
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Les macrophages alvéolaires jouent un role essentiel dans les phénoménes de phagocytose et
de bactéricidie. lls sont également doués d'une capacité de sécrétion tres importante. Plus
d'une centaine de substances sont susceptibles d'étre produites (cytokines, facteurs de

croissance, dérivés lipidiques, hydrolases, dérivés réactifs de I'oxygene, etc.).

2.3.1. Effets sur la phagocytose et la bactéricidie

Les effets de I'ozone sur l'activité phagocytaire des macrophages alvéolaires ont &gretudié
vivo, ex vivoet in vitro. La variabilité des protocoles expérimentaux rend difficile toute
conclusion globale, cependant, une diminution de la phagocytose est généralement constatée
apres exposition a lI'ozone (tableau I).

Une fois ingéré par les macrophages, I'agent pathogéne peut étre détruit grace a deux grands
types de mécanismes qui sont, soit indépendants de l'oxygéne (pH intravacuolaire, hydrolases
acides...) soit dépendants de I'oxygéne (formation de dérivés actifs de I'oxygene).

L'exposition a I'ozone conduit a une diminution des quantités et/ou des activités de certaines

hydrolases. Par contre, il ne semble pas modifier le contenu des cellules en anion superoxyde

(O2*) (Tableau II).

2.3.2. Effets sur 'activité sécrétrice des macrophages alvéolaires
Un certain nombre de substances sécrétées par les macrophages, par exemple des cytokines
ou des dérivés de l'acide arachidonique, interviennent, seules ou en synergie, pour moduler la
réponse immunitaire.

Il a été montré que I'ozone pouvait modifiervivo commein vitro, la capacité de sécrétion

des macrophages alvéolaires (tableau Il).

3. Effets de I'ozone sur les lymphocytes

3.1. Effets sur le nombre de lymphocytes pulmonaires

-11-



L'exposition de souris a 0,7 ou 0,8 ppm d'ozone pendant 4 a 24 jours provoque un afflux de
lymphocytes T sur le site des Iésions pulmonaires induites par I'ozone [35]. Par contre, aucune
infiltration de lymphocytes B sécrétant des IgM [35, 74] ou des IgG [74] n'a été mise en

évidence. Seule une légere augmentation du nombre de cellules contenant des IgA a été

observée [74].

3.2. Réponse fonctionnelle non spécifique

3.2.1. Prolifération en réponse a des mitogenes

Divers stimulants sont utilisés. La phytohémaglutinine (PHA) et la concanavaline A (ConA)
induisent la prolifération des cellules T tandis que le lipopolysaccharide (LPS) induit la
prolifération des cellules B murines. Le mitogene de pokeweed (PWM) est actif sur les
cellules B humaines en présence de lymphocytes T dont il stimule également la prolifération.
Divers travaux ayant porté sur I'étude des effets d'une exposition a I'ozone sur la capacité
proliférative des lymphocytes en réponse a des mitogénes non spécifiques, ont abouti a des

conclusions divergentes (tableau 1V).

3.2.2. Activité sécrétrice

L'expositionin vitro de leucocytes sanguins humains a 1 ppm d'ozone pendant deux heures
altére la capacité des lymphocytes B a produire des IgG en réponse au PWM (stimulus
dépendant des cellules T) mais pasStaphylococcus aureugstimulus indépendant des
cellules T). Il semblerait donc que les cellules T soient les plus sensibles a I'ozone. Toutefois,
les cellules B doivent aussi étre touchées car, lorsqu'elles sont exposées a I'ozone puis mises
encontact avec des cellules T témoins, la production d'lgG en réponse au PWM est toujours
diminuée. Par ailleurs, la sécrétion d'un certain nombre de lymphokines régulant la synthése
d'anticorps est également altérée. Une diminution des quantités d'IL-2 et une augmentation

des quantités d'IL-6 sécrétées ont été observées. La productiornydildlpas été modifiée et
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les concentrations d'lIL-4 étaient en dessous des limites de détection [79].

3.2.3. Activité NK

Présente dans de nombreux tissus, l'activité cytotoxique liée aux cellules dites "Natural Killer"
(NK) est une activité non restreinte par le CMH (complexe majeur d'histocompatibilité), qui
est développée par des cellules lymphoides non sensibilisées vis-a-vis de cellules tumorales
ou infectées par des virus. Les cellules responsables de cette activité forment une population
hétérogéne, distincte des lymphocytes T matures, des lymphocytes B et des monocytes [80].
Les effets de I'ozone sur l'activité NK au niveau local (pulmonaire) ou systémique, résumés

dans le tableau V, montrent le plus souvent un effet inhibiteur.

3.3. Réponse fonctionnelle spécifique

Diverses expériences ont été réalisées afin d'étudier l'effet de I'ozone sur la réponse immune

cellulaire et humorale spécifique.

3.3.1. Blastogénese

La prolifération des lymphocytes spléniques en réponse a I'ovalbumine est significativement
plus faible a J7 et J14, chez des souris sensibilisées et exposées a 0,8 ppm pendant un, trois,
sept et 14 jours. A l'inverse, la prolifération des cellules du ganglion lymphatique médiastinal

est significativement augmentée a J14 [36].

3.3.2. Production d'anticorps
Lorsque des souris sensibilisées a I'ovalbumine (OA) ont été exposées a 0,8 ppm d'ozone
pendant un, trois, sept ou 14 jours en continu, une baisse des IgA et IgG anti OA est notée au

niveau du LBA pour J7 et J14, mais pas au niveau du sérum [36]. Pour une exposition

similaire, la réponse anticorps des lymphocytes spléniques murins contre les globules rouges
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de mouton (GRM) qui est un antigene dépendant des cellules T, est significativement
inférieure a celle des témoins. Par contre, la réponse anticorps contre le DNP-Ficoll (antigene
indépendant des cellules T) n'est pas altérée [33]. Au bout de 56 jours d'exposition a 0,8 ppm,

ces modifications sont toujours visibles [83].

3.3.3. Hypersensibilité retardée

Chez différents modeles animaux, I'ozone induit une diminution significative de la réaction
d'hypersensibilité retardée au niveau de la peau, mais uniquement lorsque I'exposition est
postérieure a I'immunisation. Dans le cas contraire, aucune modification n'est observée [23,

39].

Une analyse de Van Loveren al. suggére que I'ozone influencerait I'équilibre des réactions
immunes médiées par les cellules €hTh [84]. Ces deux sous populations lymphocytaires
dérivent des cellules 4" (Thy) et ne difféerent que par leur production de cytokines
(figure 1).

Au vu des différents résultats expérimentaux obtenus, I'ozone semble donc capable de réduire
les réactions de type Thce qui se traduit, par exemple, par une diminution de la résistance a
Listeria. A l'inverse, lI'augmentation des phénomeénes allergiques apres exposition a I'ozone

indique que ce dernier favoriserait les réactions de typ§Sfh

4. Effets de lI'ozone sur les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PN) ne sont pas habituellement présents au niveau du
poumon, mais peuvent y étre rapidement recrutés en cas d'agression. La stimulation des
neutrophiles peut entrainer un déversement de diverses substances (enzymes hydrolytiques,
protéines cationiques...) dans le phagosome et le milieu extracellulaire. Ces phénomeénes,
beaucoup plus intenses que chez les phagocytes mononucléés, aboutissent a la destruction de
l'agent pathogéne mais aussi éventuellement a la lyse du PN lui-méme et a une Iésion des

tissus avoisinants.
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4.1. Effet sur 'afflux des neutrophiles au niveau pulmonaire

De nombreux travaux ont mis en évidence un afflux transitoire de PN, au niveau de I'appareil
respiratoire de diverses especes, aprés une exposition (continue ou intermittente) de quelques
heures [43,45,46].

Chez 'homme, une a trois heures apres une exposition comprise entre 0,4 et 0,6 ppm d'ozone
pendant deux heures, une augmentation significative du nombre de PN recueillis par LBA est

notée [48], alors qu' une exposition & 0,25 ppm pendant une heure est sans effet [85].

4.2. Effets sur les fonctions des neutrophiles

Les travaux portant sur I'étude des effets de I'ozone sur les fonctions des neutrophiles ont

essentiellement porté sur les PN sanguins.

4.2.1. Effets sur la phagocytose et la bactéricidie

Une diminution significative mais transitoire du taux de phagocytose et de la bactéricidie de
Staphylococcus epidermidisst observée chez les PN sanguins prélevés 72 heures apres
exposition de volontaires a 0,4 ppm d'ozone pendant quatre heures [86].

A l'inverse, I'expositionn vitro a 0,4 ou 1 ppm d'ozone de PN sanguins isolés chez le lapin,
provogue une augmentation de la phagocytose de billes de latex opsonisées. Aucun

changement n'a été noté chez les PN sanguins humains [87].

4.2.2. Effets sur la sécrétion
Dans des neutrophiles sanguins prélevés chez I'homme et chez le lapin, une diminution des
guantités de thromboxane 8 été observée dans le milieu de culture des cellules exposées a 1

ppm d'ozone pendant deux heures ; les concentrations de 0,1 et 0,4 ppm étant sans effet. A

l'inverse, une augmentation des quantités de prostaglandaét& mise en évidence pour 0,4
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et 1 ppm chez 'hnomme et pour 1 ppm chez le lapin. Par contre, les sécrétions,ge PGF

PGhR, et de LTB n'ont pas été modifiées [87].

5. Effets de I'ozone sur les mastocytes

Au niveau de l'appareil respiratoire, les mastocytes sont situés sous I'épithélium des voies
aériennes et sont capables de relarguer un grand nombre de médiateurs pro-inflammatoires. Ils
jouent un réle clé dans les phénoménes d'allergies, et plus spécifiquement au niveau de
I'hypersensibilité de type I.

Une diminution du contenu en histamine de mastocytes de chiens sensibles a Ascaris a été mis
en évidence apres exposition de segments de bromths&t (via un catheter) a 1 ppm
d'ozone pendant 5 min. Le relargage d'histamine et de prostaglandest &alement plus

faible chez les mastocytes exposés par rapport aux mastocytes témoins, qu'ils aient été
stimulés de facon spécifiquégcari§ ou non spécifique (ionophore calcique A23187) [88].

De facon similaire, I'exposition d'une lignée de mastocytes de rat (RBL-2H3) a 0,1 ou 0,3
ppm d'ozone pendant 60 min inhibe significativement la libération de sérotonine due aux IgE
(stimulus spécifique) et, dans une moindre mesure, au ionophore calciqgue A23187. De plus,
l'ozone seul ne provoque pas de libération spontanée de sérotonine [89].

De nombreux travaux ont montré que I'ozone pouvait exacerber les réactions allergiques (voir
chapitre | 8 1.1). Les résultats précédents suggerent que I'ozone exercerait plutdt un effet
inhibiteur sur la libération par les mastocytes des médiateurs impliqués dans la réaction
d'hypersensibilité immédiate. Cette ambiguité peut-étre expliquée, soit par les modeles
expérimentaux utilisés, soit par des mécanismes d'action qui impliquent des interactions

complexes entre divers acteurs cellulaires et humoraux.

Discussion

Pour un méme paramétre immunologique, une grande variation dans les résultats est observée
dans certains cas. De nombreux facteurs, liés aux systémes expérimentaux, peuvent expliquer

ces conclusions divergentes.
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Il a été montré que la toxicité générale de l'ozone differe selon I'espédiée [90-91].
Certaines souches de rats ou de souris sont méme plus ou moins sensibles a l'action de
l'ozone, ce qui laisse a penser que les caracteres génétiques jouent un grand réle dans ces
variations de sensibilité [92,93]. Le seael'dgedes animaux sont également des facteurs a
prendre en compte, les femelles étant plus sensibles que les males [94]. Les animaux les plus
jeunes et les plus agés présentent une réponse pulmonaire plus marquée a l'ozone que les

animaux adultes [95,96]. Enfin, I'impact de I'ozone peut varier selon I'état physiologisjue

animaux. Ainsi, I'hyperventilation [97] et la lactation [98] sensibilisent les animaux a I'ozone.

Les réponses peuvent également varier selon le protocole d'expdsiteml'’homme, a doses

équivalentes, des différences dans l'altération de la fonction pulmonaire ont été notées selon
gue l'exposition était continue ou intermittente [99]. Chez I'animal, la réponse est modulée par
la température d'exposition, la sévérité des effets variant en sens inverse de la température
[100]. La période d'exposition semble également avoir une influence. Des rats exposés la nuit
(c'est-a-dire durant leur période d'activité) développent des réponses inflammatoires plus
importantes que si I'exposition a lieu le jour [101]. Ces deux facteurs (température et période
d'exposition) sont a relier a I'état physiologique des animaux. Par ailleurs, le moment ou
I'exposition a lieu par rapport au moment ou la réponse est évaluée apparait fondamental. Une
exposition a l'ozone, postérieure a la phase d'immunisation, diminue l'intensité de la réaction
d'hypersensibilité retardée en réponse a une stimulation antigénique. Par contre, une
exposition a l'ozone réalisée avant I'étape d'immunisation n'a aucun effet sur la réaction
d'hypersensibilité retardée [23,39]. Enfin, la notion de dose est particulierement importante.
Pour une méme expérimentation, l'activité NK est stimulée pour des doses relativement
faibles (0,2 et 0,4 ppm) et au contraire inhibée a 0,8 ppm [80].

En ce qui concerne les expositions a moyen et long terme, un point mérite d'étre souligné. Les
animaux soumis a l'ozone s'alimentent moins que les animaux témoins, ce qui se traduit par
une perte ou un gain moins important de poids [102]. Par ailleurs, lorsque les animaux sont
nourris pendant I'exposition, la qualité de la nourriture entre témoins et exposés peut varier
suite a son oxydation par l'ozone [103]. Sachant I'importance du régime alimentaire sur la
réponse immune, il est tout a fait possible que les variations observées au cours de telles

études ne soient qu'un effet indirect de I'ozone.
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Le montage de la réponse immune est constitué par une cascade de mécanismes imbriqués et
finement régulés. Cette complexité rend délicate l'interprétation des modifications en relation
avec le systeme immunitaire observées apres action d'un composeé toxique.

Le probléme est encore compliqué par le fait que la finalité de toutes ces études est d'évaluer
impact sur la santé humaine. Pour des considérations d'éthique évidentes, les études
d'exposition humaine contrdlée sont strictement limitées. L'interprétation des études
épidémiologiques est difficile, dans la mesure ou I'on est confronté a des mélanges de
polluants plus ou moins définis et ou l'exposition de la population est rarement bien connue.
Les études expérimentalés vivo ou in vitro permettent d'étudier les mécanismes d'action

d'un toxique mais chacun de ces modeles présentent des limites. En ce qui concerne les
expérimentations animales, il existe une variabilité importante de réponse aux polluants, liée a
I'espéce voire la souche, a I'age, au sexe.... Il est par conséquent difficile de placee I'homm
dans ce spectre des sensibilités et I'extrapolation des résultats obtenus par ce type d'approche
est délicate. Les étudés vitro permettent d'utiliser du matériel biologique humain (cellules,
tissus...) mais l'extrapolation des résultats a 'nomme est encore plus compliqguée dans la
mesure ou l'on travaille sur des cellules ou des organes isolés, c'est a dire maintenus en
conditions artificielles et souvent largement dédifférenciés donc ne présentant plus les
spécificités constitutives des cellulessitu.

Le probleme se pose alors de la pertinence des essais. Ces différents modéles expérimentaux
(in vivo et in vitro) permettent d'ameéliorer la connaissance des mécanismes d'action en
augmentant la sensibilité et la spécificité des études mais il convient de considérer la relation
entre les effets observés expérimentalement et la santé de I'homme. L'établissement de
protocoles permettant de mettre en évidence ce lien est particulierement indiqué dans le cas
du systéme immunitaire qui, par nature, est amené a réagir et qui, de plus, a une capacité de
restauration propre. En ce sens, les modeles infectieux, qui constituent une évaluation globale
peuvent apporter des réponses.

Un autre point a souligner est que la plupart des travaux ayant mis en évidence un ou des
effets au niveau du systéme immunitaire ont utilisé_des concentratipesieures a celles
rencontrées dans l'environnement. Dans I'némisphére nord, le bruit de fond en ozone

troposphérique est d'environ 0,05 ppm. Cette concentration peut étre multipliée par 5 ou 6 lors
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d'épisodes importants de pollution photochimique (environ 0,3 ppm) mais cette situation reste
heureusement exceptionnelle et localisée (cas de I'étang de Fosse-Berre en Fagnius). L
souvent les teneurs ambiantes en ozone ne dépassent pas 0,1 a 0,15 ppm. Si certains travaux
ont montré que l'exposition a des concentrations en ozone de l'ordre de 0,1 a 0,2 ppm
pouvaient exacerber certaines réactions allergiques [8] ou augmenter la sensibilité aux
infections bactériennes [16, 23], I'essentiel des effets sur le systeme immunitaire ont été
observés pour des teneurs en ozone supérieures a 0,4 ppm. A cet égard, I'étude deetSelgrade
al. n'a pas permis de mettre en évidence de modifications sur de nombreux parametres
immunologiques chez des rats exposés chroniquement a des teneurs en ozone simulant un
profil urbain [25].

Afin de mieux estimer les risques pour la santé des individus, les futures études
expérimentales devront donc aller dans le sens d'une diminution des doses testées, de facon a
se rapprocher au mieux des concentrations ambiantes. D'autre part, surtout dans le cas de
l'ozone qui est un compose tres réactif, la toxicocinétique et la biotransformation devront étre
mieux prises en compte, en particulier dans I'évaluation de la capacité des modeles
expérimentaux a prédire les effets sur I'homme. Enfin, toujours dans le but de mieux cerner ce
qui se passe dans l'environnement, I'étude d'éventuelles interactions entre plusieurs polluants
devra se généraliser, encore une fois uniquement aprés une phase préalable de réflexion sur la
pertinence du modele expérimental et en privilégiant évidemment des associations logiques en
terme de risques (mélanges a priori potentiellement toxiques et fréequemment rencontrés dans
I'atmosphere).

Enfin, en complément a I'étude des effets de l'ozone sur le fonctionnement du systéme
immunitaire d'organismes exposés, il ne faut pas oublier d'envisager les éventuelles
modifications de I'immunogénicité en général, et de l'allergénicité en particulier, des antigenes

de I'environnement soumis a ce polluant.
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Tableau | Effets de I'ozone sur la phagocytose des macrophages alvéolaires.

(GRM : globules rouges de mouton ; StapBtaphylococcuaureus; Str. :Streptococcugooepidemicys

exlp\)ﬂéc;?rﬁleenta Exposition Type de particul§ Opsonisation| Phagocytosg Référenceg
In vivo
Lapin 0,3-9,5 ppm/ 3h Str. spe N [52]
Rat 2,5 ppm/5h Staph. N [53]
Souris  |0,4; 0,8 ppm/ 3h Str. A [19]
Ex vivo
Lapin 0,1;0,3;0,6 ppm/3h| Billes de latex + Nl [54]
0,1 ppm/ 2h Billes de latex - b [55]
Rat 0,8 ppm/ 3, 7, 20j Billes de latex + 7 [56]
0,13-0,75 ppm / 1sem Listeria - N [23]
0,4ppm/1, 3, 7] GRM + 7 [57]
Souris | 0,5 ppm / 114 GRM + N [20, 58]
0,4ppm/1,3,7j GRM + N [57]
Homme |0,4 ppm/2h Candida +et- N [48]
Invitro
Rat 0,74-4,48 ppm/ 1h Billes de latex - 3 [59]
0,2-6,1 ppm / 2h Billes de latex - S [60]
Homme |0,18;0,5;1 ppm/4h GRM + N [61]

1 Effet transitoire

Tableau Il Effets de I'ozone sur les constituants intracellulaires bactéricides des macrophages alvéolaires
(MA).

(B-gluc : B-glucuronidase ; Lys : lysozyme ; PA : phosphatase acide ; pHi : pH intracellulaire)

MOdegxsggﬁmemal pHi Hydrolases 0, | Références
Lys PA B-gluc
Lapin
0,1;0,3;06ppm/3f N [62]
0,25-7 ppm/ 3h N? Vo NG [63]
0,3 ppm/ 4j N [64]
0,15 ppm/ 4 sem > [65]
Rat
0,64 ppm/ 4 serh N [66]
2,5 ppm / 5h NS NS N3 [53, 67]
MA humains
1 ppm / 2K(in vitro) 9: [61]
N
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! Effet transitoire

2 Rats infectés ou non pBseudomonas aerugino4# jours avant

% Uniquement chez les macrophages ayant phagStgphyloccocus aureus
“ Spontané

®Induit par I’ester de phorbol

Tableau Il -Effets de l'ozone sur ’activité sécrétrice des macrophages alvéolaires (MA).

(FCL : Facteurs Chimiotactiques pour les Leucocytes ; IFN: Interféron:; literleukine; PGE2
Prostaglandine E2 ; TN&- Tumor Necrosis Factax)

Modele expérimentd |eN | TNF- | IL-1 | IL-6 | IL-8 | PGE2| FCL Références
Exposition

Lapin

1;5ppmBh N [68]

0,3 ppm / 4 Np [64]

Souris

0,8 ppm / 14, 21] > [69]

Rat

2 ppm/ 3h 2 2 [70]

MA humains (in vitro)

0,1;0,4;1ppm/1h 2 2 2 2 [71]
1 ppm/ 24h > > > [61]
0,1;0,3;1ppm/2h 2 [61]
1,2 ppm/ 2h 2 [72]
MA cobaye (in vitro)

0,1;0,4;1ppm/1h 7 7 [71]
MA bovins (in vitro)

0.25-1 ppm 2 ou 4h 2 2 [73]

!Aprés stimulation par le LPS
Tableau IV- Réponses prolifératives lymphocytaires non spécifiques en réponse a l’ozone.

(ConA: concanavaline A; GLM: ganglion lymphatigue médiastinal ; UR®polysaccharide ; PHA
phytohémaglutinine ; PWM : mitogéne de Pokeweed)
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Espéece

Origine des Exposition Mitogéne Prolifération | Référence
lympho.
Homme
Sang 0,6 ppm/ 2h ConA, PWM 91 [75]
" PHA A
Sang 0,12 ;0,4 ppm/ 2h PHA N2 [76]
ang ppm / 4-6hif vitro onA, ,
S 1 / 4-6hif vitro) | ConA, PHA, PWM N [77]
Rat
Rate 1 ppm/7j ConA, PHA, LPS A [78]
2 ppm 4j / air / 2 ppm 1 " >
Rate profil urbain / 1-78 sem|  ConA, PHA 2 [42]
Souris 5
GLM 0,7 ppm/ 28] ConA 7'4 [40]
Rate et GLM 0,8 ppm / 114 PHA N [36]
Rate 0,1 ppm/ 103j ConA, PHA 3 [21]
" LPS
! Deux et quatre semaines aprés 1’exposition
224 et 72 hures apreés 1’exposition
3Prolifération au 14" et 28™%jour d’exposition seulement
* Au premier jour d’exposition seulement
Tableau V Effets de I'ozone sur l'activité NK.
Origmgspéce Exposition Activité NK | Référence
Poumon
Rat 1ppm/1,5,7,10j N [81]
" 0,8 ppm/ 7] N [80]
0,2;0,4ppm/7j 2
Rate
Sauris 0,8 ppm/1, 3,7, 14j N [36]
Rat Profil urbain / 1-78 sem > [42]
Sang L
Homme 0,18;0,5;1 ppm/6h A [82]
(in vitro)

! Effet transitoire
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Figure 1 - Développement de la réponse immune suite 4 linhalation d'un constituant étranger(allergéne, microorganism e)

(CPA : Cellule PrésentantI'Antigéne, IFN-vy: Interferon-y ;IL : Interleukine ; MA : Macrophage Alvéolaire, NK : cellule &
activité NaturalKiller ; Th : lymphocyte T helper)

-29-



