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Introduction

Le grain de pollen est une particule atmosphérique particulicre, associée d’une part au transport du
matériel génétique nécessaire a la reproduction végétale, et d’autre part, a un impact négatif sur la
qualité de vie et la santé de millions de personnes a travers des réactions allergiques et asthmatiques.
La prévalence des pathologies allergiques a pratiquement doublé ces vingt dernicres années pour
atteindre jusqua 20% de la population dans les pays industrialisés. I.a pollution atmosphérique

pourrait jouer un role dans I'incidence des allergies aux pollens.

En entrant en contact avec 'atmosphere, a savoir au moment de la déhiscence des antheres, plusieurs
changements sont possibles sur cette particule. I’ensemble des processus de vieillissement
atmosphérique peut en effet aboutir a des modifications des caractéristiques physiques, biologiques et
chimiques. Ces différentes facettes du vieillissement atmosphérique sur le grain de pollen peuvent
venir changer son caractere allergisant. La réactivité de polluants atmosphériques peut faciliter la
rupture du pollen et permettre la libération des granules cytoplasmiques de taille micrométriques qui

sont les principaux déclencheurs des crises d’asthme allergiques.

Pour comprendre I'impact de la pollution atmosphérique sur 'aggravation des réactions allergiques
aux pollens il faut non seulement se renseigner sur les modifications de ses allergenes mais également

sur P'altération de ses lipides qui peuvent moduler son potentiel allergisant.

La vision du grain de pollen comme un simple transporteur d’allergenes est dépassée. Pour
comprendre Iallergie, il faut étre renseigné sur la composition chimique du grain pollen. Récemment
son profil lipidique a recu de plus en plus Pattention en tant qu’objet de recherche. Les lipides du
pollen sont non seulement essentiels a la réussite des différentes étapes de reproduction chez les
végétaux mais ils interviennent également durant la réaction allergique en jouant un roéle adjuvant (ou
inhibiteur). La fraction lipidique du pollen est située dans son revétement pollinique ainsi que dans
son contenu cytoplasmique, on parle alors des lipides externes et internes. Les lipides externes présents
dans le revétement pollinique peuvent étre présents (i) sous forme d’un film mince sur la surface du
pollen, (if) sous forme de gouttelettes en surface du pollen (iii) ils peuvent remplir des anfractuosités
en surface du pollen. Les lipides internes se répartissent dans les membranes intracellulaires et les
corps de stockage des lipides. Au moment de l'inhalation, le revétement pollinique est la premicre
structure du grain de pollen qui entre en contact avec I’épithélium des voies respiratoires. Suite au
contact du pollen avec la phase aqueuse de la muqueuse, les lipides externes et internes du pollen

peuvent étre libérés.

11

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

Introduction

La composition de la fraction lipidique externe a été étudiée pour le pollen de plusieurs especes de
plantes. Les familles chimiques qui ont été identifiées dans cette fraction sont les suivantes : alcanes,
alcenes, aldéhydes, acides gras monocarboxyliques et dicarboxyliques alcools, amino-alcools, éthers,
et composés aromatiques. Par ailleurs, 'identification des espéces chimiques des lipides internes du
pollen est peu détaillée dans la littérature. Plus généralement, il est essentiel de connaitre la
composition chimique des grains de pollen allergisants et en particulier la facon dont celle-ci est altérée
par la pollution de I'environnement. La connaissance de la modification de la fraction lipidique des
pollens allergisants est cruciale afin de comprendre les impacts potentiels de cette altération sur la

santé des sujets allergiques, la est tout le sens de mes travaux de these.

Notre étude porte tout particulicrement sur les grains de pollen allergisants la fléole des prés et le
bouleau qui sont parmi les premiers responsables des pollinoses sur le territoire frangais et plus
particuli¢rement dans le nord de la France. Mon travail de these est basé sur les points suivants qui

doivent étre mieux comptis :

1) La fraction lipidique externe et interne des pollens allergisants n’est que partiellement connue, en particulier
les analyses quantitatives sont absentes dans la littérature.

2) Quels sont les effets chimiques d’une exposition in vitro a des polluants atmosphériques (I'ozone et le
dioxyde d'azote) sur la fraction lipidigue pollinique extractible ?

3)  La rupture des grains de pollen peut survenir dans ['atmosphére, un grain de pollen cassé subit-il les mémes
effets de la pollution atmosphérigue qu’un grain intact ¢

4) La fraction lipidique pollinique est-elle extractible par les fluides du systeme respiratoire ¢

Pour répondre a ces différents points, les échantillons suivants ont été préparés a partir de pollens de

fléole des prés et de bouleau :

e Pollen sans aucun traitement particulier (le terme “intact” sera employé au sens ou le pollen

provient directement de la plante sans autre traitement que le stockage).
e Pollen exposé zn-vitro a 'ozone et au dioxyde d’azote (pollen pollué).
e DPollen ayant subi une rupture artificielle (pollen broyé).
e Pollen exposé a 'ozone apres sa rupture.
Le manuscrit débute par une revue bibliographique présentant le contexte de I’étude. Apres avoir
donné des généralités sur les grains de pollen nous décrivons la biogenese de ses fractions lipidiques

externe et interne ainsi que les différentes espéces chimiques identifiées dans ces deux fractions. Nous

12
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détaillons par la suite les interventions de ses lipides et de ses allergénes durant le mécanisme de la
réaction allergique. Les facteurs influencant le risque de développer une allergie aux pollens sont
également présentés par la suite. Enfin, nous évoquons les différentes études concernant les effets de
vieillissement atmosphérique du pollen sur la modification de ses caractéristiques physiques,

biologiques et chimiques.

Le chapitre II est consacré a la description du dispositif expérimentale de mes travaux de recherche.
Tout d’abord nous présentons les lieux et les dates de récolte des grains de pollen étudiés ainsi que la
mise en ceuvre expérimentale de leurs expositions 7 vitro aux polluants gazeux. Les grains de pollen
de fléole des prés ont été exposés a une concentration de 100 ppb d’ozone et ceux de bouleau a une
concentration de 130 ppb d’ozone, les deux pollens ont été également exposés a une concentration de
100 ppb de dioxyde d’azote. Nous présentons par la suite la technique de rupture artificielle mise en
place dans le but d’extraire la fraction lipidique interne des pollens. Nous détaillons ensuite les deux
méthodes expérimentales d’extraction par le solvant organique le dichlorométhane (DCM) et le
solvant aqueux le Phosphate Buffered Saline (PBS) de la fraction lipidique des pollens sous forme
intacte et polluée. Les méthodes chromatographiques en phase gazeuse et les deux détecteurs de
spectrometre de masse et a ionisation de flamme nécessaires pour réaliser respectivement les études
d’identification et de quantification des lipides sont ensuite décrites. A la fin de ce chapitre j’expose
les travaux réalisés en collaboration. En bref deux études ont été initiées durant ma these avec les
collegues du Centre d’Infection et d’Immunologie de Lille, Patricia de Nadai et Joanne Balsamelli ;
concernant (i) la réponse inflammatoire induite par les extraits de pollen chez des sujets allergiques ou
non en particulier le réle de la fraction lipidique et (ii) le dosage des quantités de protéines totales
extraites des pollens en fonction de lexposition aux polluants. Seuls les résultats concernant
I'altération de la quantité des protéines totales extraites du pollen de fléole des prés exposé in vitro a
I'ozone sont représentés dans ce travail. Un autre travail a également été réalisé en collaboration avec
Marie Choél (LASIR Laboratoire de Spectrochimie Infrarouge et Raman) sur I'observation en
microscopie électronique a balayage et optique des grains de pollen de fléole des prés sous forme

intacte, polluée et broyée.

Le chapitre IIT est découpé en deux parties, la premiere partie est consacrée a 'identification et la
quantification des especes chimiques extraites de la fraction lipidique externe des pollens par le
dichlorométhane. Dans la seconde partie, nous présentons la liste des lipides identifiés et quantifiés

apres extraction des pollens par le solvant aqueux le PBS.

13
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Nous exposons ensuite dans le chapitre IV les modifications chimiques induites par une exposition 7
vitro a Pozone et au dioxyde d’azote des grains de pollen de fléole des prés et de bouleau. Une étude
de comparaison entre les lipides extraits des pollens intacts et pollués par les deux solvants (organique
et aqueux) est présentée. Ces travaux nous permettent d’identifier les espéces chimiques du pollen qui
peuvent étre modifiées par une exposition aux polluants atmosphériques dans les conditions réelles.
Nous présentons également dans ce chapitre les résultats préliminaires concernant I'altération de la
quantité de protéines totales par une exposition expérimentale des grains de pollen de fléole des prés

a ’ozone.

Enfin le chapitre V est consacré a I'identification des lipides internes extraits des pollens par le
dichlorométhane. Ce travail a été effectué afin d’identifier la composition lipidique interne du grain de
pollen et qui peut étre libérée apres la rupture des grains de pollen de fléole des prés et de bouleau

sous Peffet de vieillissement atmosphérique.

14
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Chapitre I. Etat de Iart
1. Généralités sur le grain de pollen

Le grain de pollen, pourvoyeur des gameétes mdles chez les végétanx supérieurs, est une structure de
dispersion et de reproduction. Lors de la pollinisation, il est transporté sur le stigmate de la fleur on il
va germer et produire le tube pollinigne. Ce tube assurera la fécondation en transportant les gametes

midles jusqu'a lovule (Guerin, 1993).

Le microgamétophyte est doté d'une double paroi particulicre : sa couche externe [exine constituée
principalement de sporopollénine et sa couche interne intine faisant surface an nivean des apertures.
Chez, certaines espéces exine est recouverte d’un revétement pollinigune connu dans la littérature par le
terme « pollen coat » (Pacini and Hesse, 2005). Une trés grande partie de mon travail de these a été
effectuée sur les lipides de ce revétement (les lipides externes) car ils possedent un role adjuvant durant

la réaction allergigue (Bashir et al., 2013a; Traidl-Hoffimann et al., 2002).

Selon les especes, les grains de pollen sont transportés soit par les insectes (plantes entomophiles) soit par
le vent (plantes anémophiles). Cette étude est centrée sur deux pollens allergisants anémophiles, celui de
de la fléole des prés et de boulean, car leurs grains sont émis dans I'atmosphere en plus grandes quantités

et sont parmi les premiers responsables des pollinoses sur le territoire frangais et plus particulierement

dans le Nord de la France (ANSES, 2014).
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1.1 Description morphologique du grain de pollen

Le grain de pollen est I’élément reproducteur microscopique ou microgamétophyte produit par les
organes males des plantes (anthéres des étamines). 11 est généralement de forme sphérique ou ovoide.
Sa taille varie entre 5 um (pollen de myosotis) et 250 um (pollen de coniféres) avec une taille commune
située entre 20 et 60 um (Guerin, 1993). Le grain de pollen contient les deux gameétes males nécessaires
a la naissance des générations successives chez les phanérogames (gymnospermes et angiospermes)
(Berger and Twell, 2011). La figure 1.1 représente la structure en coupe d’un grain de pollen. Chez la

plupart des angiospermes, il est composé de deux cellules situées dans son cytoplasme :

e La cellule reproductive, contenant le matériel génétique fécondant, est dotée d’une paroi tres
mince. Elle progressera tout au long du tube pollinique et se scindera en deux gametes males
nécessaires a la double fécondation et donc a la reproduction (Guerin, 1993).

e La cellule végétative, possédant une paroi tres épaisse, caractérise les grains de pollen des
angiospermes. Elle comprend un noyau, des organites, une vacuole et des réserves sous forme
d’amidon et de lipides (les lipides internes). Sa fonction est d'assurer la survie du pollen et de

gérer son métabolisme et en particulier la croissance de son tube pollinique (Guerin, 1993).

cellules reproductive
et végétative

allergéne

toplas
aperture cytoplasme

granule cytoplasmique

du pollen (GCP)

exine
(sporopollénine)

«___ revétement
pollinique

intine
(pecto-cellulosique)

20 pm
Figure 1. 1: Ve schématisée en conpe d'un grain de pollen (crédit Farah & 1isez).
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La composition biochimique d’un grain de pollen est assez complexe ; il renferme des composés
lipidiques (composés aliphatiques et aromatiques entre autres), des glucides (cellulose, hémicellulose,

callose et divers polysaccharides), des protéines et des éléments minéraux (Rancé et al., 2007).

LLa morphologie des grains de pollen est caractéristique de chaque espéce de plante. Elle est identifiable
par sa forme générale, sa taille, la répartition de ces apertures et les ornementations de la couche
externe appelée « exine ». Certaines de ces caractéristiques permettent une identification de la plante

productrice du pollen.

Les grains de pollens sont libérés a maturité par déhiscence de 'anthére et passent par les différentes
phases du processus de pollinisation (transport des grains de pollen) : (1) déshydratation, (2) libération,

(3) transport, (4) atterrissage et adhésion sur le stigmate, (5) réhydratation et (6) germination.

De I'anthére au stigmate, le gamétophyte male assure sa mission de reproduction qui se terminera peu
apres la germination quand toutes les conditions rencontrées seront optimales (apres des échanges
d’eau, de lipides et de protéines). Avant d’étre libéré des antheres, le grain de pollen peut perdre en
eau de 20 a 35% de sa masse (selon les conditions de température et d’humidité) par I'intermédiaire
de ces apertures (Heslop-Harrison, 1979). Apres cette étape il entre en contact avec 'atmosphere et
subit plusieurs changements (physiques, biologiques ou chimiques) (Sénéchal et al., 2015). I’ensemble
des effets de vieillissement atmosphériques sur le grain de pollen peut provoquer une fragilisation de
sa structure, induire a la libération de son contenu pollinique (Motta et al., 2000) et donc modifier son
potentiel allergisant (Sénéchal et al., 2015). La paroi pollinique est le rempart de protection du matériel

génétique face a ces agressions extérieures.

1.2 Les parois polliniques

La paroi cellulaire des grains de pollen a fait objet de trés nombreuses recherches, en grande partie
en raison de sa composition chimique particuliére. Le grain de pollen est en effet doté d'une double
paroi, une couche interne ou intine de nature pecto-cellulosique et une couche externe ou exine qui
est un véritable exosquelette constituée de sporopollénine (Dominguez et al., 1999; Wehling et al.,

1989).
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1l existe aussi a la surface du pollen un revétement pollinique qui est souvent identifié dans la littérature
par le terme « pollen coat » (Bashir et al., 2013a; Dickinson et al., 2000; Murphy, 2006; Pacini and
Hesse, 2005). Sa couche interne, l'intine ainsi que les especes contenues dans le cytoplasme sont
synthétisées par le pollen lui-méme. Par contre son revétement pollinique et son exine proviennent du
contenu des cellules du tapetum (paroi de I'anthére) aprés avoir subi une mort cellulaire programmée

(apoptose) (Honys and Twell, 2004; Piffanelli et al., 1997; Swanson et al., 2004).
1.2.1 L’intine

L’intine délimite le cytoplasme et se trouve sur tout le pourtour du grain de pollen en épaisseur plus
ou moins importante. Elle est assez perméable, lisse et souple et de nature pecto-cellulosique
composée principalement de cellulose et de pectine (Heslop-Harrison, 1968). Cette couche interne est
un site de stockage des enzymes hydrolytiques et contient aussi certains allergenes (Scott et al., 2004).
Elle joue un role essentiel durant la germination pollinique ; en contact avec la surface stigmatique le
pollen se réhydrate et son intine est expulsée du grain par une aperture pour former le tube pollinique

et déclencher ainsi le processus de germination (Kuprianova, 1967).
1.2.2 L’exine

L’exine, externe, est imperméable et peu flexible. Elle est un véritable exosquelette constituée
principalement d’un copolymere de phénols et des dérivés d’acide gras appelé sporopollénine
(Dominguez et al., 1999; Wehling et al., 1989). C’est un bio-polymere réticulé et I'un des matériaux
chimiquement les plus stables d'origine végétale. Grace a la sporopollénine le grain de pollen est bien

protégé des agressions extérieures biologiques et chimiques (Meuter-Gerhards et al., 1999).

L’exine se différencie en deux couches chimiquement différentes, 'endexine et 'ectexine qui sont
caractéristiques du grain de pollen de chaque espece végétale. L’endexine forme une couche continue

alors que 'ectexine présente une structure plus complexe (Guerin, 1993).

Les variations de 'ornementation de ’exine peuvent donc étre parfois mises en relation avec le type
de pollinisation. Généralement, le pollen lisse est associé¢ a 'anémophilie (pollinisation par le vent) ou
a I'hydrophilie (pollinisation par I'eau pour certaines espéces aquatiques), alors que les sculptures
présentées par les pollens réticulés facilitent leur agrégation entre eux ainsi que leur adhésion aux

insectes (Tanaka et al., 2004).
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1.2.3 Revétement pollinique

L’exine est généralement recouverte d’un revétement pollinique. Cette matrice possede plusieurs
appellations dans la littérature : «manteau polliniquey, «pollenkitt» et «tryphine » (Bashir et al., 2013a,
2013b; Pacini et al., 1999). Malgré certaines différences qui existent entre le pollenkitt et la tryphine,
le terme pollen coat est utilisé par les auteurs comme étant un terme générique pour désigner le

revétement pollinique (Pacini and Hesse, 2005).

Le revétement pollinique est secrété par le tapetum, apres la dégénérescence cellulaire de celui-ci
(Heslop-Harrison, 1968). Les analyses de ce revétement montre qu’il contient une fraction protéique
et une fraction lipidique (Abed El Azim, 2015; Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Naas et al.,
2016; Piffanelli et al., 1997; Swanson et al., 2004; Zhu et al., 2018). La composition de la fraction

lipidique du pollen est détaillée dans la deuxiéme partie de ce chapitre.

Ce revétement pollinique est essentiel au pollen pour réussir les différentes étapes de reproduction
(Dickinson et al., 2000; Swanson et al., 2004). Il contient aussi certaines substances qui permettent de
rendre le pollen entomophile plus attractif et visible par les pollinisateurs (Dobson and Bergstrom,
2000; Lunau, 1995; Nepi et al., 2003). Des autres études montrent également que les lipides et les
protéines du revétement pollinique peuvent agir sur le systéeme inflammatoire et immunitaire apres

I'inhalation des grains de pollen (Bashir et al., 2013a; Traidl-Hoffmann et al., 2002) (cf. partie 3.3.2.).

1.3 Les apertures

La paroi des grains de pollen posséde aussi des apertures (couramment appelées pores dans la
littérature) qui sont caractérisées par un fort amincissement local, voire d’une disparition, de I'exine et

d’un épaississement de 'intine (Thanikaimoni, 1986) (figure 1.2).

Ces apertures sont impliquées a la fois durant la survie et la germination du grain de pollen. Elles
assurent ’échange des substances avec I'extérieur (par exemple avec les cellules de tapetum et avec
une surface humide) (Edlund et al., 2004; Fernandez and Rodriguez-Garcia, 1989; Heslop-Harrison,
1979). Les apertures jouent également un réle important durant la fécondation en permettant le
passage du tube pollinique lors de la germination du grain de pollen sur I'organe reproducteur femelle

(Kuprianova, 1967).
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0007 5.00kV 6.0mm x2.30k SE

Figure 1. 2: Observation en microscopie électronique a balayage du grain de pollen de fléole des prés intact (pollen
provenant de Républigue tehéque, Bohéme dn Sud (2007)). Image en microscopie électronique a balayage réalisée par
Marie Choél.

1.4 Les orbicules

L’exine est tapissée pour certaines especes végétales de petites structures appelées orbicules qui
peuvent étre considérées comme des vecteurs d’allergenes (Stefan Vinckier and Smets, 2001). Ces
orbicules sont par exemples collées en quantités importantes sur la surface du pollen de cypres et en
plus petites quantités pour certains pollens de graminées (Taylor et al., 2007). Par contre pour d’autres
especes les orbicules ne sont présentes que sur les parois intérieures de 'anthére et rarement en surface
du grain (bouleau par exemple) (Vinckier and Smets, 2001; Vinckier and Smets, 2002). Un allergene
mineur Bet v 7 et des traces de Bet v 1 ont été détectés dans les orbicules du bouleau (Vinckier et al.,
2000). Toutefois, en raison de leur tres faible nombre et de leur faible charge en allergene, les orbicules

ont un role négligeable dans les allergies aux pollens du bouleau.

1.5 Dispersion des grains de pollen

Les grains de pollen matures sont libérés par déhiscence de I'anthere. Etant dépourvue de mobilité
propre, la pollinisation est assurée soit par des facteurs abiotiques surtout par le vent pour les plantes
dites anémophiles soit par des facteurs biotiques comme par exemple par : (1) les insectes pour les
plantes entomophiles, (ii) les animaux pour les chéiroptérophiles et (iii) les oiseaux pour les

ornithophiles. Plus rarement la pollinisation peut se faire aussi par Peau (hydrophilie) plus
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particulié¢rement pour certaines especes aquatiques qui dispersant leur pollen directement dans I'eau

C’est le cas des especes du genre Ceratophyllum (Prieu, 2015).

La réussite de la pollinisation et de la fécondation chez les plantes supérieures dépend des interactions
entre les grains de pollen et les tissus du pistil (Lord and Russell, 2002). C’est surtout I'interaction des
parois polliniques (le revétement pollinique et 'exine) avec la surface du stigmate qui favorise la
réussite des étapes de l'adhérence, la reconnaissance et la germination du tube pollinique (Dickinson

et al., 2000; Doughty et al., 1993; Luu et al., 1997; Zinkl et al., 1999).

Les grains de pollen anémophiles ont généralement une taille entre 10 et 40 pm, lisses (sans
ornementation), et secs pour faciliter leur transport par le vent. Certains parmi eux présentent des

ballonnets pour améliorer la flottabilité dans I'air comme par exemple le pollen de pin (Guerin, 1993).

Certains pollens ont une taille moins de 10 um, cette taille réduite leur permet d’entrer plus facilement
en contact avec les muqueuses respiratoires et oculaires et déclencher ainsi des réactions allergiques.
Cependant, on peut trouver des plantes anémophiles qui ne provoquent pas d’allergies malgré une
production importante de pollens, c’est le cas du pollen de certains coniféres comme les épicéas et les

pins (Guerin, 1993).

En fonction du vent, mais également de la taille, de la forme, du poids des grains, de leur hauteur
d’émission et des milieux dans lesquels ils sont émis (milieux ouverts ou fermés), les grains de pollen
peuvent étre transportés loin de leur source d’émission comme I'ont montré de nombreuses études.
A une distance de 300-400 métres les concentrations polliniques se stabilisent et ensuite traduisent
une ambiance pollinique moyenne qui évolue peu avec la distance (Calleja et al., 1993; Cecchi et al.,
2007; Fernandez-Llamazares et al., 2012; Rousseau et al., 2006). Cependant les grains de pollen
anémophiles peuvent étre transportés sur des distances maximales de plusieurs milliers de kilometres
par rapport a leur source émettrice (D’amato et al., 2007; Siljamo et al., 2008; Sofiev and Bergmann,

2012).

Les grains de pollen transportés sur des longues distances sont considérés comme des alertes de danger
pour les patients allergiques car ces derniers ne seront pas protégés durant les épisodes polliniques
pré-saisonniers (Skjoth et al., 2007). En effet, les réactions allergiques se déclenchent une fois que les

grains de pollen dépassent une certaine concentration dans Iair. En général il faut que les pollens
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solent assez abondants dans 'atmosphére pour provoquer des allergies (au moins quarante grains par

metre cube pour les graminées) (Guerin, 1993).

1.6 La pollinose

1.6.1 Généralités

Le pollen présent dans 'atmosphere est important non seulement pour la reproduction des plantes
mais il est aussi la principale cause d’une des maladies environnementales les plus répandues dans les

sociétés industrialisées : les allergies aux pollens ou pollinoses.

Les pollens présents dans I’air ne sont pas tous allergisants, ils doivent étre libérés sous forme d’aérosol
et en quantités importantes pour provoquer des symptomes allergiques. Les pollens allergisants
anémophiles sont responsables de nombreuses pollinoses car ils entrent naturellement en contact avec
les muqueuses respiratoires et oculaires du fait de leurs tailles réduites. Le mécanisme de la réaction

allergique pollinique sera décrit dans la partie 3.3 de ce chapitre.

Les allergenes sont localisés a I'intérieur des grains, principalement dans leur cytoplasme (Emilson et
al., 1996; Grote, 1999). Toutefois en contact avec I'eau, ils peuvent migrer rapidement et étre détectés
dans les parois polliniques : exine et intine (Staff et al., 1999). Leur libération peut également se faire
avant I'inhalation suite a ’action des polluants atmosphériques qui peuvent fragiliser la paroi pollinique

et entrainer la rupture du pollen et la libération de son contenu cytoplasmique (Motta et al., 2000).

Le pollen est souvent classé en trois groupes dans les domaines de I'allergologie et de I'aérobiologie :
les arbres, les herbacées et les poacées (Tableau I.1). Les deux familles qui nous intéressent durant ce
travail sont celles des bétulacées et des graminées qui tombent dans les groupes de plante des

angiospermes et font partie respectivement des groupes des arbres et des poacées.
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Saison pollinique Familles Principaux pollens
Betulacées Bouleau, Aulne
Corylacées Charme, Noisetier
Cupressacées Cypres
. . Fagacces Chene, chataigner
b G552 Jazwier-Mai Oléacées Olivier, Fréne
Platanacées Platane
Salicacees Peuplier, Saule
Tiliacées Tilleul
Poacées Mas-Juallet Graminées Dactyle, Fléole
Composées Armoise, Ambroisie
. ) Plantaginacées Plantain
Herbacées Juillet-Septembre Polygonacées Oscille
Utrticacees Papetaire

Tablean 1. 1: Principales espéces et familles botaniques dont les pollens sont impliqués dans les pollinoses en France

(RNSA, 2018).

Le Réseau National de Surveillance Aérobiologique (RNSA) édite le bulletin allergo-pollinique

spécifique ainsi que I'indice de Risque Allergique d’Exposition au Pollen (RAEP). Cet indice est coté

de 0 a 5 (d’un risque nul a tres fort).

Selon les données publiées par le RNSA pour P'année 2017, il parait que les grains de pollen des

graminées et du bouleau sont répartis sur une grande partie du territoire métropolitain frangais (figure

1.3).

© 2018 Tous droits réservés.
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Figure 1. 3: Cartes de risque allergique en 2017 pour les Graminées et le Bouleau (RNSA, 2018).
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1.6.2 Les graminées

Les grains de pollen des différents genres et especes de graminées ont une morphologie relativement
homogene. Ils ont un diameétre compris entre 15 a 55 um. Les grains de pollen sont monoporés (pore
distal operculé), de forme sphérique a ovoides avec une exine plus ou moins granuleuse et une intine
d’épaisseur moyenne plus marquée a ’hémisphere distal. Leurs cytoplasmes contiennent : (i) les
organites cellulaires tels que mitochondries, chloroplastes et des granules, (ii) trois noyaux dont un

végétatif et deux génératifs (Guerin, 1993; Rancé et al., 2007).

Les périodes de pollinose couvrent une partie du printemps et tout I’été dans les régions de ’'Europe
méridionale. En effet on suspecte aussi que la production pollinique peut varier d’une année a autre
en fonction des conditions climatiques et de la pollution atmosphérique. Ces variations vont influencer
les concentrations polliniques annuelles ainsi que les manifestations allergiques. Un grand nombre de
pollens de la famille des graminées possedent un potentiel allergisant trés fort en particulier ceux des
graminées fourrageres (brome, chiendent, dactyle, sainfoin, fétuque, fléole, flouve, folle, houlque,
ivrale, paturin, roseau, vulpin) (Jaeger, 2008; Minero et al., 1998). Les quantités hebdomadaires
maximales inhalées des pollens des graminées peuvent atteindre un maximum de 8 a 10 mg en une
semaine en cours de la pleine période de floraison dans les régions de paturage et au voisinage de

celles-ci (Guerin, 1993).
La fléole des prés (Phleum pratense)

Une grande partie de mes travaux de these a été effectuée sur le pollen d’une graminée : la fléole de
pres (Phleuns pratense). Cette graminée est un modele de grand intérét applicable dans le domaine de
I'allergologie car elle possede une large répartition géographique ainsi qu’une importante allergénicité
qui a été déja largement étudiée (Behrendt et al., 1999; Hejl et al., 2009; Motta et al., 2004; Vrtala et
al., 1999).

La fléole des prés est une graminée vivace appartenant a la famille des Poaceae (sous famille Pooideae),
elle est présente dans tous les départements de la métropole Francaise. Le grain de pollen de Phleum
pratense a une taille de 35 um (Wilson et al., 1973). Son potentiel allergisant est attribué a la libération

rapide de son contenu allergénique apres hydratation en contact des muqueuses (Bashir et al., 2013b;
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Traidl-Hoffmann et al., 2002). L’action des polluants atmosphériques sur les parois polliniques de

cette graminée peut induire aussi a la libération de son contenu allergénique (Motta et al., 2000).
1.6.3 Les betulacées

La deuxi¢me famille étudiée dans ce travail est celle des Bétulacées (Betulaceae) qui représente une
famille des plantes comprenant 157 espéeces. Cette famille est subdivisée en deux sous-familles : les
Betuloideae et les Coryloideae. Cette famille provienne des régions tempérées et subarctiques de
I’Hémisphere Nord et elle est originaire d'Europe du Nord. (Guerin, 1993; Pauli and Metz-Favre,
2013).

Le bouleau (Betula pendula)

Les grains de pollen de bouleau sont transportés par le vent (mode anémophilie), ils sont présents
dans 'atmosphere de toutes les régions d’Europe y compris en région méditerranéenne. Leur période
de dissémination est de 5 a 8 semaines selon les années. Dans le nord de la France les émissions des
pollens de bouleau apparaissent selon les années de fin mars a début avril pour se terminer vers la fin
du mois de mai (RNSA, 2018). Les quantités de ces pollens produits dans 'atmosphere, et donc inhalés
peuvent varier d’une année a une autre. Dans le nord de la France et en Belgique la masse de pollen
inhalée varie entre 0,1 et 0,3 mg selon les années. Dans les régions ou les bouleaux sont bien émis,
leurs quantités maximales pouvant étre inhalées pendant une semaine sont de 'ordre de 0,1 2 0,5 mg

(Guetin, 1993).
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2. La fraction lipidique du grain de pollen

La fraction lipidique du grain de pollen mature se répartit entre plusienrs localisations : (i) les lipides
externes du revétement pollinique (ii) les lipides internes membranaires de type phospholipidique
particulierement cenxc du réticnlum endoplasmique et (iiz) les lipides internes de stockage constitués

principalement des triacylglycérols (T AG).

Les lipides internes sont aussi enrichis par des acides gras insaturés en particuliere le C18:3 (acide a-
linolénique) et le C18:2 (acide linoléigue) (Ischebeck, 2016, Piffanelli et al., 1997). La biogenése de

ces lipides se fait durant les différentes phases de développement du pollen qui se déroulent dans l'anthere
(Piffanell: et al., 1997).

Les lipides du pollen jouent un rile important durant la fonction reproductive ; les lipides externes
interviennent durant la communication pollen-stigmate par contre les lipides internes aident a la
Sformation du tube pollinique et a la germination (Ischebeck, 2016). D un point de vue sanitaire, il a
été démontré que les lipides du pollen sont libérés aussi apres le contact du pollen avec la phase aguense
de la mugueuse ; ils entrent ainsi en contact avec le systéme immmunitaire et déclenchent le mécanisme de

la réaction allergigne (Bashir et al., 2013a; Traidl-Hoffmann et al., 2009, 2005, 2002).
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2.1 La biogenése de la fraction lipidique

La biogenese des lipides du pollen se déroule durant les différentes phases de développement
pollinique. Elle a été largement étudiée chez les Brassicacées. Le tapetum de cette espece contient des
amyloplastes (les oléoplastes et les tapetosomes) qui contribuent a compléter la maturation des grains
de pollen par la mise en place de leurs parois extracellulaires : son exine et son revétement pollinique
(Ischebeck, 20106; Piffanelli et al., 1997; Piffanelli and Murphy, 1998; Quilichini et al., 2015, 2014)
(tigure 1.4).

A POLLEN GRAIN B

vacuole o hdi

vegetative
nucleus

secreted _
fibrils .5k
g
7'-‘: 2

nuclei

/ intine
lipidic  beginnings
bodies of exine

vegetative
cell

LOCULE cytoplasmic
lipid body

cytoplasmic
TAPETAL lipid body
CELL
LYSIS

Figure 1. 4: Représentation schématique des changements ultrastructuranx du grain de pollen des Brassicacées
impliqués durant la synthése des quatre principales familles lipidiques durant les différentes étapes de développement du
pollen dans lanthere (Piffanelli and Murphy, 1998) (réutilisation avec antorisation).

Chez les especes angiospermes comme chez le bouleau et la fléole des prés, le développement des
grains de pollen se déroule au sein de 'anthere, et plus précisément dans les sacs polliniques entourées
par les cellules du tapetum ayant une fonction nutritive (Berger and Twell, 2011). Ce développement

commence par plusieurs divisions mitotiques des microsporocytes (cellules meres diploides). Ces
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cellules entrent ensuite en méiose et conduisent d’abord a une tétrade puis a quatre microspores
haploides individuelles. Ces derniéres subissent une division cellulaire asymétrique (mitose I)
conduisant a la formation d’une petite cellule générative et une grande cellule végétative. La cellule
générative se divise (mitose II) pour donner les deux cellules spermatiques alors que la cellule

végétative formera plus tard le tube pollinique.
2.1.1 La biogenése des lipides de I’exine

Une des premicres phases de développement du pollen est la sécrétion des précurseurs lipidiques par
le tapetum qui viennent se disposer sur la surface du pollen pour former sa couche extracellulaire
“exine” (figure 1.4.A) (Piffanelli and Murphy, 1998). La synthése de Iexine est complétée par la
premicre division mitotique du pollen (Mitose I). L'amincissement de la paroi cellulaire du tapetum
facilite la sécrétion des précurseurs de la sporopollénine dans une variété de vésicules et de corps
lipidiques. Les orbicules sont aussi synthétisés dans les cellules de tapetum et viennent se disposer sur
le dépot de la sporopollénine apres la libération du contenu cytoplasmique de ces cellules (Scott and

Stead, 1994; Wiermann and Gubatz, 1992).
2.1.2 La biogene¢se des lipides externes et internes

Lors de la premicre division asymétrique, le grain de pollen se remplit du cytoplasme de la cellule
végétative et commence une biosynthese rapide des lipides (Evans et al., 1992; Piffanelli et al., 1997).
Cela entraine l'accumulation de deux principales familles de lipides internes dans les corps de stockage
(storage oil bodies) et dans les membranes des vésicules et des organites intracellulaires (Aelst et al.,

1993; Piffanelli et al., 1997; Wetzel and Jensen, 1992) (figure 1.4 B).

Les cellules du tapetum continuent a sécréter des espéces organiques qui s'accumulent dans les cavités
de 'exine pour former son revétement pollinique. On observe aussi au sein de ces cellules une synthese
marquée des lipides par le réticulum endoplasmique (ER : Endoplasmic Reticulum). Cette étape sera
suivie par une transformation des plastes en oléoplastes (elaioplast) et la formation des corps
cytoplasmiques lipidiques (connues par les tapetosomes) possédant une matrice fibreuse interne de

protéines de type oléosine (figure 1.4 B).

Entre la premiére et la deuxieme division mitotique du pollen, les cellules du tapetum se remplissent

par les oléoplastes et par les corps cytoplasmiques lipidiques (cytoplasmic lipid bodies) qui finissent

32

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

Chapitre I. Etat de Iart

de se développer (Hsieh and Huang, 2005). Durant cette étape on observe aussi une prolifération du

réticulum endoplasmique et des corps de stockage des lipides dans la cellule végétative (figure 1.4 C).

Vers la fin du développement des grains de pollen, les cellules du tapetum éclatent apres avoir subi
une mort programmée (Heslop-Harrison, 1968). Le contenu lipidique et protéique qui était
précédemment accumulé dans les oléoplastes et les corps cytoplasmiques lipidiques recouvrent ’exine

et forment le revétement pollinique (Hsieh et al., 2003; Piffanelli and Murphy, 1998) (figure 1.4 C).
2.1.3 Finalisation de la biogenése et maturation du pollen

Vers la fin de la phase de déshydratation, le grain de pollen sera rempli par des corps de stockage des
lipides enveloppés dans un réseau de réticulum endoplasmique rugueux et des nombreuses vésicules
accumulées sous sa couche interne (figure 1.4 D). Apres ces différentes étapes du développement

décrites ci-dessus le grain de pollen devient mature et sera prét a se libérer de 'antheére.
g p p

2.2 Les lipides externes

Les grains de pollen matures chez les angiospermes sont porteurs d’un revétement pollinique
(Piffanelli et al., 1997). Les lipides externes constituent la fraction lipidique de ce revétement. Ce
dernier se trouve a la surface du grain de pollen, il remplit les cavités de sa couche extracellulaire 'exine
(Piffanelli et al., 1997; Quilichini et al., 2015; Rejon et al., 20106) (figure 1.5 a-c). Les lipides de cette
couche pollinique peuvent étre observés en microscopie apres coloration du pollen par le Rouge de

Nil (Evans et al., 1991; Rejon et al., 20106) (figure 1.5 b).

Les lipides externes ont été largement étudiés chez plusieurs especes végétales (Bashir et al., 2013a;
Henricsson et al., 1996; Murphy, 2006; Piffanelli et al., 1997). Ils sont facilement extractibles apres un
lavage des grains de pollen par un solvant organique : hexane, cyclohexane, benzene, chloroforme,
N,N-dimethylformamide, diméthylsulfoxyde, toluene, éther diéthylique, éther de pétrole, éthanol,
méthanol, acétone et acétonitrile. Par ailleurs, le cyclohexane et le chloroforme sont parmi les solvants
les plus utilisés pour extraire cette fraction lipidique sans affecter la morphologie ou la composition
du contenu intracellulaire du grain de pollen (Bashir et al., 2013a; Doughty et al., 1993; Evans et al.,
1991; Piffanelli et al., 1997; Rejon et al., 2016) (figure 1.5 d).
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Figure 1. 5: (@) Image en microscopie électronique a balayage d'un grain de pollen d'olive situé sur la surface stigmatique.
Le revétement pollinigue (pollen coat PC) remplit les cavités de I'exine (Ex). (b) Les grains de pollen d'olive colorés avec
le colorant de rouge dn INil permettent de montrer la nature lipidique du revétement pollinigue (fluorescence verte) ; (¢ et
d) Image en microscopie électronique a transmission de la surface du pollen d'olive (¢c) avant et (d) apreés l'exctraction du
revétement pollinique (représenté par des astérisques) avec du cyclobexane. Barres = 10 um (a, b), 1 um (¢, d) (Rejon
et al., 2016) (réutilisation avec autorisation).

Iétude réalisée par (Piffanelli et al., 1997) montre que la biogénese des lipides externes du pollen est
sous le controle des génomes sporophytiques. Environ plus de 75% des lipides externes du pollen de

Brassica napus sont constituées des acides gras saturés C14:0, C16:0 et le C18:0 mais avec des taux tres

faibles des acides gras polyinsaturés (Piffanelli et al., 1997; Piffanelli and Murphy, 1998).

Les lipides externes extraits par les solvants organiques comprennent plusieurs familles de composés
organiques (Abed El Azim, 2015; Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Human and Nicolson,
2000; Piffanelli et al., 1997). Les extraits organiques des pollens de bouleau et de la fléole des prés
contiennent les familles d’espéces chimiques suivantes: acides gras dicarboxyliques,
monocarboxyliques saturés et insaturés, alcanes, alceénes, alcools, aldéhydes stérols, terpénes et éthers

(Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Traidl-Hoffmann et al., 2002; Zhu et al., 2018).

2.3 Les lipides internes

Les grains de pollen contiennent également deux principales familles de lipides internes a savoir les
lipides de stockage et les lipides membranaires. Ces lipides sont synthétisés dans la cellule végétative

durant la microsporogenése sous le controle du génome gamétophytique (Piffanelli et al., 1997).

Les lipides internes interviennent lors de la germination du pollen en lui fournissant des précurseurs
lipidiques nécessaires pour sa progression tout au long de 'organe reproducteur femelle (Charzynska

et al,, 1989; Evans et al., 1991).
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Plusieurs méthodes ont été développées pour pouvoir extraire les lipides qui se trouvent a l'intérieur

du pollen :

i. ~ (Dobson, 1988) a mis au point une méthode pour extraire les lipides extracellulaires par une
double extraction, la premiére consiste a extraire le pollen par le benzéne pendant 20 s puis
avec du chloroforme: méthanol (2:1) pour une durée de 23-28h. LLa premicre extraction permet
d’enlever les lipides extracellulaires par contre la deuxiéme favorise I'extraction des lipides
intracellulaires ainsi que les lipides extracellulaires qui n’étaient pas complétement extraits par
la premicre extraction.

ii.  Une autre méthode consiste a laver le pollen par un solvant organique (cyclohexane, hexane,
chloroforme) pour éliminer ses lipides extracellulaires et ensuite extraire le reste du pollen
apres l'avoir broyé par la technique d’agitation mécanique (Evans et al., 1991, 1990, 1988a).
Les extraits des grains de pollen de Brassica napus sous la forme broyée sont riches en acides

gras insaturés I'acide a-linolénique (C18:3) et l'acide linoléique (C18:2) (Evans et al., 1990).
2.3.1 Les lipides membranaires internes

Les grains de pollen contiennent le méme systeme de membranes intracellulaires que dans la plupart
des cellules. Apres la deuxieme division mitotique on observe une augmentation importante de la
synthese des lipides membranaires internes dans le cytoplasme de la cellule végétative (Piffanelli and
Murphy, 1998). Le pollen mature contient alors des lipides internes membranaires recouvrant des
nombreuses vésicules et organites y compris la mitochondrie, les dictyosomes et le réticulum
endoplasmique. La membrane du réticulum endoplasmique forme le composant majeur des lipides

membranaires internes (Piffanelli et al., 1997).

Les lipides membranaires internes sont constitués généralement des phospholipides comme la
phosphatidyl-choline, -éthanolamine et -inositol (Evans et al., 1991; Ischebeck, 2016; Piffanelli and
Murphy, 1998). Ils peuvent aussi contenir des acides gras saturés et insaturés : acide hexadénoique
(C16:0), acide hexadécatriénoique (C16 :3), acide a-linolénique (C18:3) et acide linoléique (C18:3)
(Evans et al., 1990, 1988b; Piffanelli et al., 1997).
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2.3.2 Les corps de stockage des lipides

Le grain de pollen accumule durant ses différentes phases du développement des réserves de lipides
et de glucides. Les corps de stockage des lipides sont connus en littérature par les dénominations «
storage oils bodies » (Piffanelli et al., 1997) ou « lipids droplets » (Ischebeck, 20106). Leur présence en
grande quantité dans les grains de pollen a été démontrée par plusieurs études ultrastructurales
(Hoekstra and Bruinsma, 1979; Wetzel and Jensen, 1992). Leur accumulation commence apres la
premicre mitose du développement des grains de pollen et elle est précédée par une accumulation des

granules d’amidon (starch granules) (Hess, 1995).

Les grains de pollen matures provenant des antheres fraichement déhiscentes contiennent des corps
de stockage des lipides qui semblent étre enveloppés par la membrane du réticulum (Wetzel and
Jensen, 1992). Leur fraction lipidique est impliquée pour assurer la germination du pollen en contact

avec le stigmate (Dorne et al., 1988).

Les corps de stockage des lipides sont délimités par une couche de phospholipides et de protéines de
types oléosines (Piffanelli and Murphy, 1998; Ross, 1996; Tzen, 2012). La fraction TAG
(triacylglycérols) contenue dans les corps de stockage des lipides du pollen mature est associée aussi

aux acides gras C16:0 et C18:3.

Les deux lipides membranaires intracellulaires et de stockage contiennent des niveaux élevés des acides
gras saturés et insaturés C16:0, C18:3 et C18:2. La similitude de cette composition lipidique peut
refléter leur voie de biosyntheése commune pour les acides gras ainsi que leur régulation commune par

le génome gamétophyte (Evans et al., 1992; Piffanelli et al., 1997).
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3. Les allergies polliniques

L’ Organisation mondiale de la santé (ONMS) classe les maladies allergignes an quatriéme rang des
maladies an nivean mondial et considere que ces pathologies représentent “un probleme majenr de santé
publigue en terme de qualité de vie, de perte de jours de travail ou d'enseignement, de coit

médicamenteux, voire de mortalité”.

Dapres les estimations, la prévalence des pathologies allergiques respiratoires comme les rhinites
saisonnieres et ['asthme a pratiguement donblé ces vingt derniéres années dans les pays industrialisés.
En effet, le vieillissement du pollen dans l'atmosphere par les pollnants atmosphériques pourrait moduler

son caractere allergisant et le rendre plus allergisant (ANSES, 2014).

L allergie, ou pintot la réaction allergique de type immédiate, correspond a une réaction d’hypersensibilité
initiée par une réaction immunitaire spécifique a une substance étrangere, en réalité inoffensive pour

Lorganisme humain, tel que le pollen.

Les grains de pollen impliqués dans l'induction et le déclenchement des maladies allergiques sont
principalement ceux transportés par le vent. Les allergenes et les lipides du pollen sont libérés apres un
contact avec la phase aqueuse de la muquense. 1es allergenes responsables de la réaction allergique sont
localisés a l'intérienr du grain ainsi que dans ses parois. Les lipides du pollen possedent des effets pro-
inflammatoires ou adjuvants a la réaction allergigne ponvant augmenter [inflammation des voies
aériennes induite par les protéines de pollen (Bashir et al., 2013a, 2013b; Bebrendt et al., 2001a,
Traidl-Hoffmann et al., 2002).
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3.1 Généralités

L’allergie, aussi appelée hypersensibilité de type I, est une réaction excessive du systéme immunitaire
de Porganisme envers des substances généralement inoffensives, d’origine végétale, animale ou
chimique appelées allergenes. Parmi ceux-ci figurent les protéines et les glycoprotéines contenues dans
les grains de pollen. Les réactions d'hypersensibilité ont besoin d'un état (immunitaire) de I'hote dit «
pré-sensibilisé ». Dans le cas de P'allergie, la sensibilisation se fait via la production d’immunoglobulines

de type E dirigées contre l'allergene.

Il existe plusieurs types d’allergies qui se different selon le mode d’exposition de la personne aux
allergénes et/ou de 'organe qui entre en contact avec eux : (i) les allergies respiratoires suite a un
contact avec les muqueuses oculaires et les voies respiratoires, (i) les allergies alimentaires par réaction
des aliments avec les muqueuses buccales et digestives et (iii) les allergies de contact lors des réactions
cutanées. Parmi les allergies respiratoires on distingue les allergies perannuelles, induites par des
allergeénes présents tout au long de 'année comme les acariens, et les allergies saisonnieres déclenchées
suite a l'inhalation des allergénes de pollen (grains de pollen, granules cytoplasmiques du pollen,

particules fines ...).

Les impacts sanitaires des allergies aux pollens constituent un probléeme de grande importance en
raison de leur prévalence élevée et des cotts sanitaires engendrés. Environ 25% de la population
globale est touchée par les allergies aux pollens et plus de 15 milliards de dollars sont dépensés
annuellement pour le traitement des rhinites allergiques (Nathan, 2007). La saison pollinique des
pollens des arbres est aussi un danger d’allergie en France a tel point que le mot « alerte aux pollens »

est parfois employé notamment pour le pollen de bouleau (ANSES, 2014).

La majorité des patients qui souffrent des symptomes de pollinose ont des allergies IgE-dépendantes.
Les symptomes se manifestent chez les sujets génétiquement prédisposés, dits individus atopiques, a
produire des anticorps IgE en réponse a de faibles doses d’allergénes dans des conditions d’exposition

particuliere (Johansson et al., 2004).
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3.2 Les acteurs de I’allergie

3.2.1 Les cellules effectrices de I’allergie

Les mastocytes ct les polynucléaires basophiles sont les principales cellules qui produisent les
médiateurs chimiques de ’hypersensibilité immédiate. La dégranulation mastocytaire se traduit par la
libération rapide de médiateurs vaso-actifs et constricteurs des fibres musculaires lisses a I'origine des
symptomes aigus. Les mastocytes libérent aussi des cytokines permettant de réguler les fonctions des

¢osinophiles qui sont les cellules clés de I'inflammation allergique (Guilpain et al., 2000).

Les polynucléaires éosinophiles (PNE) sont probablement les principales cellules effectrices
secondaires de la réaction allergique tardive. Le recrutement de ces cellules vers le site de
I'inflammation est favorisé par des molécules chimiotactiques (Prussin and Metcalfe, 2006; Williams
and Hellewell, 1995). Les PNE activés liberent aussi des médiateurs divers tel que les leucotriénes et
les prostaglandines (Broide, 2001). Il existe une corrélation entre la production de ces médiateurs par
les PNE et la sévérité des symptomes, ainsi que le degré d'hyperréactivité bronchique, chez les
personnes atteintes des rhinites allergiques et asthme (Aggarwal et al., 2010; Broide, 2001; Wardlaw,
1994). 11 existe une corrélation aussi entre la fonction de ces médiateurs et certains lipides libérés par

les grains de pollen (Traidl-Hoffmann et al., 2005, 2002).

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont les cellules les plus nombreuses et les plus
importantes dans les réponses immunitaires innées. Il s’agit du premier type cellulaire a pénétrer dans
les poumons a la suite d’une provocation allergénique (Radermecker et al., 2018). Elles produisent de

nombreux médiateurs pro-inflammatoires susceptibles de participer a la réaction allergique.

Les lymphocytes T auxiliaires (ou helper : Th) peuvent étre divisés en plusieurs sous classes : les
Th1, Th2, Th17 et Th22. Ces lymphocytes se régulent entre eux et controlent I'orientation de la
réponse immunitaire (Lloyd and Saglani, 2013). Les cytokines produites par les Th2 favorisent la
réaction allergique en agissant sur : (i) la croissance et la différenciation des éosinophiles et des
mastocytes et (i) la production de mucus et 'hyperréactivité bronchique (Mosmann and Coffman,

1989).
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Les cellules présentatrices de ’antigéne (CPA) : ce sont les cellules qui jouent un role important
dans la physiopathologie de la réaction allergique et notamment de ’'asthme. Plusieurs types cellulaires
sont impliqués : les macrophages alvéolaires, les cellules dendritiques (CD) et les lymphocytes B. Les
lymphocytes B sont également un élément central de la réponse allergique car ce sont eux qui

produisent les IgE spécifiques. Elles peuvent internaliser 'antigéne et le présenter aux lymphocytes T.
3.2.2 Les médiateurs moléculaires de I’allergie

11 existe deux types de médiateurs de I'allergie : les médiateurs dérivés des lipides dont font partie les
leucotricnes et les prostaglandines et les médiateurs protéiques telles que les cytokines et les

chimiokines.
Les médiateurs lipidiques

Ce sont essentiellement des dérivés de 'acide arachidonique : les leucotrienes (LT), les thromboxanes
(TX) et les prostaglandines (PG). Le métabolisme de I'acide arachidonique de la membrane cellulaire
aboutit a ces médiateurs lipidiques qui jouent un role essentiel dans la bronchoconstriction, la

vasoconstriction, le recrutement des plaquettes et 'agrégation plaquettaire (Molina, 1997).
Les cytokines

Les cytokines sont des protéines sécrétées qui sont impliquées dans la croissance, la différenciation et
activation cellulaire. Elles sont capables de réguler ou d’orienter la réponse immune et participent a
quast toute les étapes de la réaction inflammatoire. Dans la réaction allergique, les cytokines appelées
interleukines I1.-4, IL-5 et IL.-13 sont impliquées dans I’activation et la polarisation des lymphocyte T
de type Th2, mais également dans la production des IgE par les lymphocytes B (R. Naik and M. Wala,
2013).

Chimiokines

Dans la réaction allergique, elles favorisent le recrutement des cellules inflammatoires, notamment des
basophiles, éosinophiles, et lymphocytes T au site de I'inflammation. Elles sont produites par de
nombreux types cellulaires dont les cellules mononuclées, neutrophiles, ¢osinophiles, plaquettes,

cellules endothéliales, mastocytes et cellules épithéliales (Humbert and Garcia, 2004).
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3.3 Interaction du pollen avec le systéme immunitaire

Les tissus fronti¢res de 'organisme (la peau et les muqueuses respiratoires ou digestives) constituent
I'interface entre 'environnement et le systéme immunitaire. Ils possedent donc une double fonction

de défense anti-infectieuse et de maintien de la tolérance vis a vis des antigenes environnementaux.

Les voies respiratoires contiennent un certain nombre de types de cellules y compris les cellules
épithéliales, les cellules dendritiques, les macrophages et les granulocytes tels que les neutrophiles et
les éosinophiles. Toutes ces cellules sont capables d'interagir avec les particules inhalées tels que les
grains de pollen (Siegel and Sherman, 1970). En effet, en raison de leur localisation anatomique, ces
cellules ont un role important dans l'initiation de I'inflaimmation des voies respiratoites apres contact

avec le pollen allergénique (Traidl-Hoffmann et al., 2009).

Il a été démontré in vitro par plusieurs auteurs, que suite a un contact avec la phase aqueuse comme
par exemple celle de la muqueuse, le pollen libére non seulement ses allergenes mais aussi ses lipides
bioactifs qui pourraient activer les neutrophiles et les éosinophiles humains (Bashir et al., 2013a; Plotz
et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002). De plus, les grains de pollen intacts induisent I'activation
et la maturation des cellules dendritiques 7 vitro, ce qui montre que le pollen peut agir non seulement
comme un transporteur des allergenes mais aussi comme un initiateur dans la phase d'induction de la
réponse immunitaire allergique (Allakhverdi et al., 2005). La figure 1.6 résume lintervention des

allergenes et des lipides du grain de pollen lors d’une réaction allergique.
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Figure 1. 6: Intervention des allergenes et des lipides du pollen durant le mécanisme de réaction allergique. Au contact
de la phase aquense de la muquense le pollen libére des allergenes et des médiatenrs lipidigues bioactifs responsables
simultanément des réponses immunitaires adaptatives et innées. Ces réponses conduisent ainsi a une cascade de réactions
aboutissant au recrutement des cellules inflammatoires. Ces médiatenrs lipidigues proviennent trés probablement des
acides a-linolénique et linoléique qui sont présents dans les grains de pollen (T'raidl-Hoffmann et al., 2003) (réutilisation
avec antorisation).

3.3.1 Intervention des allergénes durant le mécanisme de la réaction allergique

Au début de phase de sensibilisation, les cellules dendritiques localisées juste au-dessous de la
membrane basale de I’épithélium respiratoire captent 'allergéne et induisent, chez le sujet prédisposé,
une réponse immunitaire cellulaire de type Th2. Cette réponse est caractérisée par la production des
cytokines Interleukines IL-4, IL-5 et IL-13 qui polarisent la réponse immune et conduisent a la
production d'immunoglobulines d’isotype E (IgE) spécifiques de 'allergene (Ishizaka et al., 1966). Ces
IgE sensibilisent alors les mastocytes tissulaires et les basophiles du sang circulant en se fixant sur leur
récepteur de haute affinité pour les IgE (Lane et al., 1994). Lorsque I'allergéne est réintroduit dans
Porganisme "sensibilisé", il se fixe sur les IgE spécifiques liées a leur récepteur membranaire et aboutit
ainsi a la désorganisation de la membrane mastocytaire et 'exocytose des granules contenant les

médiateurs du systeme immunitaire et de l'inflammation. Ces médiateurs induisent une vasodilatation
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et une augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi qu’une infiltration des cellules inflammatoires
(éosinophiles) dans la muqueuse bronchique favorisant ainsi les réponses allergiques. Cette phase dite
effectrice est cliniquement symptomatique et s’accompagne des manifestations cliniques telles que la

rhino-conjonctivite allergique et 'asthme (Valenta, 2002).

LLa nomenclature des allergenes est fondée sur les propositions de ’Organisation Mondiale de la Santé
et de 'Union Internationale des Sociétés d’Immunologie (sous-comité pour la nomenclature des
allergenes) (Chapman et al., 2007). Les allergenes sont nommés en utilisant les 3 premiéres lettres d'un
genre, une seule lettre pour I'espece et un nombre selon la priorité de la découverte de 'allergéne et
de sa purification. Par exemple, Phl p 1 estle groupe 1 des allergenes majeurs des pollens des graminées

de Phleum pratense (Johansson et al., 2004; King et al., 1994).

La plupart des allergénes responsables de la réaction allergique se trouvent dans le cytoplasme du grain
de pollen, soit sous une forme libre, soit associés aux organites tels que les mitochondries ou les
granules cytoplasmiques de pollen. Certains allergenes se trouvent aussi dans les parois extracellulaires
et intracellulaires du pollen (exine et intine) (Howlett et al., 1973). Par exemple l'allergene Phl p 5 a été
trouvé dans le cytoplasme et aussi au niveau de I'exine alors que le Phl p 1 a été détecté dans I'intine

(Behrendt et al., 1999).

Allergenes libérés des granules cytoplasmigues (GCP)

Les allergenes hydrosolubles internes (cytoplasmiques) sont libérés suite au contact du grain de pollen
avec la muqueuse nasale, ensuite ils se diffusent dans le mucus épithélial ou ils deviennent accessibles
au systeme immunitaire pour déclencher une réaction chez les individus sensibilisés (Behrendt and

Becker, 2001b).

L’augmentation des concentrations atmosphériques des granules cytoplasmiques est favorisée par
Iexposition des grains de pollen aux polluants atmosphériques (Motta et al., 2006) (Cf. partie 4.3.2).
Plusicurs études expérimentales ont été effectuées afin d’évaluer les caracteres allergiques et
inflammatoires des GCP. Motta et al. ont montré que les GCP peuvent induire des réactions
allergiques humorales et cellulaires chez le rat Brown Norway, sensibilisé aux pollens de graminées

(Motta et al., 2004).
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Les GCP ont été mises en cause dans les épisodes épidémiques d’asthme associés aux orages ou
« thunderstorm asthma » (Downs et al., 2001; Schappi et al., 1999; Suphioglu, 1998). Les sujets
asthmatiques exposés a de fortes concentrations de GCP en suspension dans I'air sont susceptibles de
développer plus facilement des crises d’asthme. L’augmentation de ces crises est due a la forte
libération des allergenes par les GCP lessivés par la pluie. Les grains de pollens ainsi que leurs sous-
fractions GCP lessivées ou non peuvent induire une réponse allergique et inflammatoire, mais selon

des mécanismes différents (Abou Chakra et al., 2011).

Allergénes contenus dans le revétement pollinique

Au moment de I'inhalation, le revétement pollinique est la premiére structure du grain de pollen qui
entre en contact avec I’épithélium des voies respiratoires (Bashir et al., 2013b; Traidl-Hoffmann et al,,
2002). L’étude réalisée par Bashir et al. montre que les protéines localisées dans le revétement
pollinique représentent une nouvelle classe de protéines a double fonction : (i) une capacité de liaison
aux IgE et (i) une activité¢ protéolytique. Les cystéines protéases, détectées dans le revétement
pollinique de certaines especes, induisent une perturbation de l'intégrité de la barriere épithéliale des
voies respiratoires en clivant les jonctions cellulaires (Bashir et al., 2013b). Cette altération de la barriere

épithéliale facilite I'acces des allergeénes au tissu et donc vers les cellules immunes.
3.3.2 Intervention des lipides durant le mécanisme de la réaction allergique

Les grains de pollen contiennent des lipides possédant des homologies de structures avec les
leucotrienes (L'TB4) et les prostaglandines (PGE2) qui sont des métabolites de 'acide arachidonique
(Mueller, 1998). Ces lipides sont nommés selon plusieurs auteurs par les médiateurs lipidiques associés
aux pollens (Pollen-Associated Lipid Mediators (PALMs)) (Gilles et al., 2009; Smith et al., 1992; Traidl-
Hoffmann et al., 2002). Les formules chimiques de certains de ces médiateurs sont représentées dans

la figure 1.7.

Ces médiateurs lipidiques sont rapidement libérés lors du contact des grains de pollen avec la phase
aqueuse des muqueuses. Ils peuvent interagir dans la réaction allergique comme adjuvants (Behrendt

et al., 2001a; Gilles et al., 2009; Plotz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2005, 2002).
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Figure 1. 7: Formules chimiques de certains médiatenrs lipidiques associés aux pollens.
Behrendt et al. ont montré que les pollens de la fléole des prés et de bouleau liberent des quantités
importantes de ces substances similaires aux « LTB4 » et « PGE2 » dans un milieu aqueux, tel que la
solution de tampon de phosphate salin (Phosphate-Buffered Saline PBS) (Behrendt et al., 2001a). Les
pics de libération de ces substances pro-inflammatoires ont été observés apres un temps de 5 min a

un pH de 7,4 et une température de 37°C.

Le PALM LTB, (Leukotriecnes B4), 'un des médiateurs lipidiques associés au pollen, permet la
chimioattraction (effet d’attraction qu’exerce une substance chimique sur une cellule vivante) des
neutrophiles et des éosinophiles iz vitro (Cothay et al.,, 2009). II est également impliqué dans le
recrutement des lymphocytes T CD8" et l'inflammation IL.-13 dépendante (Gelfand and Dakhama,
20006). Le PALM PGE, (Prostaglandin E2), un autre médiateur lipidique associé au pollen, il module
les fonctions des cellules dendritiques et conduit donc a un renforcement de I'induction d’une réponse

Th2.

Selon plusieurs études (Plotz et al.,, 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002), les PALMs contenant des
dérivés de I'acide a-linolénique et linoléique stimulent et attirent les cellules du systéme immunitaire
inné tels que les neutrophiles et les éosinophiles. Ceci pourrait donc contribuer a une augmentation

ou un maintien de la réaction inflammatoire allergique.
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Un étude récente (Bashir et al., 20132a) montre que les lipides du revétement pollinique interviennent
aussi durant la réaction allergique et possedent les mémes propriétés attribuées aux PALMs. Ces lipides
contiennent plusieurs familles de composés organiques : les alcénes, les alcanes, les alcools, les éthers,
les aldéhydes, les composés aromatiques et les acides gras dicarboxyliques et monocarboxyliques
saturés et insaturés, (Abed El Azim, 2015; Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Human and
Nicolson, 2006; Naas et al., 2016; Piffanelli et al., 1997; Zhu et al., 2018). En raison de leur
emplacement a la surface du grain de pollen, les lipides externes peuvent interagir durant les réactions
allergiques en combinaison avec les protéines antigéniques permettent aux grains de pollens d’avoir

un effet adjuvant sur le systeme immunitaire (Bashir et al., 2013a).

Plusieurs stérols tel que le B-sitostérol et le stigmastérol présents dans la fraction lipidique externe des
pollens ont été identifiés aussi comme étant des agents responsables dans I'apparition des crises

d’asthme (Aceves et al., 1991; Pont et al., 1997).

3.4 Facteurs de risque de développer une allergie aux pollens

Les pollens sont responsables de réactions allergiques appelées pollinoses au niveau des zones de
contact : muqueuses respiratoires et oculaires. Plus rarement ils peuvent étre responsables de réactions
cutanées, telles que l'eczéma ou l'urticaire. L’allergie respiratoire se présente sous deux formes
principales : la rhinite et la rhino-conjonctivite allergique et I'asthme allergique. Les allergies sont des
manifestations multifactorielles modulées par des facteurs génétiques prédisposant et des facteurs

environnementaux.
3.4.1 La prédisposition génétique, le sexe et ’Age

Certaines études semblent indiquer que 50 % des cas d’asthme dans la population générale sont
attribuables a I'atopie (tendance héréditaire a présenter des réactions allergiques) (Pearce et al., 1999).
Le risque d’étre un sujet asthmatique est multiplié par deux si au moins un parent est asthmatique
(Bousquet et al., 2002). Les études réalisées par (Holloway, 2001; Wiesch et al., 1999) montrent que
les taux de concordance de ’'asthme et de la rhinite allergique sont substantiellement plus élevés chez

les vrais jumeaux que chez les faux jumeaux, suggérant ainsi une forte contribution génétique.
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Les allergies dépendent des facteurs démographiques tels que I'age et le sexe. La fréquence de I’asthme
est au moins deux fois plus élevée chez les garcons que chez les filles. Cette différence n’était pas
observée entre les deux sexes pour les rhinites (Sears et al., 20006). Les symptomes des allergies tendent
a se réduire avec I’age et de disparaitre le plus souvent apres le vieillissement du systeme immunitaire

(Rancé et al., 2007).
3.4.2 Influence du changement climatique

Les observations et les modeles de prévision ont montré que le réchauffement climatique serait
responsable d’une plus grande précocité de la date de début de pollinisation de nombreuses especes
végétales induisant a un allongement de la durée de leur saison pollinique (Emberlin et al., 2007;
Garcia-Mozo et al., 20006). Le changement climatique est responsable aussi de la modification de la
répartition géographique des plantes (Gilmour et al., 2006; Shea et al., 2008). D’autres observations
ont montré également que les quantités d’allergenes dans les pollens ont augmentées avec la

température (Levetin and Water, 2008).
3.4.3 Les polluants atmosphériques

Dans les zones urbaines, les polluants gazeux tels que 'ozone (Os) et les oxydes d’azote (NO, NO»)
agissent soit d’'une maniere directe en fragilisant I'appareil respiratoire, soit sur les grains de pollen en
modifiant leur allergénicité ou, encore, en altérant leur structure. Durant leur transport atmosphérique
les grains de pollen peuvent étre encombrés par des particules adhérées a leur surface (Duque et al.,

2013; Ribeiro et al., 2015, 2014).

Seuls les effets des deux polluants gazeux O3 et NO; sur les voies respiratoires sont abordés dans cette
partie alors que leurs effets directs sur les grains de pollen seront développés dans la partie suivante
(Cf. partie 4). Les polluants gazeux sont considérés comme des facteurs aggravants la réaction
allergique par lirritation des voies respiratoires. La plupart des polluants accentue I'irritation des
mugqueuses nasales ou oculaires en abaissant le seuil de réactivité bronchique. Ces phénomenes

irritatifs s’ajoutent alors aux effets de l'allergie pollinique (Obtulowicz, 1993).

Les valeurs réglementaires des concentrations des deux polluants atmosphériques (ozone et dioxyde

d’azote) sont représentées dans le tableau 1.2 (Légifrance, 2018).
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Durant toute I'année 40 pg/m’ (moyenne annuelle)
NO Oxydation du NO ¢émise a4 une haute température | Niveau d'alerte: 400 pug/m?
2 Combustion des combustibles (en moyenne horaire sur 3 heures
(centrale électrique et le réseau routicre de transport) consécutives)
Durant I'été
. . . . . 120 3 8h
@) Réaction secondaire entre les composés organiques volatils et | | pg/rr} (en moyenne 53u r8h)
3 Niveau d'alerte: 180 ug/m
les NOy sous rayonnement UV

Tablean 1.2 Sources et normes enrgpéennes des polluants gazenx (NOz, O3) (Légifrance, 2018).

Les effets de 'ozone sur les voies respiratoires ont été étudiés apres des expositions 7z vitro ou in vive
(Castillejos et al., 1995; McConnell et al., 2002). Ce polluant altere aussi les muqueuses respiratoires
dont il augmente la perméabilité (De Blay et al., 2000). L’ozone induit également une augmentation
de la production intracellulaire de dérivés oxygénés qui pourraient favoriser la production de cytokines
proinflammatoires (Li et al., 20006). II a aussi été montré que 'ozone peut entrainer une réaction
allergique pour des concentrations en pollen qui, sans la présence de 'ozone, n’engendreraient pas ou

peu de symptomes (Strand et al., 1998).

Les effets de l'ozone ont été aussi étudiés chez les sujets asthmatiques. L'un des effets les plus
importants de ce polluant est probablement I'aggravation de I'inflammation chronique des voies
aériennes (Vagaggini et al., 2002). D’autres auteurs suggerent que les effets de 'ozone sur obstruction
bronchique sont beaucoup plus importants chez les patients asthmatiques que chez les sujets sains

(Ball et al., 1996; Vagaggini et al., 1999).

I’augmentation de la prévalence de I’asthme et de la rhinite allergique est aussi associée a I'exposition
au dioxyde d’azote (Marco et al., 2002). L’exposition des souris au dioxyde d’azote a induit une
augmentation de leur réponse inflammatoire de type allergique et de leur hyperréactivité bronchique

(Poynter et al., 2000).
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4. Vieillissement atmosphérique du grain de pollen par les polluants
atmosphériques

Lorsque le pollen entre en contact avec ['atmosphere, a savoir au moment de la déhiscence des antheres,
Dplusienrs changements (chimigues, biologiques et physigues) sont possibles sur cette particule

atmosphérique (figure 1.8). Le vieillissement du pollen par les polluants atmosphériques peut avoir des

effets directs sur :

(2) Ses caractéristiques chimiques : modification en particulier de sa composition lipidigue.

(iz)  Ses caractéristiques biologiques : modification de son ponvoir de germination et de son potentiel
allergisant (via notamment la modification des protéines).

(i) Ses caractéristignes morphologiques : fragilisation de sa structure induisant la libération des

granules cytoplasmiques.

Climate Parameters Allergenic Air Pollutants
% RH, UV Bioparticles .05, NO,

=£ i ‘£ — 0 _—ﬁdlzﬂm

_PALMs Allergenic Proteins
oxylipins, phytoprostanes

ﬁ &v
/ \ native modified | agglomerated
PRR

Dendritic cell Th2 cell Mast cell
Allergen-specific Inmune Responses

Proinflammatory & Immunomodulatory Effects

Figure 1. 8: Voies a travers lesquelles les parametres climatiques et les polluants atmosphériques peuvent modifier les
médiatenrs lipidiques et les allergenes du grain de pollen (Reinmuth-Selzle et al., 2017) (réutilisation avec
antorisation).

49

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

Chapitre I. Etat de Iart

Pour étudier expérimentalement les effets du vieillissement atmosphérique décrits ci-dessus, les grains de
pollen sont exposés a des polluants générés artificiellement on soit directement a la pollution

atmosphérique extérienre.

Les polluants atmosphériques penvent agir sur les allergenes ainsi gue sur les lipides du grain de pollen
et induire une aggravation des manifestations allergiques. Cependant, on en sait peu sur la modification
des lipides des pollens par les polluants atmosphérigues. Une étude des effets de la pollution
atmosphérique sur la composition chimique du pollen acquiert une grande importance car les altérations
chimiques pourraient en retour induire une modification dans les interactions entre le pollen et le systéme

immunitaire et done des effets sur la réaction allergique.

Lensemble des processus de vieillissement atmosphérique par les polluants atmosphériques peut
[fragiliser aussi la structure du grain et entrainer la libération de son contenu cytoplasmique. Les granules
cytoplasmiques libérées penvent augmenter l'inflammation des voies aériennes et induire a ['augmentation

de U'incidence des réactions allergiques et asthmatiques.
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4.1 Modifications chimiques du pollen

De nombreuses études ont montré une modification chimique de la surface des grains de pollen suite
a un épisode de pollution (artificiel ou atmosphérique). En effet, les polluants atmosphériques peuvent
modifier chimiquement la surface du pollen par son enrichissement en différents éléments chimiques
et par Paltération de la composition de sa fraction lipidique externe. Une autre modification chimique
peut se faire également sur les lipides qui se trouvent dans le contenu cytoplasmique du pollen (lipides

internes).
4.1.1 Enrichissement de la surface pollinique en différentes éléments chimiques

Les grains de pollen peuvent étre pollués par le dépot sur leur surface de particules atmosphériques.
Ce type d’interaction est relativement peu documenté dans la littérature. Les analyses élémentaires
effectuées sur des grains de pollen prélevés en milieu urbain ont montré des enrichissements de leur
surface par des particules atmosphériques (Amjad and Shafighi, 2012; Okuyama et al., 2007; Shahali
et al., 2013). Ces grains de pollen pollués se sont avérés étre plus dangereux pour les sujets allergiques

car ils présentaient un potentiel fortement allergisant (Behrendt et al., 1997; Bellanger et al., 2012).
4.1.2 Modification de la fraction lipidique

Nous avons vu dans la partie 3.3.2 que les grains de pollen, en dehors de leurs fonctions comme
transporteurs des allergénes, contiennent également plusieurs familles de composés lipidiques qui
contribuent a la génération de réponses inflammatoires locales (Bashir et al., 2013a; Gilles et al., 2009;

Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2005, 2002) :

@) les lipides possédant des propriétés similaires a la famille des eicosanoides : les
prostaglandines et les leucotrienes (Behrendt et al., 2001a; Gilles et al., 2009; Smith et
al., 1992; Traidl-Hoffmann et al., 2002).

(i1) les lipides externes contenant plusieurs familles de composés organiques telles que les
alcenes, les aldéhydes, les acides carboxyliques insaturés et saturés, les alcanes et les
composés aromatiques (Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Naas et al., 2016;

Zhu et al., 2018).
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Pour comprendre Ieffet de la pollution atmosphérique sur P'allergie, il faut avoir une vision plus large
que celle ou les polluants atmosphériques agissent uniquement sur les allergeénes car ils peuvent
également avoir une action directe sur les lipides polliniques. Quelques travaux se sont intéressés a
¢tudier les effets des polluants atmosphériques sur les lipides du pollen car leurs effets pourraient avoir

des implications sur les réactions allergiques et asthmatiques.

Certaines publications ont montré Peffet des polluants atmosphériques sur les médiateurs lipidiques
de type eicosanoides secrétés par le pollen (Beck et al., 2013; Behrendt et al., 2001a; Kanter et al.,
2013) mais la modification des lipides extracellulaires n’est peu connue dans la littérature. I.’étude
réalisée par notre laboratoire a montré une modification des lipides extractibles d’un pollen non

allergisant celui de Pinus halepensis apres une exposition iz vitro a 'ozone (Naas et al., 2010).

Les deux études réalisées par (Behrendt et al., 1999, 2001a) ont montré que les grains de pollen de la
fléole des prés (Phleum pratense) et de bouleau (Betula alba) liberent des substances lipidiques similaires
a la famille des eicosanoides : les prostaglandines (PGE2-like) et les leucotrienes (LTB4-like). Behrendt
et al. ont exposé des grains de pollen de la fléole des prés 7 vitro a différents polluants atmosphériques
(SO, tolueéne, m-xylene) (Behrendt et al., 2001a). Ces polluants exercent des effets opposés sur la
libération des substances lipidiques de type eicosanoide : le SO, inhibe la libération de ces substances
par contre les composés organiques volatils les activent. Ces résultats pourraient aider a comprendre
la forte sensibilisation a I’allergie pollinique dans les zones polluées par les émissions d'échappement
de Pautomobile (Behrendt et al., 1996; Heinrich and Wichmann, 2004; Weiland et al., 1994). 1l a été
démontré aussi dans cette méme étude, que les grains de pollen de la fléole des prés collectés des zones
polluées par les circulations routieres libérent des quantités importantes des substances de type

eicosanoide : les L'TB4 et les PGE2.

Une autre étude a été réalisée sur la modification des lipides de type eicosanoide des grain de pollen
de bouleau récoltés dans des zones polluées par le NO; et O3 (Beck et al., 2013). Selon cette étude
l'ozone est un facteur environnemental qui permet d’influencer l'allergénicité a ce type de pollen en

induisant notamment des changements dans les quantités d’eicosanoides.

Deux études récentes, effectuées au sein de notre laboratoire, ont permis d’étudier I'effet d’une
pollution artificielle par 'ozone sur les lipides extractibles des grains de pollen de Pinus halepensis

récoltés en Algérie (Naas et al., 20106). La figure 1.9 représente une comparaison entre le profil lipidique
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extrait du pollen de pin exposé 7 vitro a 1100 ppb d’ozone et natif. Cette étude montre deux grandes

voies de modification de ses lipides :

L’ozonolyse d’acides gras insaturés présents dans la fraction lipidique : permet la formation

d’acides dicarboxyliques, d’aldéhydes et d’acides oxo-monocarboxyliques.

L’ozonolyse des doubles liaisons présentes dans la structure de la sporopollénine : ce type de

réaction a favoris¢ la formation du 4-hydroxybenzaldéhyde, l'un des

composés

majoritairement formés lors de 'exposition du pollen de pin a 'ozone. La fragilisation de la

paroi du pollen de pin apres exposition artificielle a 'ozone pourrait étre expliquée par la

dégradation de la structure chimique de la sporopollénine.
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Figure 1. 9: Chromatogrammes des espéces organiques extraites par le dichlorométhane des lipides externes du pollen

de Pinus halepensis exposé a 1100 ppb d’ozone pendant 16 heures (en hant) et non exposé (en bas) (Naas et al.,

4.2 Modification des caractéristiques biologiques du grain de pollen

2016).

Les effets de la pollution atmosphérique sur la fonction reproductive ainsi que sur le potentiel

allergisant des grains de pollen ont été largement étudiés. La pollution atmosphérique a un effet

remarquable sur la viabilité du grain de pollen avec une tendance a la diminution de sa germination
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pour la majorité des especes. Des études épidémiologiques et expérimentales montrent que les
polluants atmosphériques sont considérés comme les principaux facteurs responsables de
Paugmentation de la prévalence des maladies allergiques. L'exposition a ces polluants entraine non
seulement des effets aigus sur le systéme respiratoire mais aussi des actions directes sur les allergenes

des grains de pollen (Sénéchal et al., 2015).
4.2.1 Altération des protéines (dont les allergénes)

Les effets des polluants atmosphériques induisent une modification des potentiels allergisants des
grains de pollen par I'altération des allergénes. Des variations de ces comportements existent entre les

différentes familles de pollens et aussi en sein d’'une méme espece.

L'exposition iz vitro des pollens de Phleum pratense aux polluants atmosphériques (SO; et NO») dans
différentes conditions d'humidité a entrainé une réduction de la libération des allergénes apres une

exposition au SO, mais non au NO; (Behrendt et al., 1997).

Une autre travail plus récent (Rogerieux et al., 2007) a étudié les effets de 'ozone et de dioxyde d’azote
sur les quantités de protéines totales et sur les allergenes du pollen de Phleum pratense: (i) aucune
modification de la quantité des protéines totales n’a été observée dans les extraits solubles des pollens
pollués, (ii) une diminution de la détection de certains allergenes est observée dans les extraits aqueux
du pollen pollué et (iii) une modification des proprié¢tés biochimiques de certains allergenes est aussi
signalée. Cette modification biochimique a entrainé une diminution de la reconnaissance de certains

allergénes par 'immunoglobine de type IgE.

L’exposition a I’Os 7z vitro induit également une réduction significative de la teneur de Phl p 5, 'un des
principaux allergenes responsables des réactions allergiques au pollen de Phlenn pratense (Albertine et

al., 2014; Rogerieux et al., 2007).

Les études réalisées sur les pollens des différentes especes de bétulacées montrent une diminution de
leurs taux de protéines totales lorsqu’ils sont exposés 7 vitro a une atmosphere polluée (Cuinica et al.,
2013; Darbah et al., 2008; Lhuissier et al., 2000; Sénéchal et al., 2015). Il a également été montré une
diminution du taux de protéines totales et une augmentation de la reconnaissance des IgE lorsque le
pollen de Betula pendula est exposé in vitro au NO; (34-67 ppb pour une durée de 6/48h) et a ’O; (61-
192 ppb pour une durée de 6/12h) (Cuinica et al., 2014, 2013).
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Une autre étude a signalé une modification biochimique, en particulier une nitration sur I'allergene
majeur du pollen de bouleau le Bet v 1 apres une exposition a un mélange de NO» (4,57 ppm) et d’Os

(0,5 ppm) (Franze et al., 2005).

Les polluants atmosphériques agissent non seulement sur les protéines localisées dans le cytoplasme
du pollen mais aussi il a été démontré que ces polluants agissent sur les protéines qui se trouvent dans
son revétement pollinique (Ruffin et al., 1983). Ces protéines externes jouent un role important durant
la réaction allergique (Bashir et al., 2013b) et leur modification par les polluants atmosphériques

pourraient avoir des conséquences sur les réponses allergiques.
4.2.2 Altération de la fonction reproductive

La germination (ou la viabilité) des grains de pollen du Betula pendula est diminuée apres une exposition
in vitro au NO; (34-67 ppb pout une durée de 6/48h) et 2 ’Os (61-192 ppb pour une durée de 6/12h)
(Cuinica et al., 2014, 2013).

Un grand nombre de travaux a également été effectué sur les interactions des pollens des graminées
avec les polluants atmosphériques (Masuch et al., 1997; Rogerieux et al., 2007; Ruffin et al., 1983). 1I
semble que la germination (ou la viabilité) du pollen de Phlenm pratense n’est pas modifiée lorsque son

pollen est exposé z vitro a une atmosphere polluée (Albertine et al., 2014; Huss-Marp et al., 2008).

11 est difficile de tirer des conclusions quantitatives de I'effet des polluants atmosphériques sur la
fonction reproductive des grains de pollen (Iannotti et al., 2000). Il semble que le pollen soit plus
sensible a la pollution lorsqu’il est exposé 7 vitro aux polluants dans un milieu de germination (Wolters
and Martens, 1987). Ce qui laisse penser que les antheres protegent les grains de pollen des effets de
ces polluants. Mais il est possible aussi que les antheres favorisent la transmission des polluants
présents dans le sol vers les grains de pollen pendant leur processus de développement (Sénéchal et

al,, 2015).

4.3 Modifications physiques du grain de pollen et libération des granules

Dans la littérature, le mécanisme principal de rupture du grain de pollen dans Ienvironnement

implique la présence d’eau. Cette rupture peut entrainer la dispersion des particules microniques
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présentes a I'intérieur du grain de pollen. Il n’existe encore aucune nomenclature universelle pour
designer ces microparticules, les auteurs ont utilisé plusieurs termes tel que les : « granules d’amidon
», «particules submicroniques », « subpolliniques » ou « paucimicroniques » (Abed El Azim, 2015; Bacsi
et al., 2000; Currie et al., 2000; D’Amato et al., 2007; Grote et al., 2001; Suphioglu et al., 1992; Taylor
et al., 2002; Motta, 2004). Dans mon travail, j’ai utilisé le terme « granules cytoplasmiques du pollen »
ou GCP comme un terme générique pour designer tous les débris dérivés du cytoplasme du grain de

pollen.

Une fois libérés des grains de pollen, les GCP forment donc un aérosol biologique dans I'atmospheére.
Leur taille micrométrique (entre 0,5 a 4,5 um) leur permettent de pénétrer plus profondément dans le
systéme respiratoire et déclencher des crises d’asthmes (Dankaart et al., 1991). A part leur taille de
quelques micrometres, ils contiennent également des allergénes ce qui les rend potentiellement
responsables de réactions allergiques ou asthmatiques (Schippi et al., 1997; Suphioglu et al., 1992). Les
granules d’amidon peuvent amener a une réponse immunitaire a médiation cellulaire ce qui laisse
penser que ces granules possedent un réle majeur dans 'inflammation des voies aériennes inferieures

(Abou Chakra et al., 2012; Motta et al., 2004).

Plusieurs études ont montré que les grains de pollen expulsent leur granule cytoplasmique apres leur
contact avec l'eau et/ou avec des polluants atmosphériques. Ces derniers peuvent faciliter la
fragilisation de la paroi pollinique, permettant ainsi une libération plus facile des GCP dans un milieu

aqueux (Motta et al., 2000).
4.3.1 Lalibération des granules cytoplasmiques en milieu aqueux

Selon les especes végétales, deux mécanismes différents peuvent aboutir a la dispersion du contenu
cytoplasmique des grains de pollen vers 'atmospheére apres un contact avec un milieu aqueux (figure

1.10):

e Graminées : rupture du grain de pollen dans I’eau de pluie suite a un choc osmotique (Grote

et al., 2003; Suphioglu et al., 1992).

e Bouleau, aulne et noisetier : germination sans succes d’un grain de pollen sur une surface en
présence d’eau, une feuille par exemple. La rupture du tube pollinique relache ensuite des

granules cytoplasmiques (Schappi et al., 1997).
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Cette rupture et la dispersion du contenu cytoplasmique par ces différentes mécanismes est un enjeu
important pour I'asthme allergique et la compréhension de 'asthme d’orage (Abou Chakra et al., 2011,

2012; Currie et al., 2000; Motta, 2004; Visez et al., 2015).

La question est donc pourquoi certaines especes de pollen expulsent leur cytoplasme alors que d'autres
ne le font pas. Une explication possible est que les grains de pollen des graminées ont une paroi plus
mince que celle du pollen de bouleau, ce qui pourrait faciliter leur "éclatement” et la libération des
GCP (Schippi et al., 1997). Cependant, les grains de pollen des graminées ne se rompent pas tout au
long de leur paroi pollinique pour favoriser la libération de leurs granules mais ils les expulsent plutot
via leur pore de germination. Il est supposé donc que les différences dans la composition chimique du
contenu cytoplasmique des grains de pollen des graminées et de bouleau pourrait expliquer la
différence dans le mécanisme de libération de leur GCP (Grote et al., 2001). Les amyloplastes trouvés
dans le cytoplasme de pollen de bouleau et des graminées sont osmotiquement inactifs. Cependant,
les grandes quantités de particules polysaccharidiques (particules P) sont généralement trouvés dans le
cytoplasme des pollens des graminées et peuvent former des molécules osmotiquement actives
permettant de développer ainsi des pressions osmotiques suffisantes pour l'expulsion du contenu

cytoplasmique (Grote et al., 2001).
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Figure 1. 10: Schéma montrant les deux voies de libération des particules inhalables contenant des allergénes naturels
de grains de pollen. (a) Une rupture de grains de pollen de graminées dans l'ean de pluie par choc osmotigue et la
libération des granules cytoplasmiques se fait par l'intermédiaire de son pore. (b) Un grain de pollen de boulean germe
sur une feuille; la rupture de son tube pollinique libére les granules cytoplasmiques (Schappi et al., 1997) (réutilisation
avec antorisation).
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Les grains de pollen des graminées liberent environ 700 granules d’amidon chargés d'allergene dans
'eau de pluie apres un choc osmotique. Par contre aprés la germination du grain de pollen de bouleau
sur une feuille, son tube pollinique se rompt et libere environ 400 granules d’amidon chargés d’
allergeénes (Schippi et al.,, 1997). §’il est donc acquis que le pollen expulse son cytoplasme en milieu
aqueux, le mécanisme physique par lequel les granules cytoplasmiques se retrouvent ensuite sous

forme d’un aérosol respirable est trés incertain.

Une fois libérés des grains de pollen, les microparticules (<5 um) pourraient donc créer des aérosols
inhalables contenant des allergénes (Grote et al., 2001). Ce mécanisme de dispersion des granules
d’amidon des pollens de graminées est essentiel pour expliquer 'asthme allergique, et notamment les

épisodes, rares mais préoccupants, d’asthme d’orage (Marks et al., 2001; Suphioglu, 1998).
4.3.2  Lalibération des granules cytoplasmiques facilitée par les polluants atmosphériques

La rupture des grains de pollen peut se faire aussi sous 'action des polluants atmosphériques mais
sans ou en présence de I'eau. Les polluants atmosphériques peuvent rendre la rupture des grains de
pollen plus facile. Cette réactivité des polluants atmosphériques sur les grains de pollen peut induire a
des effets sur I'allergie pollinique. Donc la libération de ces GCP ne dépend pas seulement des facteurs
intrinseques, tels que la fraicheur du pollen mais aussi des facteurs extrinséques, tels que 'action des

polluants atmosphériques, sur le grain de pollen lui-méme.

Des nombreuses études décrivent des altérations physiques des grains de pollen lorsqu’ils sont exposés
artificiellement ou collectés directement des zones urbaines en comparaison a des pollens sains. Ces
modifications physiques induites par les polluants atmosphériques sont généralement : (i) des fissures
voire une déchirure de Pexine (Peltre, 1998; Shahali et al., 2009b, 20092) et (ii) des formes anormales
des grains de pollen (Amjad and Shafighi, 2012; Guedes et al., 2009; Schoene et al., 2004; Tretyakova
and Noskova, 2004).

En effet, Motta et al. ont observé une libération des granules cytoplasmiques du grain de pollen de
fléole des prés commercial pollué 7z vitro par les deux polluants gazeux NOz et O3 pour une durée de
4 heures (figure 1.11). Cette méme étude montre que la libération de ces GCP a été beaucoup plus

importante lorsque les grains de pollen pollués entrent en contact avec 'eau (Motta et al., 2000).
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Figure 1. 11: Images e microscopie électronique a balayage du pollen de fléole des prés (A intact, (B) exposé pendant
4 heures a 2 ppm de dioxyde d'azote et (C) a 0,7 ppm d’ozone (Motta et al., 2006) (Réutilisation avec autorisation).

Il n’existe aussi pas beaucoup d’études sur la modification physique des grains de pollen de bouleau
par les polluants atmosphériques. Des grains de pollen de bouleau récoltés des milieux urbains ont été
observés vidés de leur contenu cytoplasmique (Puc et al., 2016). Ce mécanisme de rupture des grains
pourrait également s’appliquer lors des épisodes d’asthme d’orage puisque 'augmentation de la vitesse
des vents et les conditions d’humidité importante pourraient expliquer au moins en partie la création

d’un aérosol d’allergenes respirables.
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5. Conclusion

Dans ce premier chapitre nous avons réalisé une revue de la littérature sur la morphologie des grains
de pollen, la pollinisation, la fraction lipidique pollinique, la réaction allergique ainsi que sur les
modifications induites par les polluants atmosphériques et en particulier par 'ozone et le dioxyde
d’azote. Le grain de pollen est une particule dont la fonction est d’assurer la reproduction chez les
végétaux. Par-dela cette fonction vitale pour la vie sur terre, il est aussi une particule qui impacte la

qualité de vie et la santé de millions de personnes a travers les réactions allergiques et asthmatiques.

Dans la littérature, nous avons identifié plusieurs travaux concernant les lipides du pollen : leur
biogenese, leur localisation externe ou interne (Ischebeck, 2016; Piffanelli et al., 1997; Piffanelli and
Murphy, 1998) ainsi que leur role durant la réaction allergique (Bashir et al., 2013a; Traidl-Hoffmann
et al., 2005, 2002). La libération de ces lipides est trés abondante par les pollens de la fléole des prés
et de bouleau apres leur contact avec une solution aqueuse (Behrendt et al., 2001a). Une fois libérés
ces lipides peuvent agir de concert avec les allergenes et augmenter la réponse allergique (Bashir et al.,

2013a; Gilles et al., 2009; Traidl-Hoffmann et al., 2002).

Au moment de son contact avec 'atmosphere, plusieurs changements (chimiques, biologiques ou
physiques) sont possibles sur le grain de pollen. Ce vieillissement atmosphérique peut aboutir a
I’exacerbation de son potentiel allergisant (Sénéchal et al., 2015). Nous remarquons qu’il existe assez
peu des études sur la modification des lipides des pollens allergisants par les polluants atmosphériques
(Naas et al., 2016; Zhu et al., 2018). Leur modification chimique peut moduler la réaction allergique et

moduler le potentiel allergisant du pollen (Beck et al., 2013; Behrendt et al., 1991).

Les grains de pollen de la fléole des prés et de bouleau sont une source de dispersion des granules
cytoplasmiques aprés leur contact avec une solution aqueuse. Cette libération semble étre plus
importante lorsque les grains sont préalablement exposés aux polluants atmosphériques (Behrendt et
al., 1991; Grote et al., 2003; Motta et al., 2006; Schippi et al., 1997). La rupture des grains et la libération
de leur contenu cytoplasmique est un enjeu important des réactions asthmatiques et en particulier de

I'asthme d’orage (Abou Chakra et al., 2011, 2012; Currie et al., 2000; Motta, 2004).
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1. Introduction

11 s’agit dans ce chapitre de présenter les différentes méthodes expérimentales mises au point au cours
de la these. Dans un premier temps, la provenance des grains de pollen de la fléole des prés et de
bouleau est décrite ainsi que les dispositifs expérimentaux mis en place pour réaliser leurs expositions
aux polluants gazeux et leurs ruptures artificielles. Ensuite, les deux méthodes d’extraction organique
et aqueuse utilisées pour étudier la composition de la fraction lipidique pollinique sont détaillées. Les
méthodes chromatographiques pour réaliser les études quantitatives et qualitatives sont également
décrites par la suite. Les travaux de dosage des quantités totales des protéines extraites des pollens et
les observations en microscopie électronique a balayage et optique des pollens selon le traitement subi

sont représentés a la fin de ce chapitre.

2. Grains de pollen étudiés

2.1 Le pollen de la fléole des prés

Les grains de pollen de la fléole des prés (Phleum pratense) ont été commandés chez plusieurs
fournisseurs : Bonapol, Pharmallerga et Stallergenes Greer. Le tableau II.1 récapitule leurs différentes

dates et lieux de récolte.

Fournisseurs Dates de récolte Lieux de récolte
Bonapol 22-25 Janvier 2007 Czech Republic, Southern Bohemia
Pharmallerga 7 Juillet 2016 Batelov, Jihlava, South Moravia
Stallergenes greer 7 Octobre 2014 Minnesota, Etats Unis

Tablean 11 1: Dates et lieux de récolte des grains de pollen de la fléole des prés.

Les grains de pollen de la fléole des prés ont une couleur jaune pale et une taille comprise entre 26 et
40 um selon les indications fournies par les fournisseurs. Ces grains n’ont pas subi de lavage préalable
par un solvant organique (dénomination commerciale : non-defatted). Leur récolte a été effectuée dans

des zones non polluées, ce qui a été certifié par les fournisseurs et par les observations en microscopie
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électronique a balayage effectuées par notre collegue du Lasir Marie Choél. Les observations
microscopiques ont montré que les échantillons étaient purs et ne contenaient que du pollen de fléole

de prés intact (sans rupture) et sans particules présentes a leur surface pollinique.

Les grains de pollen de chez Bonapol ont été utilisés pour les études d’identification et de
quantification de la fraction lipidique modifiée par 'exposition aux polluants gazeux et par la rupture
artificielle. Pour les expériences réalisées par les collegues du Centre d’Infection et d’Immunologie de
Lille, furent utilisées les grains de pollen fournis par Pharmallerga car leur date de récolte était plus

récente que celle de Bonapol.

2.2 Le pollen de bouleau

Le bouleau (Betula pendula) a également été choisi en raison de son abondance dans la région Hauts-

de-France et en particulier sur le campus de I’'Université de Lille, Sciences et Technologies.

Les chatons du bouleau ont été récoltés juste avant leur déhiscence sur le campus de 1'Université
pendant leur période de pollinisation en mars 2017. Ensuite ils ont été séchés pendant 24 heures a I'air
libre au laboratoire. Les grains de pollen tamisés a 40 um ont été placés dans une atmosphere séche
(gel de silice) pendant 24 heures et ensuite stockés dans des vials hermétiques a une température de

4°C jusqu'a leur utilisation.

3. Exposition du pollen in vitro aux polluants gazeux

La figure I1.1 représente le schéma d’exposition des grains de pollen 7z vitro a 'ozone (O3), au dioxyde
d’azote (NO,) et aussi a un mélange des deux polluants. Les concentrations des polluants gazeux ont
¢été choisies afin de de mieux s’approcher des conditions atmosphériques. L’exposition a 'ozone a été
réalisée a des concentrations de 100 ppb pour les grains de pollen de fléole des prés et de 130 ppb
pour le bouleau. Les grains de pollen ont été aussi exposés a une concentration de 100 ppb de NO..
La durée d’exposition de 16 h fut choisie pour étre effectuée durant la nuit et permettre I'utilisation
du matériel d’exposition a d’autres fins pendant la journée. A titre d’exemple et de comparaison, la

durée de transit du pollen dans 'atmosphere est de 'ordre de la dizaine d’heure.
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Seuls les grains de pollen de fléole des prés ont été également exposés a une concentration élevée de
1000 ppb d’ozone afin de faciliter I'identification par la spectrométrie de masse des produits formés
par Pexposition aux polluants gazeux. Nous allons détailler par la suite les différentes parties du
montage d’exposition a 'ozone et au dioxyde d’azote.

Entrée des polluants
0;/NO;

|

Filtres papiers
bep Grains de pollen

en cellulose

(55 mm) (50 mg)
Grille
(acter)
==d Evacuation
Analyseurs
de gaz

Figure 11. 1: Schéma du dispositif d’exposition des grains de pollen aux polluants gazeux (Os et NO,). Les grains de
pollen sont placés entre les deux filtres en cellulose (diametre 55 mm). Les concentrations des polluants se mesurent a la

sortie du réacteur par deux analysenrs spécifiques.
3.1 Génération et suivi de ’ozone

La génération de 'ozone s’effectue 7# vitro par la photolyse du dioxygene sous I'action d’une lampe
émettant un rayonnement UV centré sur la longueur d’onde de 254 nm (modele SOG-2 fournisseur
UVP). Le rayonnement UV est généré par une lampe a mercure parallele a un tube en quartz dans
lequel circule un flux d'air synthétique de débit de 1,35 L./min. Pour faire vatier la quantité d'ozone
générée, il est possible de changer la longueur de la lampe UV en déplagant le cache ou de moditier le

débit d'air synthétique.

Le flux d’ozone est introduit dans le réacteur en acier ou le pollen de masse 50 mg est piégé entre deux
filtres papiers en cellulose (GE Healthacare, Life Sciences Wathman ™, diamétre 55 mm). Les grains

de pollen ont été exposés durant 16 heures a des concentrations de 100, 130 et 1000 ppb d’ozone.
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La concentration en ozone est mesurée en sortie de réacteur par un analyseur d’ozone (Thermo Fisher
Scientific, modele Megatec 49i), ce dernier effectue une mesure de la concentration toutes les dix
secondes avec une limite de détection de 1 ppb. L’analyseur nécessite un débit de fonctionnement de

1,35 L./min.

3.2 Génération et suivi du dioxyde d’azote

La génération du NO» 7z vitro se fait grace a un générateur des NOx (Ansyco, SYCOS KT-GPTM)
alimenté d’un débit de 2,5 L./min de monoxyde d’azote (NO). Le générateur contient une chambre de
réaction dans laquelle est généré le NOy suite a une réaction du gaz étalon le monoxyde d’azote (NO)

avec ’O; produit aussi par le méme générateur.

Le dioxyde d’azote ainsi généré est mesuré en sortie de réacteur par un analyseur d’oxydes d'azote
(Thermo Fisher Scientific, Mod¢le Megatec 427) effectuant une mesure toutes les soixante secondes
avec une limite de détection de 0,4 ppb. Ce modele est un appareil a chimiluminescence pour la mesure

en continu et en temps réel des oxydes d'azote de l'air ambiant.

3.3 Exposition a ’ozone et aux dioxydes d’azote

Les grains de pollen ont également été exposés a un mélange des deux polluants gazeux d’ozone et de
dioxyde d’azote a des concentrations proches de celle des conditions atmosphériques. Les

concentrations ont été fixées a 100 ppb avec un débit total de 2,5 L/min.

4. Rupture artificielle du pollen

Nous avons mis au point un protocole de rupture artificielle par un broyage mécanique des grains de
pollen (figure I1.2). Le principe de la rupture artificielle des grains de pollen utilisé dans cette these est
le suivant : un flacon en verre contenant les grains de pollen et un barreau aimanté est disposé sur un
agitateur magnétique. L’agitation mécanique a une vitesse de 1400 tours/min pendant 4h va alors
permettre le broyage des grains de pollen. Cette technique de broyage mécanique a été utilisée dans la
littérature afin d’étudier la composition lipidique interne des grains de pollen de Brassica napus (Cf.

partie 2.3. du chapitre I) (Evans et al., 1991).
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H
Pollen
! broyé
Pollen . 3 Bareau
(50 mg) . aimante
[l
1400 rpm/4h

Figure 11. 2: Schéma représentatif de la rupture des grains de pollen par la technigue de broyage mécanique a une
vitesse de 1400 rpm pendant une durée de 4.

5. Extraction de la fraction lipidique pollinique

5.1 Produits chimiques utilisés

Les lipides externes des grains de pollen sont généralement extraits par des solvants organiques tres
différents tel que le : cyclohexane, hexane, benzene, chloroforme, N,N-diméthylformamide, diméthyle
sulfoxide, toluéne, éther diéthylique, éther de pétrole, éthanol, méthanol, acétone, et acétonitrile
(Bashir et al., 2013; Henricsson et al., 1996; Naas et al., 2016; Rejon et al., 2016) (Cf. partie 2.2. du
chapitre I).

Dans ce travail, plusieurs solvants organiques, qui different selon leur polarité, ont été utilisés pour
extraire la fraction lipidique externe des grains de pollen. Les solvants utilisés ont été commandés chez
Sigma Aldrich : dichlorométhane (IDCM) (CH,Cl, pureté de 99,8 %), cyclohexane (CcHia, 99,5 %),
hexane (C¢His, 99 %) et méthanol (MeOH) (CH3OH, 99,9 %).

Le tampon phosphate salin provenant de chez Thermo Fisher (souvent abrégé PBS, de l'anglais
Phosphate Buffered Saline) est le solvant aqueux utilisé dans ce travail. Il s’agit d’une solution tampon
contenant du chlorure de sodium (NaCl), du phosphate disodique (NaHPO,), du phosphate
monopotassique (KH>PO,) et de chlorure de potassium (KCI). Le PBS a déja été utilisé dans la
littérature pour extraire les protéines des grains de pollen de fléole des prés (Behrendt et al., 1999). Ce

tampon aqueux est souvent utilisé pour les études biologiques avec les cellules humaines.
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5.2 Extraction en phase organique

Au début de ce travail, nous avons utilisé la méthode d’extraction par ultrasons publiée dans Iarticle
d’Oumsaad Naas (Naas et al., 2016) pour extraire les lipides externes des grains de pollen de la fléole
des prés. Les agitations par ultrasons ont été utilisées afin de faciliter Uextraction des lipides par le
solvant organique. Les étapes de I'extraction sont les suivantes : (i) ultrasonication (agitation a bain
ultrasons) de 50 mg de pollen dans 1 mL de dichlorométhane pendant une durée de 15 min (ii)
centrifugation a 1800 g pendant 2 min, (iii) filtration du surnageant sur du coton préalablement nettoyé
par 5 mL de méthanol et 5 mL de dichlorométhane, (iv) réextraction une seconde fois du pollen dans
les mémes conditions, (v) addition des deux filtrats, (vi) évaporation de la solution a sec sous flux
d’azote et finalement (vii) solubilisation du produit sec concentré dans 50 pl. de DCM et 50 pL de
BSTFA-TMCS ((N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacetamide), TMCS (triméthylchlorosilane)). Chaque
¢chantillon est extrait et analysé trois fois afin de vérifier la répétabilité de I'extraction des lipides du

pollen.

Les étapes de I'extraction de la fraction lipidique externe ont été ensuite optimisées : nature du solvant
utilisé, durée d’extraction, avec ou sans ultrasons, centrifugation.... Ces différentes étapes

d’optimisation ont été testées sur les grains de pollen de fléole des prés.

Nous avons choisi premicrement de tester les effets de I'agitation par ultrasons sur I'extraction de la
fraction lipidique. La nouvelle étape optimisée consiste a laver les grains de pollen par un volume de
5 mL de solvant organique sans utiliser d’assistance par sonication. La comparaison entre les deux
analyses chromatographiques des lipides extraits des pollens sans et avec ultrasons nous a permis de
conclure qu’elles possedent le méme profil de composés organiques extraits. On a donc choisi par la

suite d’extraire la fraction lipidique externe par la méthode de lavage.

Différents solvants organiques ont été testés afin de choisir le solvant qui a le plus fort pouvoir
d’extraction et une bonne répétabilité d’extraction. La figure I1.3 représente les chromatogrammes
obtenus en GC-FID des extraits des grains de pollen de fléole des prés par les trois solvants
organiques : dichlorométhane, cyclohexane et hexane. Le dichlorométhane est un solvant
moyennement polaire alors que les deux autres solvants sont apolaires. Les axes verticaux et
horizontaux représentent respectivement les intensités en uV et les temps de rétention en minutes en
GC-FID. Les pics représentés sur chacun des trois chromatogrammes représentent les especes

organiques extraites de la fraction lipidique externe. La concentration massique de chaque composé
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est proportionnelle a 'aire de son pic correspondant. Les trois chromatogrammes représentés sur la

figure I1.3 montre la similarité des profils lipidiques. On observe donc que les trois solvants permettent

Pextraction des mémes composés mais a des concentrations massiques différentes.
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Figure 11. 3: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides extraits des grains de pollen de fléole des prés par les trois

différents solvants organiques: dichlorométhane, cyclobexane et hexane.

Afin de choisir le solvant organique qui posséde le meilleur pouvoir d’extraction, nous avons choisi
g 5

de comparer la somme des aires des pics élués entre le temps 10 et 80 min sur les chromatogrammes

représentés sur la figure I1.3. Cette somme est donc proportionnelle a la masse des lipides totaux

extraits d’une masse de 50 mg de pollen. Les sommes totales des aires des pics représentés sur chacun

des trois chromatogrammes de la figure I1.3 sont égales respectivement a 30401 mV.min, 28824

mV.min, et 2450 mV.min selon les données représentées sur la figure I11.4. La comparaison de ces trois

sommes montre que les lipides du pollen sont plus extractibles par le dichlorométhane que par le

cyclohexane et ’hexane. Ceci est expliquée par le fait que la majorité des especes organiques présentes

dans la fraction lipidique externe sont moyennement polaires ce qui a rendu leur extraction plus

importante par le dichlorométhane que par les deux autres solvants qui sont plus apolaires.
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Figure 11. 4: Sommes totales des aires des pics pour chacun des trois chromatogrammes représentés sur la figure 11.3.

Les extractions de la fraction lipidique par chacun des trois solvants organiques ont été répétées trois
fois afin de choisir celui qui permet d’obtenir une meilleure répétabilité. Parmi les trois solvants

organiques utilisés, le dichlorométhane a favorisé la meilleure répétabilité.

Un dernier test a été effectué pour vérifier si la totalité des lipides du pollen a été extraite apres un
lavage par le dichlorométhane. La masse de 50 mg de pollen extraite par 5 mL de dichlorométhane a

été séchée sous flux et ensuite réextraite deux fois par le méme volume de solvant organique.

La figure I1.5 représente respectivement les trois chromatogrammes des lipides du pollen de fléole des
prés extraits successivement trois fois par le DCM. La comparaison de ces trois profils lipidiques nous

a permis de supposer que :

e Le premier lavage des grains de pollen par le solvant organique a favorisé 'extraction des
especes organiques localisées dans la fraction lipidique du revétement pollinique (Cf. partie

2.2. du chapitre I).

e Les deux autres lavages qui suivent ont favorisé extraction des espéces organiques qui sont

plus en profondeur et qui n’ont pas été accessibles par le premier lavage.
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Dans notre travail on a choisi d’étudier la composition des lipides qui sont extraits apres le premier

lavage par le solvant organique car ces lipides seront en contact avec les polluants gazeux durant le

transport des grains de pollen dans 'atmosphére.
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Figure 11. 5: Chromatogrammes (GC-FID) représentant une comparaison du profil lipidique des pollens de fléole des

prés lors de trois extractions successives par le dichlorométhane.

Finalement, la nouvelle méthode d’extraction mise au point consiste a extraire 50 mg de pollen par un

volume de 5 mL. de DCM et ensuite les filtrer sur du coton préalablement nettoyé par le MeOH et le

DCM. Le temps de contact entre le pollen et le solvant est de cinq minutes. L’extrait organique est

ensuite évaporé sous flux d’azote jusqu’ a obtenir un résidu sec. I.’étape finale consiste a solubiliser le

résidu sec dans 50 pL. de DCM et 50 pL. de BSTFA-TMCS.

L’ajout de BSTFA (IN,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacetamide) et de TMCS (triméthylchlorosilane) (99-

1 %) a pour effet de remplacer les hydrogenes liés a un oxygene dans les familles des composés

organiques (alcools, acides carboxyliques et des phénols) par un groupement de triméthylsilane (-
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Si(CHs)3). Le but de cette silylation est de rendre ce type de composés plus volatils et thermiquement

plus stables afin de d’améliorer leur détection en chromatographie.

5.3 Extraction en phase aqueuse

Pour mieux s’approcher des conditions physiologiques, les grains de pollen ont été extraits par une
solution aqueuse : le tampon phosphate salin (souvent abrégé PBS, de I'anglais Phosphate Buffered
Saline).

Les étapes de l'extraction des grains de pollen par le PBS ont été optimisées afin d’obtenir des
extractions répétables. Tout d’abord les grains de pollen ont été mis en suspension avec le PBS : (i) en
présence d’une agitation douce et (i) sans aucune agitation pendant 22h. Les analyses en

chromatographie de leurs extraits ont montré une trés faible extraction des composés lipidiques.

Pour faciliter les extractions des especes organiques en phase aqueuse, les grains de pollen ont été mis
en suspension dans une solution de PBS en présence d’une agitation par barreau aimanté (agitation

mécanique) a une vitesse de 1000 tours/min pendant 2 h.

Les étapes de I'extraction des grains de pollen par le PBS sont les suivants : (i) 50 mg des grains de
pollen mis en suspension dans 2 mL de PBS en présence d’une agitation mécanique pendant 2Zh, (ii)
centrifugation a 1800 g pendant 2 min, (iii) filtration du surnageant sur du coton préalablement nettoyé
par 5 mL de méthanol et 5 mL. de dichlorométhane , (iv) extraction liquide-liquide (PBS-DCM) par
ajout de 2 mL. de DCM dans le vial contenant la solution de PBS filtré et agitation manuelle pendant
2 min, (v) centrifugation a 1800 g pendant 2 min et ensuite récupération de la phase organique et

filtration sur du coton.

L’étape de I'extraction liquide-liquide (iv) a été répétée trois fois afin de transférer au maximum les
lipides extractibles par le PBS dans le dichlorométhane. Aprés cette étape, 'évaporation du solvant
organique récupéré se fait sous flux d’azote avant de finalement solubiliser le produit sec concentré

contenant les composés organiques dans 50 pL. de DCM et 50 pL. de BSTFA-TMCS.
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6. Analyses chromatographiques

Dans cette étude, la chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée a un détecteur a ionisation de
flamme (FID) (Perkin Elmer Clarus 580) et a un spectrometre de masse (MS) (Perkin Elmer Clarus
680-600C) a été utilisée respectivement pour les analyses de quantification et d’identification de la

fraction lipidique extraite des pollens de fléole des prés et de bouleau.

Les conditions de la chromatographie en phase gazeuse sont les suivantes : volume d’injection 1 pLL
avec un split de (10 :1), colonne initialement 2 50°C pendant 1 min ensuite chauffée a 4°C/min pour
obtenir un palier 2 310°C de 19 min 2 la fin de P'analyse, débit de gaz vecteur d’hélium 1 mIL/min,
température d’injecteur 250 °C, durée totale de I'analyse 85 min. La colonne utilisée est de type HP5
(Crossbond 5% diphenyl- 95% dimethyl polysiloxane) de longueur de 30 m, diametre 250 um et

¢épaisseur de la phase stationnaire de 0,25 pm.

Pour les conditions du détecteur FID : température de 300 °C, débit d’hydrogene de 40 mL/min et

celui de Iair de 400 mL/min.

Le spectromeétre de masse de type quadripolaire est utilisé en mode SCAN permettant un balayage
d’une gamme de masse m/z allant de 45 a 500 d’une durée de 0,2 s. L’ionisation se fait par un impact

électronique de 70 eV.

L'identification des composés de la fraction lipidique extractible est basée sur la comparaison avec la
base de données de spectres de masse NIST et / ou sur la comparaison des temps de rétention des

standards utilisés et / ou sur la base de I’étude des spectres de masse.
Quantification des composés

Les composés organiques ont été quantifiés par la méthode du nombre équivalent de carbone
(ECN : Equivalent Carbon Number) (Scanlon and Willis, 1985). Cette méthode consiste a utiliser des
coefficients de réponse d’alcanes, corrigés d’un coefficient dépendant du nombre d’atomes de carbone
et des fonctions organiques présentes dans la molécule. Cette méthode permet de faire I’économie de
I’étalonnage de toutes les especes organiques identifiées. Cette technique ne nécessite que le calibrage
du détecteur du chromatographe pour une série d’alcanes. Dans notre étude, nous avons étalonné les

alcanes de 8 a 40 atomes de carbone dans des gammes de concentrations massiques de 6 a 36 pg/g.
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ECN(alcane) M (Ai) Aire chromatographique(Ai)
ECN (4i) M (alcane) masse du pollen extraite

y (Ai) = alkane X 01

y(Ai) est la masse (ug/g de pollen) du composé organique Ai, ECN(alcane) est le nombre de carbone
¢quivalent pour l'alcane linéaire avec le méme nombre d'atomes de carbone, ECN (Ai) est le facteur
de réponse corrigé qui dépend des fonctions organiques présente dans la molécule Ai, M est la masse
moléculaire de Ai, la masse du pollen extraite est égale a 50 mg, Ruene est le facteur de réponse
déterminé pour chaque alcane (ug par unité d’aire chromatographique), et 0,1 correspond a la masse

de la solution finale (en gramme).

Pour les acides insaturés (a-linolénique et linoléique), leur concentration a été calculée a partir de

droites d’étalonnages réalisées a partir de solutions diluées de ces deux composés.

Afin de quantifier par pesée la quantité des lipides totaux, nous avons choisi d’extraire 1 g de grains
de pollen de fléole des prés et de bouleau par le DCM selon la méme procédure décrite dans la partie
5.2. L'utilisation d’une masse aussi élevée a permis de peser le résidu sec apres évaporation du solvant.

Par cette méthode, nous avons déterminé les masses totales de lipides extraits par gramme de pollen.

Les blancs des expériences sont préparés suivant le méme protocole d’extraction en phase organique
et aqueuse mais sans pollen. La quantité totale extraite des especes organiques détectées dans les blancs
sont négligeables par rapport a celles du pollen. Leurs valeurs ont été soustraites des quantités extraites

des grains de pollen.

7. Dosage des protéines totales

Ces études ainsi que celles sur le role des lipides durant la réponse inflammatoire ont impliqué des
collaborations avec Patricia de Nadai (Maitre de conférences, Centre d’Infection et d’Immunologie de

Lille, Université de Lille, Institut Pasteur de Lille, INSERM, CNRS).

Nous avons entamé durant ce travail des études sur la modification des taux des protéines totales
extraits des grains de pollen de fléole des prés fournis par Pharmallerga (Cf. partie 2.1) en fonction

de leur exposition aux polluants gazeux.
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La méthode de dosage des taux de protéines totales a consisté a mettre en suspension une masse de
10 mg de pollen dans 1 ml de PBS sous agitation mécanique pour une durée de 2h. Les extraits ont
ensuite été centrifugés a 1800 g. Les surnageants ont été récupérés apres filtration sur des filtres a
seringues de cellulose régénérées avec une taille de pores de 0,45 um. Le dosage des protéines a été
fait par un dosage colorimétrique des protéines avec le kit BCA Protein Assay kit (Thermo, scientific)

selon les recommandations du fabricant.

8. Observation microscopique électronique a balayage et optique

Les images microscopiques des grains de pollen ont été effectuées par notre collegue du LASIR Marie
Choél. Les grains de pollen de fléole des prés selon les différents traitements subis (intacts, extrait par
le DCM, pollués iz vitro a I'ozone et broyés mécaniquement) ont été observés en microscopie
électronique a balayage (MEB). La méthode de préparation pour leur observation en MEB est la
suivante : le pollen a été prélevé sur une pointe de spatule puis saupoudré sur pastille adhésive de
carbone montée sur plot porte-objet de microscopie. Les échantillons ont ensuite été métallisés a l'or.
Les observations ont été effectuées par MEB (Hitachi, modéle FlexSEM 1000) avec une tension

d'accélération de 5 kV.

Seuls les grains de pollen de fléole des prés extraits par le PBS ont été observés en microscopie optique
parce que P'observation des extraits aqueux n’était pas possible en microscopie électronique. Une
masse de 50 mg de pollen de fléole des prés a été introduite dans 2 mL de solution de PBS et ensuite
mélangée pendant 2 h par agitation mécanique (CF. partie 5.3). Un volume de 500 plL de ce mélange

a ¢été transtéré dans une cellule a liquide pour 'observation par microscopie optique.
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Nous avons vu dans la revue de la littérature présentée dans le premier chapitre, que non seulement les
allergenes du pollen sont les facteurs qui agissent lors du mécanisme d’une réaction allergique mais
qu’intervient également la fraction lipidique pollinique. 1/ est done important de connaitre la composition
chimique de cette fraction lipidigue et aussi la facon dont celle-ci peut étre modifice par des polluants
atmosphériques gazenx. La connaissance du vieillissement atmosphérique du grain de pollen allergisant
est cruciale afin de comprendre les impacts potentiels de la pollution atmosphérique sur la santé des

sujets allergiques.

Dans un premier temps, nous avons réalisé des études d'identification et de quantification des espéces
organiques extraites par des solvants organiques et aquenx de la fraction lipidigue des grains de pollen
de la fléole des prés et du bonleau (chapitre 111). Ensuite, nous nous sommes intéressés a étudier leurs
modifications chimiques induites par une exposition in vitro d ['ozone et au dioxyde d’azote (chapitre
IV). Les études de vieillissement atmosphérigue du pollen ont impligué également des travaux

préliminaires concernant le dosage de ses quantités de protéines totales (chapitre IT/).

Dans un second temps, nous avons identifié et quantifié les lipides internes qui sont facilement libérés
dn contenu cytoplasmique du grain de pollen aprés sa cassure par la technigue de broyage mécanique.
Ce travail nous a permis d’identifier les espéces organigues qui pourraient jouer un role important dans
Laggravation des réactions allergiques et asthmatigues apres la rupture des grains de pollen de fléole et
de boulean dans l'environnement (chapitre V). Enfin nous nous sommes intéressés a étudier la
modification des especes chimiques internes des grains de pollen de fléole des prés par une exposition in

vitro a ['ozome (chapitre 17).
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1. Identification des especes organiques extraites de la fraction
lipidique externe du pollen par le dichlorométhane

Dans cette partie, nous exposons les travaux qui ont conduit a I'identification et la quantification des
especes organiques extraites par un solvant organique le dichlorométhane (DCM) des lipides externes

des pollens de fléole des prés et de bouleau.

1.1 Pollen de fléole des prés

Les grains de pollen de fléole des prés (Phlenm pratense) ont été commandés chez plusieurs fournisseurs.
Dans un premier temps, la composition de leur fraction lipidique externe a été comparée selon le lieu
et la date de récolte de ces différents fournisseurs. Les chromatogrammes de la figure III.1
représentent les analyses en GC-FID des lipides externes extraits par le DCM des grains de pollen
récoltés en trois endroits différents (année de récolte notées entre parentheses) : (a) République
tchéque, Bohéme du Sud (2007), (b) Etats-Unis, Minnesota, (2014) et (c) République tchéque, Moravie
du Sud (2016). Les axes verticaux des chromatogrammes représentent les intensités des pics
chromatographiques en uV et les axes horizontaux représentent les temps de rétention en minutes.
Chacun des trois chromatogrammes comporte environ 330 pics élués entre les temps 10 et 80 min.
Chaque pic sur le chromatogramme représente (au moins) un composé organique extrait de la fraction
lipidique externe du pollen. Les pics des solvants ¢lués avant le temps de rétention de 10 min ne sont
pas représentés sur les chromatogrammes (présence des pics du solvant, des impuretés du solvant et
des résidus de la dérivatisation). D’apres les trois chromatogrammes de la figure IIL.1, les extraits
organiques des grains de pollen de fléole des prés récoltés a plusieurs endroits et a différentes dates

possedent des profils lipidiques extractibles semblables.
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Figure 111. 1: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides externes extraits des grains de pollen de fléole des prés intacts
récoltés @ des dates et des endroits différents (a) Républigue théque, Bobéme du Sud (2007), (b) Etats-Unis,
Minnesota, (2014) et (c) République tchéque, Moravie du Sud (2016).

Le tableau III.1 permet de comparer la somme des aires des pics des trois chromatogrammes entre les
temps 10 et 80 min. Cette somme est proportionnelle a la concentration massique totale des lipides
extraits de chacun des trois pollens. Les expériences d’extraction ont été répétées trois fois afin de
vérifier la reproductibilité, 'écart entre les aires totales est de 16%. La moyenne des sommes des aires
des pics représentés sur ces trois chromatogrammes est égale a 2845613673 mV.min. La somme des
aires des pics de chacun des trois chromatogrammes est donc sensiblement différente. Les pics sur le
chromatogramme représentant les lipides extraits des pollens provenant de la Moravie de Sud
(chromatogramme (c) sur la figure III.1) possédent la somme des aires la plus importante. Cette
comparaison nous a permis de supposer que les pollens de fléole des prés récoltés a plusieurs endroits
et a différentes dates possedent des especes chimiques similaires mais a des concentrations massiques

légerement différentes.
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Lieux et dates de récolte du | Bohé¢me du Sud | Minnesota Moravie du Sud Moyenne de la

pollen de Fléole des prés (2007) (2014) (2016) somme des aires

Somme des aires 27561 24783 33026 28456+3673
(mV.min)

Tablean 111. 1: Comparaison entre les sommes des aires des pics élués entre les temps 10 et 80 min sur les trois
chromatogrammes représentant les lipides extraits des grains de pollen de fléole des prés récoltés a plusienrs endroits et a
différentes dates (figure 111.7).

1.1.1  Observation en microscopie électronique a balayage des grains de pollen intacts et
extraits par le dichlorométhane

Dans la littérature, plusieurs auteurs ont fourni des images microscopiques des grains de pollen lavés
par un solvant organique montrant une extraction de leurs revétements polliniques (Bashir et al.,
2013b; Rejon et al., 2016; Zinkl et al., 1999) (Cf. figure 1.5 du chapitre I). Dans le but d’observer
Peffet du solvant organique sur ’extraction de cette couche pollinique, les grains de pollen de fléole
des prés extraits par le dichlorométhane ont été séchés sous flux d’azote et ensuite observés en
microscopie électronique a balayage. Les deux images (a) et (b) sur la figure II1.2 représentent
respectivement le grain de pollen intact et celui extrait par le dichlorométhane. Le pollen intact est le
pollen qui n’a subi aucun traitement dans le laboratoire. Les deux images du pollen sur la figure I11.2
sont similaires. Les effets du solvant organique sur extraction du revétement pollinique ne sont pas
observables en microscopie électronique a balayage dans le cas de la fléole des prés. Cette conclusion

a été vérifiée suite a 'observation d’'un nombre important de grains de pollen.

0007 5.00kV 6.0mm x2.30k SE 0003 5.00kV 6.1mm x2.70k SE

Figure 111. 2: Images observées en microscopie électronique a balayage de grains de pollen de fléole des prés (a) intact et
(b) extrait par le dichlorométhane.
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Identification et quantification des lipides externes

Nous avons ensuite identifié et quantifié les especes organiques extraites par le DCM des lipides

externes. Les études de quantification et d’identification ont été faites sur les extraits organiques des

grains de pollen provenant de la Bohéme du Sud (pollen (a) sur la figure III.1). Ce lot de pollen fut

historiquement acquis en premier au laboratoire. Les autres lots ont été acquis par la suite pour vérifier

le caractére « universel » des extractions sur le pollen (a). Les especes organiques identifiées dans sa

fraction lipidique externe sont représentées sur la figure II1.3. Seuls les pics qui ont des intensités

importantes sur le chromatogramme ont été identifiés. Les stérols ont été également observés mais

leur identification n’a pas été possible uniquement sur la base des spectres de masse (une injection de

solutions étalons aurait été nécessaire pour obtenir les temps de rétention des stérols).
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Figure I11. 3: Chromatogramme (GC-FID) des espéces organiques identifices dans les lipides externes extraits par le
dichlorométhane du pollen de fléole des prés provenant de la Bobéme du sud. Les espéces organiques sont représentées
par les abréviations suivantes (x nombre d'atomes de carbone) : acides gras saturés (Acide Cx), alcenes (Cx:1), alcools
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(OH Cx) et alcanes (nCx).
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Les six familles de composés organiques identifiés et quantifiés dans la fraction lipidique externe de
ce pollen sont les suivantes : les alcanes, les alcenes, les acides monocarboxyliques (saturés et insaturés),
les aldéhydes et les alcools (stérols non quantifiés). La figure II1.4 représente leurs concentrations

massiques totales en ng.mg"' de pollen selon leur abondance dans les lipides externes.

2000 -
.
i
1600
< I
2@
S Il
o
o 1200
©
2
S 800-
{ =
400 T
l__l I 1

Alcanes Alcénes Acides gras Acides gras Aldéhydes  Alcools
saturés  insaturés

Figure I11. 4: Concentrations massiques en ng.mg' de pollen des six familles organiques identifiées dans les lipides
externes extraits par le dichlorométhane du pollen de fléole des preés.
Au total, 50 composés organiques ont été identifiés dans la fraction lipidique externe extraite par le
DCM. Leurs concentrations massiques respectives sont représentées dans le tableau IIL.2. Chaque
valeur de concentration massique a été calculée a partir de trois extractions distinctes. Les masses de
lipides extraits lors des analyses de controle de contamination (extractions sans pollen) étaient

négligeables par rapport a celles du pollen.

La masse totale de chaque famille organique extraite des lipides externes est la suivante : 1828+105
ng.mg’ pour les alcanes (13 composés), 1445118 ng.mg" pour les alcénes (7 composés), 434146
ng.mg"' pour les acides gras saturés (19 composés), 55+5 ng.mg" pour les acides gras insaturés (2
composés), 3376 ng.mg" pour les aldéhydes (6 composés) et 2673 ng.mg' pour les alcools (3

composés).

La somme des masses des composés identifiés dans le pollen de fléole des prés atteint une masse

équivalente en alcanes de 3,8+0,3 mg.g". Afin d’estimer le pourcentage des lipides identifiés, 1 g de
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pollen a été extrait et le résidu sec d’extraction a été pesé. La masse totale des lipides extraits a été
déterminée de la sorte a 211 mg. I’ensemble des lipides identifiés et quantifiés dans notre travail
représente donc environ 18% de la totalité des lipides extraits (3,8 mg quantifiés pour 21 mg extrait

d’un gramme de pollen).

La fraction lipidique externe de ce pollen contient une masse importante d’alcanes. L’identification est
remarquable pour une série d’alcanes de nombre impair de carbone C23, C25, C27, C29 et C31. Le
C27 est l'alcane le majoritairement extrait avec une masse de 6563 ng.mg"'. La deuxiéme famille
organique la plus extraite en phase organique est celle des alcénes de masse totale de 1445%118

ng.mg . Les deux alcénes de nombre impair de carbone C27 et C31 sont les plus abondants.

Les acides gras saturés sont compris entre le C5 et le C28 avec une extraction importante des deux
acides C16 et C18. Seulement deux acides insaturés ont été identifiés I’acide 9,12-octadécadiénoique
(linoléique, C18:2) et I'acide 9,12,15-octadécatriénoique (x-linolénique, C18:3). La fraction lipidique
pollinique de la fléole des prés contient une masse plus importante de l'acide a-linolénique (52*4
ng.mg") que I’acide linoléique (371 ng.mg"). Les deux dernicres familles qui sont présentes en faibles
quantités sont celles des alcools et des aldéhydes. Au total trois alcools et six aldéhydes ont été

identifiés dans les lipides extenes.

Nos identifications des especes organiques extraites du pollen de fléole de prés sont comparées dans
la derniere colonne du tableau II1.2 avec I’étude de Bashir et al. (Bashir et al., 2013a) qui est la seule
¢tude disponible a notre connaissance dans la littérature portant sur 'identification de ces familles
pour le pollen de fléole des prés. Il est a noter que dans I’étude de Bashir et al. les lipides ne sont pas

quantifiés, seules sont fournies les aires chromatographiques relatives.
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Tablean 111. 2: Concentrations massiques des espéces organiques identifices et quantifiées apres extraction par le
dichlorométhane du pollen de fléole des prés intact. Comparaison des identifications avec la littérature (Bashir et al.,
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Tr GC/FID Masse (ng.mg" de pollen)
(min) Formules brute: Intact Référence

ALCANES
Heptadécane 32,6 Cy7H34 51
Nonadécane 37.8 CoHyg 31
Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 9 +14
Docosane 44,8 CyHyg 5 +1
Tricosane 46,8 Cy3Hys 78 +9 Bashir
Tétracosane 48,9 C,4Hs 19 +3 Bashir
Pentacosane 50,8 Cy5Hs, 338 21 Bashir
Hexacosane 52,7 CysHsy 38 +4 Bashir
Heptacosane 54,6 C,yHse 656 +3 Bashir
Octacosane 56,3 C,sHss 28 +3 Bashir
Nonacosane 58,3 (GPFY 5 P 317 21 Bashir
Triacontane 59,6 C3oHg, 21 +2 Bashir
Hentriacontane 61,2 Cs3,Hgy 311 +22 Bashir
Masse totale 1828 +105
ALCENES
Décene 27,5 C10Hyg 5 1
Pentacoséne 50,4 C,5Hso 41 +6 Bashir
Heptacoséne 54,2 C,;Hs, 464 +47
Octacoséne 56,2 C,sHse 58 +8
Nonacoséne 57,3 Cy9Hsg 297 +18 Bashir
Triaconténe 59,0 C3oHgo 39 £7
Hentriaconténe 60,9 Cs,Hg, 541 +31
Masse totale 1445 +118
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyHy50 1+1
Octadécanal 40,8 Cy5H360 311
Eicosanal 45,3 C,o0H;00 5+1
Hénéicosanal 47,5 CyH,0 5+l
Docosanal 49,6 C,,H, O 10 +1
Tétracosanal 53,4 Cp4Hy0 9 =1
Masse totale 33 +6
ALCOOLS
Hexadécanol 39,4 C6H;3,0 12 +1
Octadécanol 43,8 Cq15H350 6 +1
Docosanol 51,8 C,,Hy60 8 +1
Masse totale 26 +3

2013a).
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Tgr GC/FID Masse (ng.mg de pollen)
(min) Formules brutes Intact Référence

ACIDES GRAS SATURES
Acide Pentanoique 9,9 C;H;,0, 1+1
Acide Hexanoique 13,0 C¢H140, 6 +1
Acide Heptanoique 16,3 C,;H;40, 3 +1
Acide Octanoique 19,7 CgH;50, 3+1
Acide Nonanoique 22,8 CoH,,0, 4 +1
Acide Décanoique 25,2 C10H,,0, 1+1
Acide Undécanoique 29,1 C11H,0, 2 +1
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H,60, 2 +1
Acide Tétradécanoique 36,5 C4H3,0, 10 +1 Bashir
Acide Pentadécanoique 38,9 C45H;3,0, 1+1 Bashir
Acide Hexadécanoique 414 C16H340, 160 +13 Bashir
Acide Heptadécanoique 43,6 Cy;H360, 341 Bashir
Acide Octadécanoique 45,7 C,3H350, 159 +16
Acide Nonadécanoique 47,7 C19H,00, 5+1 Bashir
Acide Eicosanoique 49,8 C,0H4,0, 41 +1 Bashir
Acide Hénéicosanoique 51,7 C,,Hy O, 8 +1
Acide Docosanoique 53,5 Cy,H 60, 16 1 Bashir
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H;500, 5+1
Acide Octacosanoique 64,3 CysH550, 4 +1
Masse totale 434 +46
ACIDES GRAS INSATURES
Acide a-Linoléique 44,7 Cy3H3,0, 311 Bashir
Acide Linolénique 45,0 Cy5H3,0, 52 +4 Bashir
Masse totale 55 +5

Tablean 111. 3: Concentrations massiques des espéces organiques identifiées et quantifiées apres extraction par le
dichlorométhane du pollen de fléole des prés intact. Comparaison des identifications avec la littérature (Bashir et al.,
2013a).

Bashir et al. ont identifié plusieurs familles de composés organiques dans les lipides externes du pollen
de fléole des prés parmi lesquelles : des alcanes (10 composés), des alcenes (3 composés), des acides
monocarboxyliques saturés (7 composés) et insaturés (5 composés), des acides dicarboxyliques (4
composés), les alcools saturés et insaturés (2 composés) (Bashir et al., 2013a). La comparaison des
deux études montre que sur les 50 composés organiques identifiés dans les lipides externes, 20 au total
ont été confirmés dans I’étude de Bashir et al. (ces especes représentent environ 70 % de la masse
identifiée dans notre étude et confirmée par Bashir). Nous avons trouvé 30 composés en plus des
identifications réalisées par Bashir et al. pour les six familles d’espéces organiques représentées dans
le tableau II1.2. Par contre Bashir et al. ont identifié en plus 18 composés appartenant aux familles des
alcanes, acides monocarboxyliques insaturés, acides dicarboxyliques, alcools, terpenes, stérols et autres

(Pacide benzoique, le glucitol, I'arabinitol et 'acide phosphorique). Ces espéces non confirmées dans
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notre étude correspondent a environ 30% des aires totales de I’étude de Bashir. Parmi ces 18
composés, quatre d’entre eux (acide buténedioique, acide propanetricarboxylique, heptacosanol et
stigmastérol) représentent 29% des aires totales. Les spectres de masse de ces especes ont été
recherchés dans nos chromatogrammes. Pour les 14 especes minoritaires, elles ont des concentrations
trop faibles pour étre confirmées dans notre analyse. Parmi les 4 majoritaires, I'acide buténedioique et
'acide propanetricaboxylique ont des temps de rétention probablement inférieurs a 10 minutes dans
nos conditions chromatographiques. Le stérol n’a pas pu étre identifié. Quant a ’heptacosanol, il est
surprenant de ne pas confirmer cette identification mais le résultat de la recherche de son spectre de

masse dans nos données est clairement négatif.

Pour terminer la comparaison avec la littérature, notre étude présente : une série pour les alcenes
continue dans notre étude (C25 a C31) et discontinue pour Bashir (C25, 26 et C29), une série pour les
acides gras continue dans notre étude (C5 a C28) et discontinue pour Bashir (C14 a 17, C19-20 et
C22), une série d’aldéhydes continue dans notre étude (C9 a C24) et pas d’identifications pour Bashir,

une série d’alcools paire dans notre étude (C16, 18 et 22) non confirmée par Bashir (C17).

1.2 Pollen de bouleau

Le pollen de bouleau a été récolté sur le campus cité scientifique de I'université de Lille en 2017. Son
protocole d’extraction par le dichlorométhane est le méme que celui utilisé pour le pollen de fléole des
prés. La figure II1.5 représente le chromatogramme de ses lipides externes extraits par le DCM. Ce
chromatogramme est caractérisé par la présence de huit grands pics qui ont une intensité de plus de

2X10° uV parmi les 197 pics représentés.
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Figure 111. 5: Chromatogramme (GC-FID) des lipides externes extraits par le dichloromeéthane du pollen de boulean
intact.

La fraction lipidique externe du pollen de bouleau comporte les mémes familles d’especes chimiques
que dans les lipides du pollen de fléole des prés (figure I11.6). La fraction lipidique extractible du pollen
de bouleau comporte une masse importante de 16557167 ng.mg" d’alcénes (5 composés) et de
10521123 ng.mg™ d’alcools (9 composés). Les masses des autres familles identifiées sont les suivantes:
671+81 ng.mg" pour les acides gras saturés (13 composés), 164+19 ng.mg" pour les alcanes (4
composés), 305 ng.mg” pour les aldéhydes (4 composés) et 193 ng.mg"' pour les acides gras
insaturés (2 composés). Au total 37 composés organiques ont été identifiés dans ses lipides externes.
Leurs concentrations massiques représentées dans le tableau II1.3 ont été calculées a partir d’une

moyenne de trois extractions.
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Figure I11. 6: Concentrations massiques (ng.mg’) de pollen des six: familles organiques extraites par le
dichlorométhane des lipides externes du pollen de boulean.
La masse totale des composés identifiés dans le pollen de bouleau atteint une masse de 3,6£0,4
mg.g". L.a masse totale des lipides extraits d’'un gramme de pollen est de 27+1 mg. [’ensemble des
lipides identifiés et quantifiés dans notre travail représente donc environ 13% de la fraction extractible.
A notre connaissance, deux études existent dans la littérature concernant identification de la fraction
lipidique du pollen de bouleau (Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996). Les composés organiques

identifiés dans ce travail sont comparés dans le tableau II1.3 avec ceux identifiés dans la littérature.

Les alcénes de nombres de carbones impairs compris entre C23 et C31 ont été identifiés dans la
fraction lipidique externe du pollen de bouleau. Les C27 (824173 mg.g™) et C29 (596162 mg.g") sont
les plus abondants parmi les alcénes extraits. I.’abondance de ces alcenes et en particulier du C27 a

déja été confirmée par I’étude (Henricsson et al., 1990).

Les lipides externes extraits du pollen de bouleau sont aussi riches en alcools avec une masse totale de
10524123 ng.mg ™. Neuf alcools saturés compris entre C16 et C28 ont été identifiés. I.’abondance des
alcools dans cette fraction lipidique externe est due a la présence du C22 en quantité importante de

861192 ng.mg'. L’extrait organique contient également des acides monocarboxyliques saturés
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compris entre C6 et C26 parmi lesquels les C22 et C24 sont les plus abondants. Les acides

monocarboxyliques insaturés le C18:2 (7+1 ng.mg") et C18:3 (12+2 ng.mg") ont été aussi détectés.

En comparant avec la littérature, au total sur les 37 composés organiques identifiés par notre étude, il
y a 7 composés qui ont été confirmés par I’étude de Bashir et al. Une vingtaine de composés
appartenant aux familles des aides gras saturés et insaturés, acides dicarboxyliques, alcanes, terpénes
et stérols ont été identifiés dans I’étude de Bashir sans pouvoir étre confirmé par nos données de
spectrométrie de masse. La comparaison de nos identifications avec celles réalisées par Henricsson et
al. montre que les cinq alcénes identifiés dans les lipides externes de nos pollens ont déja été retrouvés
par Henricsson et al. alors que sur les douze alcanes identifiés par Henricsson et al. il y a seulement

quatre alcanes identifiés dans nos extraits organiques.

Les travaux d’identification des especes chimiques extraites des pollens de bouleau récoltés en 2017
ont été comparés avec ceux publiés dans l'article Zhu et al. 2018 (Zhu et al., 2018). Ce travail est le
résultat d’'un encadrement d’un étudiant de master 2 qui a travaillé sur la modification par 'ozone de
la fraction lipidique des grains de pollen de bouleau récoltés en 2016. Les deux pollens de bouleau,
étudiés durant ces deux travaux, ont été récoltés de deux arbres différents sur le méme campus. La
masse totale des lipides extraits d’'un gramme de ces deux pollens est égale a 27 mg. La masse des
lipides identifiés aprés une extraction des 50 mg de pollens est respectivement égale a 3,5 mg.g”' pour
le bouleau récolté en 2016 et de 3,6 mg.g' pour celui récolté en 2017. La comparaison de leur
composition chimique montre que les deux pollens possédent des especes chimiques similaires mais
a des concentrations massiques légerement différentes pour certains composés. Ces différences entre
les deux pollens de bouleau récoltés en 2016 et 2017 sur deux arbres différents peuvent étre expliquées

pat des facteurs climatiques et/ou atmosphériques.
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Tablean 111. 4: Concentrations massiques des espéces organiques identifiées et quantifiées dans la fraction lipidigue
externe extraite par le dichlorométhane du pollen de boulean. Comparaison des identifications avec la littérature
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Tr GC/FID Masses (ng.mg” de pollen)

(min) Formules brutes Intact Références
ALCENES
Décéne 45,9 Cp3Hyg 411
Pentacosene 50,4 CysHso 52 +4 Henricsson
Heptacosene 54,2 Cy7Hsy 824 +73 Henricsson
Nonacoséne 57,3 Cy9Hsg 596 +62 Henricsson
Hentriaconténe 60,9 C3;Hg, 179 27 Henricsson
Masse totale 1655 +167
ALCOOLS
Hexadécanol 39,0 Cy6H3,0 141
Octadécanol 43,5 Cy13H360 2+1
Eicosanol 47,5 CyHy,0 12 £1
Hénéicosanol 49,6 Cy;HyO 7 £1
Docosanol 51,5 Cp,H,0 861 +92
Tricosanol 53,3 Cy3Hy 50 21 +4
Tétracosanol 55,1 Cy4H5,0 103 +18
Hexacosanol 58,8 Cy6H5,0 27 13
Octacosanol 61,6 C,sHsO 18 +2 Bashir
Masse totale 1052 +123
ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 C¢H1,0, 21
Acide Heptanoique 16,3 C;H;60, 1+1
Acide Octanoique 19,7 CsH;50, 2+1
Acide Nonanoique 22,8 CyHy 0, 13 +2 Bashir
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H,60, 2 +1
Acide Hexadécanoique 414 Cy6H340, 16 +3 Bashir
Acide Octadécanoique 45,7 Cy3H350, 13 +2 Bashir
Acide Eicosanoique 49,8 CyHj,0, 81 Bashir
Acide Hénéicosanoique 51,7 Cy;Hy40, 3+l
Acide Docosanoique 53,5 Cy,Hy60, 238 +25 Bashir
Acide Tricosanoique 54,9 Cy3Hy50, 46 +4
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H;500, 308 +36
Acide Octacosanoique 64,3 C,6H5,0, 19 +3
Masse totale 671 +81
ACIDES GRAS INSATURES
Acide Linoléique 44,7 Cy3H3,0, 7 1 Bashir
Acide a-Linolénique 45,0 C;5H300, 12 +2
Masse totale 19 +3
ALCANES
Hénéicosane 42,5 CyHyy 81l Henricsson
Tricosane 46,8 Cp3Hys 20 +3 Henricsson
Pentacosane 50,8 CysHs, 58 +5 Henricsson
Heptacosane 54,6 C,7Hs6 78 £10 Bashir et Henricsson
Masse totale 164 +19
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyH;30 14 +2
Octadécanal 40,8 Cy3H360 61
Eicosanal 45,3 CpoHyoO 4 +1
Docosanal 49,6 C,,HyO 6 +1
Masse totale 30 +5

(Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996).
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1.3 Discussion et conclusion

Les pollens de la fléole des prés et du bouleau contiennent les mémes familles de composés chimiques.
Les analyses quantitatives ont révélé des différences dans la distribution de leurs composants
lipidiques. Les deux pollens contiennent un mélange complexe de composés aliphatiques et
aromatiques appartenant aux classes des acides gras (saturés, insaturés), alcanes, alcénes, alcools,
aldéhydes et stérols. Certains de ces composés ont déja été identifiés dans la fraction lipidique de
certains pollens (Bashir et al., 2013a; Ischebeck, 2016; Naas et al., 2016; Piffanelli and Murphy, 1998;
Rejon et al., 2016).

En raison de leur réle critique dans les interactions pollen-stigmate au cours de la reproduction sexuée,
ces lipides se trouvent dans la couche la plus externe de la matrice extracellulaire du pollen (revétement
pollinique) (cf. partie 2.2 du chapitre I) (Wolters-Arts et al., 1998). Toutefois, I'observation en
microscopie électronique a balayage du revétement pollinique des grains de pollen de fléole des prés
n’a pas été concluante. La localisation exacte des lipides sur la surface du pollen de fléole des prés est
pour I'instant inconnue. Les hypothéses suivantes peuvent étre formulées : (i) les lipides sont présents
sous forme d’un film mince sur la surface du pollen, (i) les lipides sont présents sous forme de
gouttelettes en surface du pollen ou (iii) les lipides remplissent des anfractuosités en surface du pollen.
Des recherches supplémentaires devront étre effectuées éventuellement apres coloration des lipides

externes du pollen par le colorant de rouge de Nil (Evans et al., 1991; Rején et al., 2010).

Dans cette étude, nous avons constaté que la fraction lipidique externe extraite en phase organique est
riche en alcanes et en alcénes pour le pollen de fléole des prés et en alcénes et en alcools pour le pollen
de bouleau. La masse totale des lipides extraits d’'un gramme de ces deux pollens a été déterminé pour
la premicre fois a notre connaissance : le pollen de bouleau contient une masse plus importante en
lipides (27%1 mg) que le pollen de fléole des prés (21£1 mg). Seule une fraction des lipides totaux a
¢été identifiée dans ce travail (18 % pour le pollen de la fléole des prés et 13 % pour le pollen de
bouleau). Des travaux supplémentaires devront étre effectués afin d’identifier la composition chimique
restante de la fraction lipidique externe, notamment en utilisant d’autres colonnes pour la
chromatographie en phase gazeuse, en utilisant d’autres techniques analytiques telles que la

chromatographie en phase liquide ou la résonance magnétique nucléaire (Mueller et al., 2010).

Bashir et al. ont montré que les alcanes extraits des lipides externes des pollens de fléole des prés et

de bouleau ont induit une activation des cellules NKT et une promotion des cellules CD/NKT pour
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sécréter la cytokine pro-inflammatoire TNF-o (Bashir et al., 2013a). La production en grande quantité
de cette cytokine par ces cellules peut également exacerber le développement de l'inflammation des
voles aériennes lors d’une crise d’asthme. Les pollens de fléole des prés ont montré la présence des
alcanes C25, C27 et C29 en tant que des composés les plus abondants dans leur fraction lipidique
externe. Les lipides extraits des différents types de pollens allergisants dans I’étude de Bashir et al. ont
stimulé la production de TNF-a (tumor necrosis factor) et sa fréquence la plus élevée a été observée
pour 'acide gras saturé C24 suivi du 1-tétradécanol et de 'alcane C25. La richesse des lipides externes
du pollen de fléole des prés en alcanes (1827£105 ng.mg") pourrait donc accentuer sa réponse
immuno-inflaimmatoire et pourrait étre responsable au moins en partie de son important pouvoir

allergisant (Bashir et al., 2013a).

Les acides gras saturés et insaturés ne se répartissent pas de la méme facon dans la fraction lipidique
externe des deux pollens. Cette fraction semble étre plus riche en acides gras saturés qu’en acides gras
insaturés. Les acides gras saturés les plus abondants sont respectivement les C16 et C18 pour le pollen
de fléole des prés et les C22 et C24 pour le pollen de bouleau. Il a été montré que les C16 et C18
régulent 7z vitro la libération des cytokines des lymphocytes périphériques humains (Karsten et al.,
1994; Lernhardt, 1990). Bashir et al. ont observé aussi que les acides gras saturés C20 et C22 ont induit
une stimulation des CD/NKT (Bashir et al., 2013a). Le potentiel inflammatoire des acides gras saturés
a longue chaine présents dans les lipides externes de ces pollens allergisants pourrait étre donc un
facteur crucial dans I'inflammation des voies aériennes et la sensibilisation immunitaire allergique aux

pollens (Bashir et al., 2013a).

En raison de leur emplacement sur la surface du pollen, les composants lipidiques peuvent donc jouer
un role actif dans de nombreuses facettes de la réponse immunitaire au pollen, comme le recrutement
actif des médiateurs inflammatoires. Le pollen est une source de lipides bioactifs qui pourraient jouer

un role plus important dans la stimulation de hyperréactivité immunitaire (Bashir et al., 2013a).

11 s’agit dans ce travail d’une premicre étude de comparaison des lipides extraits des grains récoltés a
plusieurs endroits et a des différentes dates. Cette comparaison nous a permis de montrer que les
pollens de fléole des prés récoltés a plusieurs endroits et a des dates distinctes possedent des especes
chimiques similaires mais a des concentrations massiques différentes. Des résultats similaires ont été
obtenus pour les grains de pollen de bouleau récoltés sur deux arbres distinctes et a deux différentes

dates. Ces différences peuvent étre expliquées par le fait que la synthese de la fraction lipidique se
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difféere dun spécimen a un autre et pourra étre influencée par les facteurs climatiques et
atmosphériques. Ces travaux ouvrent donc des possibilités intéressantes de réaliser des études
supplémentaires de comparaison entre les masses des lipides extraits des grains de pollen récoltés (1)
d’un méme arbre mais a des dates différentes durant 'année, (ii) d'un méme arbre mais a des années
différentes et (iii) de plusieurs arbres dans des situations géographiques différentes (y compris a des

situations de pollution locale différente).

Nous avons constaté que les deux pollens ne contiennent pas la méme masse de lipides extraits. La
masse totale des lipides extraits de 1 g du pollen de bouleau (2711 mg) est plus importante que celle
de fléole des prés (211 mg). Seulement un faible pourcentage de ces lipides a été identifié durant
cette étude (18% pour le pollen de fléole des prés et 13 % pour celui de bouleau). La fraction lipidique
restante non identifiée durant ce travail peut étre di a la présence de certains composés qui sont
extraits par le solvant organique mais qui n’ont pas été ¢lués ou identifiés comme par exemple les
acides aminés qui se trouvent dans le revétement pollinique (Rejon et al., 20106). Il s’agit de la premicre
étude de quantification de la masse totale des lipides contenus dans le pollen. La différence de quantité
des lipides observée entre les deux pollens pourrait un facteur supplémentaire pour expliquer leur

pouvoir allergisant différent.

Les analyses chromatographiques des lipides externes des pollens de fléole des prés et de bouleau
montrent qu’ils contiennent les mémes familles d’especes organiques : alcanes, alcenes, acides gras
saturés et insaturés, alcools, aldéhydes. Quelques especes organiques appartenant aux six familles
organiques que nous avons identifiées ont déja été confirmées par les identifications réalisées par les
¢tudes de Bashir et al. et Henricson et al. (Bashir et al.,, 2013a; Henricsson et al., 1996). Certains
composés identifiés n’ont pas été confirmés par nos données puisqu’elles sont a I’état de traces dans

la fraction lipidique extraite.

Plusieurs études dans la littérature ont montré que ces lipides peuvent jouer un role dans les aspects
inflammatoires de l'allergie et de I'asthme (Agea et al., 2005; Bashir et al., 2013a; Plotz et al., 2004;
Traidl-Hoffmann et al., 2003, 2002). Dans ce travail nous avons montré que les especes organiques
extraites des grains de pollen de fléole des prés et de bouleau ne se répartissent pas de la méme facon
dans leurs lipides externes. Cette différence de répartition lipidique pourrait influencer le potentiel

allergisant de chaque pollen et par conséquent la réponse immunitaire correspondante.
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2. Identification des espéces organiques extraites de la fraction

lipidique du pollen par le PBS

2.1 Pollen de fléole des prés

2.1.1 Identification et quantification des lipides

Dans la premicere partie de ce chapitre nous avons identifié les lipides extraits du pollen par un solvant
organique et afin de mieux s’approcher des conditions de contact avec les muqueuses des voies
respiratoires supérieures, les pollens ont été ensuite extraits par un solvant aqueux: le PBS (Phosphate
Buffered Saline). Plusieurs méthodes ont été testées afin d’optimiser I'extraction des lipides en phase
aqueuse. Les trois chromatogrammes (a), (b) et (c) sur la figure II1.7 représentent les lipides extraits
du pollen de fléole des prés par le PBS (a) par action d’une agitation mécanique par barreau aimanté,
(b) une agitation douce (rotation lente des vials autour d’un axe horizontal) et (c) sans aucune agitation.
La durée d’extraction des lipides dans le PBS en présence d’une agitation mécanique ou douce est de
2 heures (cf. partie 4.3 chapitre II). L’extraction de la fraction lipidique dans le PBS a été effectuée

pendant 22 heures pour les extractions sans agitation.

La différence des intensités des pics est tres importante entre les trois chromatogrammes (a), (b) et
(c). Les pics observés sur le chromatogramme (a) ont des intensités plus importantes que ceux
observés sur les deux autres chromatogrammes (b) et (c). A partir de cette comparaison, on suppose
que Pextraction des lipides du pollen de fléole des prés par le PBS est facilitée par 'action d’une
agitation mécanique. I’agitation douce ne permet qu’une faible extraction des lipides par le PBS
(chromatogramme (b)). Enfin, la fraction lipidique n’a quasiment pas été extraite si les grains de pollen

ont été mis en suspension dans le PBS sans aucune agitation (chromatogramme (c)).
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Figure 111. 7: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides extraits du pollen de fléole des prés par le PBS' en présence
(a) d’une agitation mécanique par barreau aimanté pendant 2h, (b) d’une agitation donce pendant 2h et (c) sans

agitation pendant 22).

La figure I11.8 représente la masse totale des cinq familles de composés organiques extraits du pollen

de fléole des prés par le PBS en présence d’une agitation mécanique. Les lipides identifiés atteignent

une masse totale en équivalence d’alcanes de 0,9+0,2 ug.mg”. Les masses des espéces organiques

extraites et identifiées dans cette fraction lipidique sont données dans le tableau II1.4. L’extraction

d’un gramme de pollen par le PBS afin d’obtenir la masse totale de lipides extractibles n’a pas été

possible en raison de la formation d’un précipité important qui rendait impossible les opérations de

filtration et de séparation de phases lors de Iétape d’extraction liquide-liquide. Les incertitudes sont

importantes lors d’une extraction par le PBS et ceci est attribuée a l’extraction liquide-liquide
p q q

(organique-aqueuse) qui est une étape délicate expérimentalement.
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Figure 111. 8: Concentrations massiques des cing familles de composés organiques extraites par le PBS pendant 2b des
grains de pollen de fléole des prés en présence d’une agitation mécanique.

L’extraction des acides gras insaturés a été importante par le PBS (399£117 ng.mg"). Deux acides gras
insaturés sont extraits : l'acide a-linolénique (9,12,15-octadécatrienoique, CisH30O2) et Iacide
linoléique (9,12-octadécadiénoique, CisHiOs). Les extraits aqueux contiennent une concentration
massique importante de 379+112 ng.mg™ en acide o-linolénique. La famille des acides gras saturés est
la deuxiéme famille la plus extraite par le PBS (masse totale de 345169 ng.mg"). Le solvant aqueux
extrait au total 14 acides gras saturés dont le nombre de carbone total est compris entre 6 et 22. I’acide
hexadécanoique de masse 258150 ng.mg™ a été extrait d’une facon importante par le PBS. La masse
totale des alcénes extraits par le PBS est égale 2 105126 ng.mg™. Cinq alcénes, dont le nombre total
de carbone est compris entre 25 et 31, sont identifiés en phase aqueuse. L’heptacoseéne et
’hentriaconténe, chacun de masse 39+10 ng.mg™, sont les plus abondants. Les alcanes et les alcools
de masse respectivement égale 2 47113 ng.mg™ et 6+3 ng.mg”, sont les moins extraites du pollen par

le solvant aqueux. La famille des aldéhydes n’a pas été identifiée dans les extraits aqueux de ce pollen.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg"' de pollen)
(min) Formules brutes Intact

ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 C¢H,,0, 31
Acide Heptanoique 16,3 C;H;60, 1+1
Acide Octanoique 19,7 CgH;50, 3+1
Acide Nonanoique 22,8 CoH,,0, 3+1
Acide Décanoique 25,2 C10H5,0, 1+1
Acide Dodécanoique 31,5 Cy,H,60, 1+1
Acide Tétradécanoique 36,5 C14H300, 10 +2
Acide Pentadécanoique 38,9 C15H3,0, 2 +1
Acide Hexadécanoique 41,4 C16H340, 258 +50
Acide Heptadécanoique 43,6 C17H360, 1+1
Acide Octadécanoique 45,7 C15H;350, 51 5
Acide Nonadécanoique 47,7 C19Hy00, 1+1
Acide Eicosanoique 49,8 C,oHy,0, 8 +2
Acide Docosanoique 53,5 C,,Hy60, 2 +1
Masse totale 345 +69
ACIDES GRAS INSATURES
Acide linoléique 44,7 C13H3,0, 20 £5
Acide a-linolénique 45,0 Cy5H300, 379 +112
Masse totale 399 +117
ALCENES
Pentacoséne 50,4 C,5H; 4+1
Heptacoséne 54,2 C,7Hs, 39 +10
Octacoséne 56,2 C,sHsg 4 +1
Nonacoséne 57,3 C,9Hsg 19 +5
Hentriaconténe 60,9 C;1Hg) 39 +9
Masse totale 105 +26
ALCANES
Tricosane 46,8 Cy3Hyg 1+1
Pentacosane 50,8 Cy5Hs, 13 +3
Heptacosane 54,6 C,7H;6 18 +5
Nonacosane 58,3 C,oHgg 7 +2
Hentriacontane 61,0 C31Hg, 82
Masse totale 47 +13
ALCOOLS
Dodécanol 29,04 C1,H,cO0 2+
Hexadécanol 39,4 C16H3,0 3+1
Octadécanol 43,8 CsH330 1+1
Masse totale 6 +3

Tablean 111. 5: Concentrations massiques des espéces organiques extraites par le PBS pendant 2h du pollen de fléole
des prés en présence d’une agitation mécanique.
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2.1.2 Observation en microscopie optique des extraits aqueux du pollen

Afin de comprendre I'effet de I'agitation mécanique sur I'extraction de la fraction lipidique pollinique
en phase aqueuse, nous avons choisi a observer en microscopie optique les grains de pollen de fléole
des prés extraits en phase aqueuse par action d’une agitation mécanique (figure I111.9). Seules des études

qualitatives de quelques grains de pollen ont été réalisées pour comprendre cet effet.

La figure II1.9 montre que I'agitation mécanique en phase aqueuse a induit la libération importante du
contenu cytoplasmique. La rupture du pollen facilite donc 'extraction de la fraction lipidique par le
PBS et en particulier celle qui se trouve dans son cytoplasme. I’observation en microscopie optique
des extraits aqueux du pollen de fléole de prés confirment donc la différence observée entre les trois
profils lipidiques représentés sur la figure II1.7. I’identification des especes organiques extraites de la

fraction lipidique interne fera 'objet du chapitre V.

—'

40pm -

Figure 111. 9: Observation en microscopie optique des grains de pollen de fléole des prés extraits par le PBS par action
d’une agitation mécaniqgue.
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2.2 Pollen de bouleau

La figure I11.10 représente une comparaison entre le profil lipidique extrait du pollen de bouleau en
phase aqueuse en présence d’une agitation mécanique (chromatogramme (a)) et d’une agitation douce
(chromatogramme (b)). Comme pour le pollen de fléole des prés, la fraction lipidique du pollen de
bouleau n’est pas extraite par le PBS en présence d’une agitation douce et ceci est confirmée par les

faibles valeurs des intensités des pics représentés sur le chromatogramme (b).
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Figure 111. 10: Chromatogrammes de l'exctraction (denx heures) des lipides du pollen de bonlean par le PBS par
action (a) d’une agitation mécanique et (b) d’une agitation douce.

Au total, quatre familles organiques ont été identifiées dans les extraits aqueux du pollen de bouleau:
acides gras insaturés et saturés, alcénes et alcools. L.a masse totale des lipides extraits atteint une masse
équivalente en alcanes de 5,310,8 ug.mg”. Les extraits aqueux du pollen de bouleau comme pour le

pollen de la fléole des prés sont riches en acides gras et en particulier les insaturés (figure I11.11).
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Figure 111. 11: Concentrations massiques des quatre familles organiques extraites du pollen de bouleau par le PBS
pendant 2 par action d’une agitation mécanique.

La fraction lipidique du pollen de bouleau contient une masse importante de 37601545 ng.mg™
d’acides gras insaturés. Les extraits aqueux de ce pollen sont plus riches en acide linoléique (21812313
ng.mg"') qu’en acide a-linolénique (15791232 ng.mg™). Les acides gras saturés sont moins extraits par
le PBS que les instaurés. L’acide hexadécanoique de masse 11851209 ng.mg' est l'acide le
majoritairement extrait par le PBS. Au contraire les deux autres familles d’alcénes (166120 ng.mg™) et
d’alcools (3315 ng.mg") sont moins extraites que la famille des acides gras. Les masses des espéces
organiques identifiées dans les extraits aqueux du pollen de bouleau sont représentées dans le tableau

II1.5.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)

(min) Formules brutes Intact
ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 CqH;1,0, 1+1
Acide Heptanoique 16,3 C,H;,0, 1+1
Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 3+1
Acide Tétradécanoique 36,5 C14H3,0, 11 £1
Acide Hexadécanoique 414 C16H340, 1185 209
Acide Heptadécanoique 43,6 C17H;360, 5+1
Acide Octadécanoique 45,7 C15H350, 47 +7
Acide Nonadécanoique 47,7 C19Hy00, 11 +2
Acide Eicosanoique 49,8 C,0Hy, 0, 6 t1
Acide Docosanoique 53,5 Cy,Hy60, 40 +7
Acide Tricosanoique 55.3 C,3Hy50, 2 +1
Acide Tétracosanoique 57,0 C,,H5,0, 29 +6
Acide Hexacosanoique 58.8 C,6H5,0, 241
Masse totale 1343 +239
ACIDES GRAS INSATURES
Acide Linoléique 44,7 C1sH;3,0, 2181 +313
Acide a-Linolénique 45,0 C1sH300, 1579 +232
Masse totale 3760 +545
ALCENES
Pentacosene 50,4 C,5Hs 11 +1
Heptacoseéne 54,2 C,7Hs, 83 £10
Nonacoséne 57,3 C,oHsg 55 +7
Hentriaconténe 60,9 C,,He, 17 +2
Masse totale 166 +20
ALCOOLS
Docosanol 51,5 C,,Hy;6O 31 4
Tétracosanol 55,1 C,4H;,0 2 +1
Masse totale 33 +5

Tablean 111. 6: Concentrations massiques des espéces organiques extraites par le PBS du pollen de bouleau en présence
d’une agitation mécanique (2 heures).
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2.3 Discussion

2.3.1 Comparaison des extraits aqueux et organique du pollen

Les diagrammes circulaires des figures 111.12 et I11.13 représentent respectivement les pourcentages
d’extraction de la fraction lipidique des pollens de fléole des prés et de bouleau par le PBS et le DCM.
Les mémes familles organiques sont extraites par ces deux solvants mais dans des proportions tres
différentes. Le solvant organique a présenté un pourcentage d’extraction important pour les alcanes,
les alcenes et les alcools alors que ces trois familles organiques ont été moins extraites par le solvant

aqueux.

Les pourcentages d’extraction des acides gras par les deux solvants sont tres différents. Le PBS a
favorisé une extraction significative de ces acides insaturés (53,9 % extraits du pollen de fléole des prés
et 70,9 % extraits du pollen de bouleau). L’extraction importante de ces acides en phase aqueuse a été
déja démontrée dans la littérature (Plotz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2003, 2002). Les extraits
aqueux des pollens de fléole des prés et de bouleau contiennent respectivement un pourcentage
important en acides gras saturés égal a 31,7% et 25,3%. Au contraire il a été remarqué que la famille

des acides gras est moins extraite par le solvant organique.
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Figure I1I. 12: Pourcentages d’extraction des familles organiques extraites du pollen de fléole des prés par le PBS et
par le DCM.
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Figure 111. 13: Pourcentages d’extraction des familles organiques extraites du pollen de bonlean par le PBS et par le

DCM.

Le tableau II1.6 permet de comparer les masses des familles organiques extraites de la fraction lipidique
des pollens en phase aqueuse et organique. Selon nos connaissances, il s’agit d’'une premicre étude de

comparaison entre le pouvoir d’extraction des deux solvants organique et aqueux sur un méme pollen.

La masse totale des lipides extraits des pollens de fléole des prés par le solvant organique (3821£283
ng.mg") est plus importante que celle extraite par le solvant aqueux (9031228 ng.mg"). Ceci peut étre

expliqué par une extraction plus importante des alcenes et des alcanes par le DCM par rapport au PBS.

Au contraire la masse totale des lipides quantifiés dans les extraits aqueux du pollen de bouleau
(5302+809 ng.mg") est plus importante que celle dans ses extraits organiques (35911398 ng.mg™).

Cette différence est due a 'extraction importante des acides gras saturés et insaturés par le PBS.
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Masse (ng.mg"' de pollen)
Familles organiques Extraits aqueux Extraits organiques
Fléole des prés  Bouleau Fléole des prés Bouleau

Acides gras saturés 345+69 1343+239 434+46 671+81
Acides gras insaturés 3994117 3760+545 55+5 19+3
Alcénes 105+26 166+20 1445+118 1655+167
Alcanes 47+13 3345 1828+105 164+19
Alcools 6+3 26+3 1052+123
Aldéhydes 336 30+5
‘Masse totale 902+228 5302+809 3821+283 3591+398 |

Tablean 111. 7: Concentrations massiques des espéces organiques extraites des grains de pollen de fléole des prés et de
boulean en phase aqueuse et organique.

Le lavage des grains de pollen par le dichlorométhane a favorisé une extraction des especes organiques
présentes dans la fraction lipidique externe, nous avons remarqué que les acides gras insaturés sont
majoritairement extraits par le PBS. A T'inverse, ces acides sont identifiés a ’état de traces dans les
extraits organiques des deux pollens. Leur extraction importante par le solvant aqueux peut étre

expliquée par ces deux hypotheses :

@) Les acides gras insaturés sont extraits de la fraction lipidique interne, ’agitation mécanique
des grains de pollen en phase aqueuse a favorisé leur extraction.
(it) Le solvant aqueux est un meilleur solvant pour les acides gras insaturés qui sont plus

extraits par le PBS que par le DCM.

Le pH n’a pas été mesuré durant les extractions de la fraction lipidique pollinique. Il n’est donc pas
possible de statuer fermement sur ’équilibre acide/base des acides gras. Toutefois, de part leurs
valeurs de pKA entre 8 et 11 pour les C18 selon l'insaturation (Kanicky and Shah, 2002), de part la
valeur de pH du PBS est entre 7 et 8, les acides gras sont donc probablement majoritairement sous la

forme acide. La dissociation des acides ne doit donc pas étre un facteur important dans leur extraction.

2.3.2 Comparaison avec la littérature

L’extraction importante des acides gras insaturés en solution aqueuse a déja été¢ confirmée par les
¢tudes de Plotz et al. et Traidl-Hoffmann et al.. Les étapes de P'extraction aqueuse de la fraction
lipidique selon ces deux études sont les suivantes : (i) incubation dans un milieu de culture de Roswell

Park Memorial Institute (RPMI) (30 min, 37°C, pH 7,4), (if) une centrifugation (500g) et (iii) une
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filtration (Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002). Le tableau I11.7 montre une comparaison
des concentrations massiques des acides a-linolénique et linoléique obtenues dans ce travail et par les

deux études de référence.

Traidl -hoffman Plotz et a
Ce travail et al., 2002 2004

Solvants utilisés pour 1'extraction PBS RPMI RPMI
Extraction mécanique par barreau aimenté - -
Durée d'extraction 2h 30 min 30 min
Centrifugation 1800 g 500 g 500 g
Acides gras insaturés (ng.mg'l)
Grains de pollen Fléole Bouleau Fléole Bouleau Fléole
Acide a-linolénique 379 1579 1058 82 5012
Acide linoléique 20 2181 230 81 813
Somme

399 3760 1288 163 5825

Tablean 111. 8 : Comparaison des concentrations massiques des acides a-linolénique et linoléique extraits du pollen de
[fléole des prés et de bonlean en phase aqueuse avec la littérature (Plitz et al., 2004, Traidl-Hoffmann et al., 2002).

Selon nos travaux, les extraits aqueux des pollens de bouleau (3760 ng.mg™") sont plus riches en acides
insaturés que ceux du pollen de fléole des prés (399 ng.mg"). Le tableau IIL.7 montre que les
concentrations massiques des acides insaturés extraits d’'un méme type de pollen sont tres différentes
entre les trois études alors que Traidl-Hoffmann et al. et Plotz et al. ont utilisé le méme protocole

expérimental pour extraction des grains de pollen en phase aqueuse.

Nos travaux ont montré que Uextraction des lipides par le PBS n’était pas possible sans aucune
agitation. Les observations microscopiques optiques des extraits aqueux des grains de pollen de fléole
des prés ont montré que I'agitation mécanique a induit la libération de leur contenu cytoplasmique,
ceci pourra favoriser une meilleure extraction de la fraction lipidique. Traidl-Hoffmann et al. et Plotz
et al. n’ont pas extrait les lipides en phase aqueuse au moyen d’agitation mécanique et ils observent
pourtant I'extraction de ces composés par le PBS. Pour résoudre cette contradiction nous supposons

plusieurs hypotheses :

e Le PBS peut favoriser également I'extraction des allergénes contenus dans le cytoplasme du
pollen (Aloisi et al.,, 2018; Behrendt et al., 1999; Vrtala et al., 1993). Certains parmi ces
allergenes possedent un domaine hydrophobe favorisant le transport de la fraction lipidique

du pollen (Mogensen et al., 2002). Les extraits aqueux dans les travaux de Traidl-Hoffmann et
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al. et Plétz et al. pourraient contenir des allergenes transportant certaines especes organiques

de la fraction lipidique et en particulier celles qui sont localisées a 'intérieur du pollen.

e [’état de fraicheur des grains de pollen devrait précisée dans les travaux de Plotz et al., et
Traidl-Hoffmann et al. : la date de récolte des grains de pollen n’est pas précisée. Ceci pourrait
également expliquer la différence des concentrations massiques observées entre les travaux.
En effet, un pollen fraichement collecté pourrait se rompre plus facilement dans 'eau qu’un
pollen stocké depuis plusieurs années (Behrendt et al., 1999; Grote et al., 2001).

e La centrifugation des extraits aqueux des pollens (500 g) pourrait permettre la libération de la
fraction lipidique interne.

Les grains de pollen peuvent étre rompus durant leur transport atmosphérique et ainsi libérer leur
contenu cytoplasmique. L'influence de la rupture des grains de pollen sur les extractions des lipides a
donc été étudiée en détail et fait Pobjet d’un chapitre séparé (cf. chapitre V). Ce point est
particuliecrement important car les acides a-linolénique et linoléique libérés en phase aqueuse peuvent
agir en tant que facteurs proinflaimmatoires indépendants des allergénes contribuant ainsi a la
manifestation ou 'aggravation de l'inflammation allergique (Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al.,
2002). Pour nuancer, il est toutefois possible que le PBS possede un pouvoir d’extraction des lipides
inférieur a celui du fluide nasal. Une extraction avec un solvant plus proche des conditions

physiologiques pourra étre réalisée dans la poursuite de ces travaux de these.

2.4 Conclusion

Nos résultats nous ont permis de montrer que les lipides des pollens de fléole des prés et de bouleau
ne sont extraits en phase aqueuse que si les grains de pollen ont subi une agitation mécanique qui

engendre une rupture des grains et une extraction des lipides internes.

Les extractions des espéces chimiques par chacun des deux solvants organique et aqueux different
d’un pollen a un autre. La fraction lipidique des pollens de bouleau semble étre plus extraite par le
solvant aqueux (53021809 ng.mg") que par le solvant organique (3589+398 ng.mg"). Au contraire la
masse totale des lipides des pollens de fléole des prés est plus importante dans ses extraits organiques

(3821£283 ng.mg') que dans ses extraits aqueux (592+228 ng.mg™).

11 s’agit de la premicre étude de comparaison du pouvoir d’extraction des deux solvants sur un méme

pollen. Le solvant organique a favorisé une extraction de la fraction lipidique externe par contre
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l'agitation mécanique au moment de 'extraction aqueuse a favorisé la libération de la fraction lipidique
interne induite par le relachement du contenu cytoplasmique du grain de pollen cassé. I’extraction du
pollen en phase aqueuse ouvre des possibilités intéressantes pour identifier les especes chimiques qui
pourraient étre libérées lors du contact des grains de pollen allergisants en particulierement avec la

phase aqueuse de nos muqueuses.

Nous avons montré que les extraits aqueux des pollens ne contiennent pas la méme masse des acides
gras insaturés. Les extraits aqueux du pollen de fléole des prés contiennent une masse importante de
3794112 ng.mg' d’acide a-linolénique et une trés faible masse de 20+5 ng.mg™ d’acide linoléique. Les
extraits aqueux de pollen de bouleau sont quant a eux plus riches en ces deux acides insaturés : le
pollen de bouleau libére en phase aqueuse sous agitation mécanique plus d’acide linoléique (21811313
ng.mg") que d’acide a-linolénique (1579+232 ng.mg"). Concernant les effets sanitaires, ces acides ont
un role adjuvant dans les phases d’induction des réactions allergiques (Plotz et al., 2004; Traidl-
Hoffmann et al., 2002). Plusieurs hypotheses ont été proposées afin d’expliquer la différence observée
dans les quantités de ces acides insaturés obtenus par cette étude et par les autres travaux (Plotz et al,,

2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002) :

@) Les étapes de l'extraction aqueuse sont différentes entre notre étude et les deux études de
références, une agitation douce est au moins nécessaire pour extraire la fraction lipidique.

(i) L’¢état de fraicheur du pollen pourrait rendre le pollen plus extractible en phase aqueuse.

Le mécanisme de la libération de la fraction lipidique en contact de la phase aqueuse de nos muqueuses
n’est absolument pas détaillé a ’heure actuelle. Il n’est pas connu si cette fraction pourrait étre libérée
en phase aqueuse plus facilement des grains de pollen cassés alors que les grains vides de leurs
contenus cytoplasmiques sont observés en quantité importante dans 'atmosphere (Puc et al., 2016).
Nos résultats nous ont permis de montrer que la cassure des grains de pollen de fléole des prés et de
bouleau par action de Iagitation mécanique a induit une libération significative de leur contenu
cytoplasmique et par conséquent a une extraction de leur fraction lipidique et en particulier celle qui

est interne. Ces travaux d’extraction en phase aqueuse doivent étre plus approfondies.

Afin de comprendre le mécanisme de contact pollen-muqueuse, des travaux supplémentaires sur
Pextraction des lipides par le fluide nasal seraient a prévoir. Une étude par imagerie microscopique des
pollens immergés dans ce fluide pourrait servir également pour comprendre si les grains de pollen

peuvent étre rompus en contact avec nos muqueuses sous leffet d’un choc osmotique.
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La libération du contenu cytoplasmique des pollens dans I’environnement implique la présence d’eau.
Il a été montré que les pollens de graminées peuvent se rompre par choc osmotique alors que les
pollens de bouleau par une germination abortive (Schippi et al., 1997; Suphioglu et al., 1992). Dans
les deux cas le contenu cytoplasmique est répandu vers le milieu extérieur. Selon nos connaissances il
n’a pas été détaillé dans la littérature sila fraction lipidique pourrait étre libérée en phase aqueuse apres

ces deux cas.

Le mécanisme d’extraction des lipides en phase aqueuse par agitation mécanique mise en place dans
ce travail est une nouvelle approche dans la littérature. Ce mécanisme pourrait donc nous permettre
d’identifier les especes chimiques libérées en phase aqueuse des pollens allergisants lorsqu’ils sont sous
forme rompus ou cassés dans 'atmosphere. (Plotz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002) ont
montré que les acides a-linolénique et linoléique libérés de la fraction lipidique en phase aqueuse jouent
un role important dans le recrutement et Pactivation 7z vitro des éosinophiles. La libération de ces
acides des grains de pollen rompus ou cassés en présence d’eau dans 'atmosphere pourrait donc étre
un facteur favorisant l'augmentation de leur pouvoir allergisant chez les sujets allergiques et

asthmatiques.
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1. Introduction

Bien que la littérature regorge de publications sur les effets de la pollution atmosphérique sur le pollen,
la modification de sa fraction lipidique par les polluants gazeux est peu détaillée a I’heure actuelle. A
notre connaissance, deux ¢études existent dans la littérature montrant une modification par les
polluants atmosphériques de la distribution des lipides de type eicosanoide (dérivés d’acides gras

polyinsaturés) (Beck et al., 2013; Behrendt et al., 2001a) (cf. partie 4.1.2. du chapitre I).

L’altération de la composition chimique des lipides externes par les polluants atmosphériques est une
nouvelle approche dans la littérature. Un travail a déja été réalisé par notre équipe sur la modification
de la fraction lipidique externe d’un pollen de faible pouvoir allergisant: le pollen de pin (Pinus
halepensis) (Naas et al., 2016). Les effets potentiels de cette modification sur I'allergie et 'inflammation
ne sont pas connus. Afin d’étudier cette possibilité, nous avons décidé d’approfondir nos travaux de

modification chimique sur des pollens tres allergisants : les pollens de fléole des prés et de bouleau.

Ce chapitre est consacré a I'étude des effets chimiques induites par une exposition du pollen
expérimentalement aux polluants atmosphériques. Dans un premier temps nous présentons une
comparaison entre les chromatogrammes représentant les lipides extraits des pollens sous forme
intacte et polluée par (i) le dioxyde d’azote, (ii) par I'ozone et (iii) par un mélange de deux polluants
gazeux (cf. partie 2.). Ensuite nous exposons les études d’identification et de quantification des
especes chimiques extraites du pollen pollué en phase organique (cf. partie 3.) et aqueuse (cf. partie
4.). Enfin les résultats préliminaires concernant 'altération de la quantité de protéines totales par une

exposition 7z vitro a 'ozone seront également présentés dans la partie 5.
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2. Effets des polluants sur les fractions lipidiques des pollens de fléole
des prés et de bouleau

Le tableau IV.1 résume les concentrations des polluants gazeux auxquelles chacun des deux pollens a
été exposé pendant une durée de 16h. Les grains de pollen de fléole des prés ont été exposés a une

concentration importante de 1000 ppb d’ozone afin de faciliter I'identification des espéces chimiques

modifiées.
Pollen [03] ppb [NOz] Ppb [03] Ppb + [NOz] ppb
Fléole des prés 100 et 1000 100 [O3]=100 + [NO,]=100
Bouleau 130 100 [O3]=130 + [NO,]=100

Tablean 11.1: Concentrations des polluants gazenx anxquelles les pollens ont été excposées durant ce travail.
2.1 Profil lipidique des pollens exposés au dioxyde d’azote

Les chromatogrammes représentants les lipides extraits des pollens de fléole des prés et de bouleau
sous la forme intacte (noir) et polluée par le NO; (rouge) sont représentés respectivement sur les
figures IV.1 et IV.2. Les valeurs des aires des pics sur chacun des chromatogrammes du pollen intact
et pollué sont similaires. Cette similarité entre les profils lipidiques extraits du pollen sous ces deux
formes signifie donc que le dioxyde d’azote ne réagit pas avec les especes organiques extractibles de

la fraction lipidique externe.
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Figure IV, 1:
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Figure IV, 2: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides externes extraits du pollen de boulean intact et exposé 16
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2.2 Profil lipidique des pollens exposés a ’ozone

Les figure IV.3 et IV.4 permettent de comparer les profils lipidiques extraits respectivement des
pollens de bouleau et de fléole des prés selon le traitement subi : sous forme intact (noir), exposé a
100 et 130 ppb d’ozone (bleu) et a 1000 ppb d’ozone (vert). Cette exposition n’a pas induit la formation
de nouvelles especes et ceci est confirmée par 'absence de P'apparition de nouveaux pics sur les
chromatogrammes du pollen pollué. La réactivité des lipides avec les molécules d’ozone est visualisée
par la variation entre le ratio des intensités des pics représentés sur les chromatogrammes du pollen
intact et pollué. Une diminution des valeurs des intensités est observée entre les temps 52 min et 68
min sur le chromatogramme du pollen de bouleau pollué (figure IV.3) et entre les temps 52 min et 62
min sur celui du pollen de fléole des prés pollué (figure 1V.4). L apparition des produits de cette
exposition est confirmée par 'augmentation de I'intensité de certains pics sur ces chromatogrammes.
La modification chimique du pollen de fléole des prés est plus importante a une exposition a 1000

ppb d’ozone ce qui a rendu plus facile 'identification des especes organiques modifiées.
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Figure IV 3: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides externes extraits du pollen de boulean intact et exposé 16
henres a 130 ppb d’O:.
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Figure IV, 4: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides externes extraits du pollen de fléole des prés intact et exposé
16 heures a 100 et 1000 ppb d°Os.

Durant ce travail nous avons observé en microscopie électronique a balayage les grains de pollen de

fléole des prés exposés a 100 et 1000 ppb d’ozone. Nous nous sommes basés sur I’analyse de quelques

dizaines de grains de pollen afin d’observer les effets de ces expositions sur la modification de la paroi

pollinique. Les images (a), (b) et (c) sur la figure IV.5 représentent respectivement le pollen sous forme

intacte et polluée a 100 et 1000 ppb d’ozone.
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Motta et al. ont observé la rupture du grain de pollen de fléole des pres et la libération de ses granules
cytoplasmiques apres exposition 7z vitro a 700 ppb d’ozone (cf. figure I.11) (Motta et al., 2000).
Pourtant nous n’avons pas observé de tel comportement. L’exposition a 'ozone n’a pas induit une
modification physique du pollen méme a une concentration importante de 1000 ppb d’ozone. Afin de

pouvoir expliquer cette contradiction, nous formulons plusieurs hypotheses :

@) Les informations sur les grains de pollen de fléole des prés (date de récolte, état de
fraicheur) ne sont pas mentionnées dans la publication de Motta et al. (Motta et al., 2000).
En effet un grain de pollen « frais » (date de récolte récente) pourrait se fragiliser plus
facilement sous 'effet d’une pollution atmosphérique qu’un grain de pollen intact plus
ancien (Behrendt et al., 1999; Grote et al., 2001).

(i) Des cassures de grains de pollen sont possibles durant les manipulations des grains de
pollen ou lors de leur exposition aux polluants (selon la géométrie du réacteur).

(i)  Seules des études qualitatives ont été réalisées lors des travaux de Motta et al., ceci ne nous
permet pas d’émettre des conclusions significatives sur la rupture des grains de pollen par
les polluants gazeux par manque de données quantitatives (pas d’études statistiques sur un

grand nombre de grains de pollen).

Des recherches plus approfondies doivent étre menées afin de vérifier si I’état de fraicheur pourrait
influencer la cassure des grains de pollen par la pollution atmosphérique. Des observations
microscopiques sur un plus grand nombre de grains de pollen fraichement collectés et ensuite exposés
in vitro aux polluants gazeux pourraient nous confirmer cette hypothese et permettre ainsi de réaliser

des études statistiques.

2.3 Profil lipidique des pollens exposés a un mélange d’ozone et de dioxyde
d’azote

La comparaison des profils lipidiques représentés sur les chromatogrammes du pollen exposé al’'ozone
seul et aux deux polluants ensemble (figure IV.6 et IV.7) montre que la variation des intensités des
pics est plus significative sur les chromatogrammes du pollen exposé uniquement a 'ozone. A partir
de cette comparaison on suppose que 'exposition au NO, pourrait avoir un effet inhibiteur sur la

réactivité de 'ozone sur les espéces organiques extractibles des lipides externes.
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Figure 1V, 7: Chromatogrammes (GC-FID) des lipides externes extraits du pollen de boulean selon le traitement
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3. Etude de la composition chimique du pollen pollué in vitro et
extrait par le dichlorométhane

Dans cette partie, nous allons détailler la modification des fractions massiques des familles organiques
(alcanes, alcools, alcenes, acides gras saturés et aldéhydes) extraites par le dichlorométhane du pollen

pollué expérimentalement par les polluants gazeux selon le .

3.1 Effets sur les alcanes et les alcools

Les deux figures IV.8 et IV.9 représentent les concentrations massiques des alcanes et des alcools
extraits des pollens de fléole des prés et de bouleau sous les formes intactes et polluées. Les axes
horizontaux représentent les quatre types d’échantillons étudiés pour chacun des deux pollens. Le
tableau IV.2 regroupe les alcanes et les alcools identifiés et quantifiés dans les extraits organiques des

pollens intacts et exposés aux polluants gazeux.

L’ozone et le dioxyde d’azote ne poss¢dent pas une réactivité sur les alcanes et les alcools localisés
dans les lipides externes. Les concentrations massiques moyennes des alcanes extraits des pollens
intacts et pollués est de 1801+105 ng.mg™' pour la fléole des prés et de 167129 ng.mg™' pour le bouleau.
La famille des alcools atteint une concentration moyenne respectivement égale a 26+4 ng.mg' et
1013+171 ng.mg" dans les extraits organiques des pollens de fléole des prés et de bouleau intacts et

pollués.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
[O;]=100 ppb
(min) Formules brutes Intact [NO,I=100 ppb [O5]=100 ppb
+[NO,]= 100 ppb

ALCANES extraits du pollen de fléole des prés

Heptadécane 32,6 Cy7Hzg 51 4+1 4 +1 51
Nonadécane 37.8 Cq1oHyg 3+1 3+1 5+1 5+1
Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 9 +14 7 £1 10 +1 11 +1
Docosane 448 CyHyg 5+1 4 +1 4 +1 4 +1
Tricosane 46,8 Cy3Hyg 78 9 64 +3 66 9 72 1
Tétracosane 48,9 C,4Hsg 19 +3 16 +3 15 +1 17 +3
Pentacosane 50,8 CysHso 338 +21 329 =7 333 =7 336 +9
Hexacosane 52,7 CyHsy 38 +4 38 +4 34 +1 33 5
Heptacosane 54,6 Cy7Hs6 656 +3 653 +52 646 +10 649 +19
Octacosane 56,3 C,sHsg 28 +3 24 +2 24 +1 26 +3
Nonacosane 58,3 CyoHgo 317 +21 321 +2 318 +4 322 +34
Triacontane 60,3 C3oHs, 21 +2 18 +2 18 +2 19 +2
Hentriacontane 61,0 C3:Hgy 311 +22 304 10 305 +12 309 +14
Masse totale 1828 +105 1785 +89 1782 50 1808 +94
ALCOOLS extraits du pollen de fléole des prés
Hexadécanol 394 C,6H3,0 12 +1 11 +1 10 +1 13 +1
Octadécanol 43,8 C15H350 6+1 5 +1 6 +1 6 +1
Docosanol 51,8 C,,Hy;0 8 +1 8 +2 8 +1 9 +2
Masse totale 26 +3 24 +4 24 +3 28 +4
Tr GC/FID Masse (ng.mg™ de pollen)
. [O;]= 130 ppb
(min) Formules brutes Intact [NO,]= 100 ppb [O5]= 130 ppb
+[NO,]= 100 ppb

ALCANES extraits du pollen de bouleau

Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 8 1 10 +2 10 +1 11 +2
Tricosane 46,8 Cy3Hyg 20 +3 18 +4 17 +3 20 +3
Pentacosane 50,8 Cy5Hs, 58 +5 62 +11 62 +7 61 +12
Heptacosane 54,6 C,7Hs6 78 £10 78 £12 81 +6 75 12
Masse totale 164 +19 168 +29 170 17 167 +29

ALCOOLS extraits du pollen de bouleau

Hexadécanol 39,0 C6H3,0 141 1+1 1+1 1+1
Octadécanol 43,5 Cy5H360 2 +1 2 +1 2 +1 2+1
Eicosanol 47,5 CyoH;0 12 +1 12 +1 14 +1 14 +2
Hénéicosanol 49,6 C,;HyO 7 +1 7 +1 8 +2 8 +1
Docosanol 51,5 C,,Hy 6O 861 +92 826 +101 787 +144 821 +84
Tricosanol 53,3 C,3Hy 0 21 +4 22 +4 21 +3 19 +2
Tetracosanol 55,1 C,4H;5,0 103 +18 99 +9 115 +13 86 25
Hexacosanol 58,8 Cy6H5,0 27 +3 26 +2 27 +4 25 +2
Octacosanol 61,6 C,sHs550 18 +2 18 +3 17 +2 18 +2
Masse totale 1052 +123 1013 123 992 +171 994 +120

Tablean IV, 1: Concentrations massiques des alcanes et des alcools extraits des pollens de fléole de prés et de boulean
intacts et exposés a Os et NO,.
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3.2 Consommation des alcénes par ozonolyse

La variation des fractions massiques totales des alcenes extraits des pollens de fléole de prés et de
bouleau est représentée respectivement sur les deux figures IV.10 et IV.11. Les tableaux IV.3 et IV .4
regroupent I'ensemble des alcénes identifiés et quantifiés dans les extraits organiques des pollens

intacts et pollués.
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Figure 117, 10: Modification de la fraction massique totale des alcénes du pollen de fléole des prés sous leffet de
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Figure IV, 11: Modification de la fraction massique totale des alcénes du pollen de bonlean sous Ieffet de I'exposition
in vitro aux polluants gazgenx.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg™ de pollen)
i [O3]=100 ppb
(min) Formules brutes Intact [NO,]=100 ppb [Os]= 100 ppb [O5]= 1000 ppb
+[NO,] =100 ppb

ALCENES
Décéne 27,5 CyoHyo 5+1 2 +1 1+1 3+1 3+1
Pentacoséne 50,4 Cy5H; 41 +6 28 +4 29 +4 23 +3 9 +2
Heptacoséne 54,2 Cy7Hsy 464 +47 431 +14 341 +31 280 +24 86 +8
Octacoséne 56,2 CysHse 58 +8 49 7 47 +5 43 +3 16 +2
Nonacoséne 57,3 CyoHsg 297 +18 282 +11 200 +29 193 +11 51 +4
Triaconténe 59,0 C39Hgo 39 +7 32 +4 314 33 2 13 +3
Hentriaconténe 60,9 C;31Hg, 541 +31 533 16 372 +40 335 +18 119 +12
Masse totale 1445 +118 1357 57 1021 +114 910 +62 297 +32

Tablean 117, 2: Les masses des alcénes quantifiés dans le pollen de fléole de prés intact et pollué.

Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
. [0;]=130 ppb
(min) Formules brutes Intact [NO,I=100 ppb [O5]=130 ppb
+[NO,] =100 ppb

ALCENES

Décéne 27,5 CqoHyg 4+1 4+1 2 +1 1+1
Pentacoséne 50,4 Cy5Hs) 52 +4 51 +6 314 22 +3
Heptacoséne 54,2 Cy7Hsy 824 +73 817 70 560 +81 316 +53
Nonacoséne 57,3 Cy9Hsg 596 62 527 +44 368 +53 145 +22
Hentriaconténe 60,9 C;,Hg; 179 27 155 +15 86 +9 28 +4
Masse totale 1655 +167 1554 +136 1047 £148 512 +83

Tablean 11, 3: Les masses des alcénes quantifiés dans le pollen de boulean intact et pollué.
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Les alcénes extraits des lipides externes ne sont pas modifiés apres une exposition des pollens a 100
ppb de NO.. La concentration massique moyenne des alcénes extraits des pollens intacts et pollués

par le NO; est de 1401+118 ng.mg"' pour la fléole des prés et de 1605+167 ng.mg" pour le bouleau.

Contrairement aux alcools et aux alcanes, les alcénes sont consommés apres une pollution 77 vitro par
les polluants. En effet, les pics dont les intensités diminuent sur les chromatogrammes du pollen pollué

correspondent a ces especes (figures IV.3, IV.4, IV.6 et IV.7).

On constate que la perte des fractions massiques des alcenes est plus significative quand le pollen est
exposé uniquement a 'ozone. Par exemple pour le pollen de bouleau la masse des alcenes consommés
apres exposition a 'ozone est égale a 11431167 ng.mg’l. Celle-ci est plus importante que celle perdue

par une exposition simultanée aux deux polluants (608+167 ng.mg™).

Apres une exposition respective a 100 ppb et 1000 ppb d’ozone, environ 30 % et 80 % de la totalité
des alcenes extraits du pollen de fléole des prés intact ont réagi. On constate donc que la diminution
de la masse des alcénes ne semble pas directement proportionnelle a la dose d’ozone regue. Nous
supposons donc que les doubles liaisons ne sont pas accessibles a ’'ozone en milieu condensé. En effet

la répartition des alcenes sur la paroi pollinique n’est pas connue.

Certains approfondissements sont nécessaires concernant nos études de vieillissement des grains de
pollen dans I'atmosphére. Des expositions progressives a des concentrations réelles (50 ou 100 ppb)
pendant une heure jusqu’a atteindre une durée finale de 16 h pourraient nous informer sur la vitesse a

laquelle les lipides réagissent dans 'atmospheére lors du transport du grain de pollen.

3.3 Modification des acides gras saturés et des aldéhydes

Les figures IV.12 et IV.13 représentent la variation des fractions massiques des acides gras saturés et
des aldéhydes extraits des pollens selon le traitement subi. I’ensemble des especes identifiées et

quantifiées est représenté dans les tableaux IV.5 et IV.6.
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Figure IV, 12: Variation des concentrations massiques totales des acides gras saturés et des aldéhydes extraits du
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Figure IV, 13: Variation des concentrations massiques totales des acides gras saturés et des aldéhydes extraits du
pollen de boulean sous I'effet de I'excposition in vitro aux polluants gazeux.

Comme pour les autres especes, les acides gras saturés et les aldéhydes n’ont pas été modifiés par
Pexposition a 100 ppb de NO.. Ils atteignent respectivement une concentration massique moyenne
de 424146 ng.mg' et de 30+6 ng.mg"' dans le pollen de fléole des prés et de 666782 ng.mg™ et de

3616 ng.mg"' dans le pollen de bouleau lorsqu’ils sont sous formes intacte et polluée par le NOs.

Toutes les masses des acides gras saturés et des aldéhydes sont augmentées consécutivement apres

une exposition aux polluants, alors que le comportement inverse a été observé pour tous les alcenes.

Une augmentation plus faible des acides gras saturés et des aldéhydes est remarquée lorsque le pollen
est exposé aux deux polluants simultanément plutot qu’a 'ozone seul. Par exemple la masse des acides

gras saturés produites est de 322164 ng.mg™ apres exposition du pollen de fléole des prés a 100 ppb
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d’ozone. Cette masse est plus importante que celle produite apres Iexposition a 'Os et au NO;
ensemble (208150 ng.mg™). Ceci valide 'hypothése que nous avons réalisée dans la pattie 2.3 sur le
fait que le dioxyde d’azote pourrait avoir un effet inhibiteur sur la réactivité de 'ozone sur les espéces
organiques extractibles du pollen lorsque les deux polluants sont exposés ensemble. Les fractions
massiques des aldéhydes détectées a I’état de traces dans le pollen intact sont fortement augmentées
par une pollution de 100 et de 130 ppb d’ozone. Leur masse produite est de 235+38 ng.mg™' pour le
pollen de fléole des prés et de 383172 ng.mg" pour le bouleau.

La concentration plus élevée de 1000 ppb d’ozone a été choisie uniquement pour faciliter
l'identification des produits de la réaction de I'ozone sur les lipides du pollen de fléole des prés et donc
elle n'a pas été congue pour étre représentative de l'exposition atmosphérique. L’exposition a cette
concentration a induit une production plus importante égale 747+149 ng.mg™ en acides gras saturés

et 836153 ng.mg™ en aldéhydes.

Le potentiel inflammatoire de certains acides gras saturés C16, C18, C20 et C22 est bien documenté
dans la littérature (Bashir et al.,, 2013a). Apres exposition du pollen de fléole des prés a 100 ppb
d’ozone, les fractions massiques de ces acides augmentent d’un facteur de 0,62 pour le C18, de 2,43
pour le C20 et de 6,25 pour le C22. La pollution du pollen de bouleau induit également une
augmentation remarquable d’un facteur de 8 pour le C18 et d'un facteur de 12,5 pour le C20.
L’enrichissement des pollens pollués par ces acides saturés pourrait induire une libération accrue des
cytokines et aussi stimulation importante des cellules CD/NKT durant la réaction allergique (Bashir
et al., 2013a). Cette hypothése pourra étre considérée comme I'une des explications de 'amplification

de I'inflammation des voies aériennes induite par le pollen dans une zone polluée.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Formules brutes Intact [NO,]=100 ppb 0:1=100 ppb [0;]=100 ppb [O;]=1000 ppb
+[NO,] =100 ppb
ACIDES GRAS SATURES
Acide Pentanoique 9,9 C5H;,0, 1+1 1+1 11 1+1 2+1
Acide Hexanoique 13,0 C¢H,40, 6 +1 4 +1 7 +1 8 +1 15 +1
Acide Heptanoique 16,3 C7;H;60, 31 2+1 17 £2 2143 56 +3
Acide Octanoique 19,7 CgHy50, 31 4+1 8 +1 51 91
Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 4+1 3 27 +4 31 +4 133 +12
Acide Décanoique 25,2 C19H2,0, 1+1 1+1 2+1 241 5+1
Acide Undécanoique 29,1 Cy1H,0, 2 +1 4 +1 6 1 14 +1
Acide Dodécanoique 31,5 C1,Hy60, 2+1 2 +1 2 +1 2+1 3+1
Acide Tetradécanoique 36,5 C;4H300, 10 +1 9 +1 10 1 10 +1 15 +3
Acide Pentadécanoique 389 C;5H3,0, 141 3+l 31 141 3]
Acide Hexadécanoique 414 C;6H3,0, 160 +13 157 +10 180 +9 185 16 232 +50
Acide Heptadécanoique 43,6 Cy7H360, 31 2+1 2 +1 5+l 61
Acide Octadécanoique 45,7 C15H350, 159 +16 145 +10 222 8 268 +1 325 +49
Acide Nonadécanoique 47,7 C19Hy0O, 51 5+1 51 81 12 £1
Acide Eicosanoique 49,8 CpoHy,0, 41 +1 38 +3 55 7 77 9 116 +8
Acide Hénéicosanoique 51,7 C;1Hy,0, 8+1 4+1 31 11 +1 81
Acide Docosanoique 53,5 Cp,Hy60, 16 +1 17 +3 54 15 63 +9 154 +8
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H500, 5 +1 6 +1 22 +2 28 +7 40 +3
Acide Octacosanoique 64,3 C,3Hs30, 41 81 18 +2 24 +4 33 +4
Masse totale 434 +46 413 +41 642 +50 756 +64 1181 +150
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyH;50 1+1 1+1 3513 51 +6 194 +13
Octadécanal 40,8 Cy5H3,0 3+l 2+1 29 +3 41 £10 158 +13
Eicosanal 45,3 CyoHyoO 5+1 3+l 22 +1 30 +4 109 +5
Hénéicosanal 47,5 C,;;Hy,, O 5+1 4 +1 3+1 9+1 19 +1
Docosanal 49,6 Cy,HyO 10 +1 8 +1 100 +6 103 +13 318 +16
Tétracosanal 53,4 CpHy30 91 7 +1 27 +3 35 +4 72 +5
Masse totale 34 +6 25 +6 216 17 269 +38 870 +53

Tablean 1V, 4: Les masses des acides gras saturés et aldéhydes quantifiés dans le pollen de fléole de prés intact et
pollué par 'O; et le NO..

Tg GC/FID Masse (ng.mg™)
. [O;]= 130ppb
(min) Formules brutes Intact [NO,]=100 ppb [0;]=130 ppb
+[NO,]1 =100 ppb
ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 C¢Hy40, 22 2+1 31 4 +1
Acide Heptanoique 16,3 C,;H60, 1+1 1+1 2 +1 2+1
Acide Octanoique 19,7 CgH;50, 2+1 3 +1 3+1 3+l
Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 13 £2 15 +1 118 +14 148 +19
Acide Dodécanoique 31,5 C1,Hy60, 2 +1 1+1 242 4+1
Acide Hexadécanoique 41,4 Cq16H340, 16 +3 15 +2 14 +1 18 +3
Acide Octadécanoique 45,7 Cy3H350, 13 +2 20 +2 36 9 58 +6
Acide Eicosanoique 49,8 C,0Hy20, 8 +1 8 +1 48 +9 68 +11
Acide Hénéicosanoique 51,7 C,:Hy4O, 3+1 2+1 7 +1 10 +1
Acide Docosanoique 53,5 C,,H,60, 238 +25 228 +16 268 +19 254 +20
Acide Tricosanoique 55.3 Cy3Hy50, 46 4 42 +4 48 +4 45 +5
Acide Tetracosanoique 57,0 C,4H500, 308 +36 303 +25 307 +23 326 +35
Acide Hexacosanoique 58.8 C,6H5,0, 19 +3 20 +1 21 +2 20 +3
Masse totale 671 +82 660 +57 877 +87 960 +107
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyoH;50 14 £2 2143 139 +25 181 +32
Octadécanal 40,8 Cy3H360 6 +1 9 1 66 +11 97 +16
Eicosanal 45,3 C0HyO 4 +1 7 +1 71 11 97 +18
Docosanal 49,6 C,,HysO 6 +1 5+1 28 +3 38 +6
Masse totale 30 +5 42 +6 304 +50 413 +72

Tablean 1V, 5: Les masses des acides gras saturés et aldéhydes quantifiés dans le pollen de boulean intact et pollué
par I'Os et le NO..
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3.4 Réaction d’ozonolyse

LLa modification de la fraction lipidique externe des pollens provient uniquement de la réactivité de
l'ozone sur les nombreux alcenes extractibles de cette fraction. Cette modification est plus importante
lorsque les pollens sont exposés uniquement a 'ozone que plutét aux deux polluants. La diminution
de cette réactivité pourrait étre expliquée par le fait que les molécules de dioxyde d’azote viennent
s’adsorber sur la paroi pollinique externe et empéchent par conséquence la réactivité des molécules
d’ozone avec les especes organiques des lipides externes. Les masses totales des alcenes ont diminué
consécutivement apres une pollution 7z vitro par I'ozone alors qu'un comportement opposé a été
observé pour les familles des acides gras saturés et des aldéhydes. Ceci est expliquée par le mécanisme

d’ozonolyse.

I’acide nonanoique et le nonanal ont été identifiés comme étant les produits majoritaires des réactions
d’ozonolyse. Ceci nous confirme que la double liaison est située entre le neuvieme et le dixieme atome
de carbone de la molécule d’alcéne. Chaque attaque alcene par 'ozone peut conduire a deux schémas

réactionnels produisant chacun un couple de produits (acide gras saturé et aldéhyde) (figure IV.14).
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_____________________________________________________________________

Figure IV, 14: Mécanisme de réaction d’ogonolyse de I’hentriaconténe.

I
I

Les réactions (1) a (11) résument les réactions d’ozonolyse des alcénes identifiés dans les pollens de

fléole des prés et de bouleau. Une seule réaction d’ozonolyse est représentée pour le pentacosene car

I’hexadécanal 'un des produits de sa deuxieme réaction d’ozonolyse n’est pas identifié dans les extraits

du pollen pollué.

Pentacosene (Cas) 0—3> nonanal (Cy) + acide hexadécanoique (Cig) )
Heptacosene (Cy) > Nonanal (Cy) + acide octadécanoique (Cis) (2
Heptacosene (Cy) > octadécanal (Cis) + acide nonanoique (Co) ©)
Octacosene (Cag) % nonanal (Cy) + acide nonadécanoique (Cio) 4)
Octacosene (Ca) % octadécanal (Cis) + acide décanoique (Cio) )
Nonacosene (Ca) % nonanal (Cy) + acide eicosanoique (Cao) (6)
Nonacosene (Ca) % eicosanal (Cy) + acide nonanoique (Co) (7)

© 2018 Tous droits réservés.

153

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

Chapitre IV. Modification de la fraction lipidique du pollen par les polluants atmosphériques

Triacontene (Cso) > nonanal (Cy) + acide heneicosanoique (Ca) (8)
Triacontene (Cso) > heneicosanal (Ca1) + acide nonanoique (Co) ©)
Hentriacontene (Cs1) 0—3> nonanal (Co) + acide docosanoique (Cx)  (10)
Hentriacontene (Csi) 0—3> docosanal (Cy) + acide nonanoique (Co)  (11)

Certains alceénes (pentacosene, heptacosene, nonacacosene et hentriaconténe) extractibles des deux
pollens semblent étre facilement accessibles a I'ozone. Une exposition de 100 ppb d’ozone induit une
¢limination entre 35% et 43 % de la fraction massique totale des alcenes extraits du pollen de fléole
des prés. Le pentacoseéne a présenté la réactivité la plus importante, environ 43% de sa masse est
consommée. En ce qui concerne le pollen de bouleau on a observé une perte de masse plus importante
de ses alcenes entre 59% et 85%. On suppose que les alcénes pourraient étre (i) soit différemment
positionnés sur la paroi pollinique ce qui les rendraient plus ou moins accessibles a la réaction avec
I'ozone ou (ii) soit présents (enrobés) dans un environnement lipidique différent dans lequel la

diffusion de 'ozone est défavorisée dans le cas du pollen de fléole.

4. Etude de la composition chimique du pollen pollué in vitro et
extrait par le PBS

Ce travail a été effectué afin de s’approcher des conditions physiologiques d’extraction de la fraction
lipidique des pollens allergisants soumis a une exposition aux polluants atmosphériques. Les
chromatogrammes des lipides extraits par le PBS des pollens de fléole des prés et de bouleau sous la

forme intacte et polluée sont représentés respectivement sur la figure IV.15 et IV.16.
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Trois pics en total ont des intensités élevées sur les chromatogrammes. Ces pics correspondent a
I'acide hexadécanoique (C16:0, 41,4 min), I'acide linoléique (C18:2, 44,7 min) et I'acide a-linolénique
(C18:3, 45,0 min). Les grains de pollen de fléole des prés ont été donc exposés a une concentration de
1000 ppb afin de pouvoir faciliter Iidentification des produits formés (chromatogramme non-
représenté dans ce manuscrit). La différence entre les intensités des pics représentés sur les deux
chromatogrammes des pollens exposés a 100 ppb et a 1000 ppb n’était pas significative. La similarité
observée entre les chromatogrammes du pollen intact et pollué montre donc que la fraction lipidique
extractible en phase aqueuse des pollens de fléole des prés et de bouleau n’a pas été modifiée par une

pollution zz vitro a 'ozone.

Les fractions massiques des especes organiques extractibles en phase aqueuse ne semblent donc pas
étre modifiées par une pollution 7z vitro a 'ozone. Les masses totales des lipides extraits des pollens
intacts et pollués sont similaires. Les lipides représentés sur les figures IV.17 atteignent une masse
moyenne de 5131113 ng.mg"' dans les extraits du pollen de fléole des prés et de 1527+269 ng.mg’
dans ceux du pollen de bouleau. Les tableaux IV.7 et IV.8 récapitulent les valeurs des espéces

organiques extraites par le PBS des pollens de fléole des prés et de bouleau sous forme intacte et

polluée.
500
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Figure IV, 17: Masse totale de lipides extraits par le PBS' des pollens de fléole des prés et bouleau intacts et exposés a
Lozone.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Formules brutes Intact [0;]=100 ppb

ALCOOLS
Dodécanol 29,0 C,H,60 2 +1 3+1
Hexadécanol 39,4 C16H3,0 3+1 3+1
Octadécanol 43,8 C5H350 1+1 1+1
Masse totale 6 +3 7 £3
ALEDHYDES
Nonanal 14,1 CyH;50 -- 4 +1
Octadécanal 40,8 C15H360 -- 6 +1
Docosanal 49,6 C,,Hy,0 -- 6 +1
Masse totale 16 +3
ALCENES
Pentacoséne 50,4 C,5Hs 4 +1 4 +2
Heptacoséne 54,2 Cy7Hsy 39 +10 25 +4
Octacoséne 56,2 C,sHs6 4 +1 2 +1
Nonacosene 57,3 Cy9Hsg 19 +5 11 1
Hentriaconténe 60,9 C;31Hg, 39 +9 26 +8
Masse totale 105 +26 68 +16
ALCANES
Tricosane 46,8 Cy3Hys 1+1 1+1
Pentacosane 50,8 C,5Hs, 13 +3 9 +1
Heptacosane 54,6 C,7Hs6 18 +5 18 +2
Nonacosane 58,3 Cy9Hgo 7 £2 10 +3
Hentriacontane 61,2 C;31Hgq 82 8 +5
Masse totale 47 +13 46 +12
ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 C¢H;,0, 3+1 2 +1
Acide Heptanoique 16,3 C;H;60, 1+1 2 +1
Acide Octanoique 19,7 CgH 50, 3+1 542
Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 3+1 4+1
Acide Décanoique 25,2 C10H3,0, 1+1 1+1
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H560, 1+1 3+2
Acide Tétradécanoique 36,5 C14H300, 10 £2 7 +3
Acide Pentadécanoique 38,9 C15H3,0, 2 +1 11
Acide Hexadécanoique 414 Cy6H340, 258 +50 278 +26
Acide Heptadécanoique 43,6 C17H360, 1+1 1+1
Acide Octadécanoique 45,7 C,15H350, 51 +5 51 +7
Acide Nonadécanoique 47,7 C19H;00, 1+1 1+1
Acide Eicosanoique 49,8 CyoH4,0, 8 +2 7 +1
Acide Docosanoique 53,5 C,Hy60, 2 +1 3+1
Masse totale 345 +69 366 +49

Chapitre IV. Modification de la fraction lipidique du pollen par les polluants atmosphériques

Tablean 1V, 6: Concentrations massiques des espéces organiques extraites par le PBS du pollen de fléole des prés
intact et exposé a 'ogone.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg™ de pollen)

(min) Formules brutes Intact [O;]=130 ppb
ALCOOLS
Docosanol 51,5 C,,H,60 31 +4 30 +3
Tétracosanol 55,1 C,H;500 2+1 4 +1
Masse totale 33 +5 34 +4
ALCENES
Pentacoséne 50,4 C,5Hs 11 £1 4+1
Heptacoséne 54,2 C,7Hs, 83 10 53 +16
Nonacoséne 57,3 Cy9Hsg 55 +7 30 +10
Hentriaconténe 60,9 C3;,Hg, 17 £2 7 £3
Masse totale 166 +20 94 +30
ACIDES GRAS SATURES
Acide Hexanoique 13,0 C¢H1,0, 11 1+1
Acide Heptanoique 16,3 C,;H;,0, 11 1+1
Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 3+1 6 +2
Acide Tétradécanoique 36,5 Cq14H300, 11 +1 11 2
Acide Hexadécanoique 414 C16H340, 1185 +209 1221 +196
Acide Heptadécanoique 43,6 Cy;H3,0, 5+1 4 +1
Acide Octadécanoique 45,7 CysH350, 47 +7 46 +9
Acide Eicosanoique 49,8 C,0Hy,0, 11 +2 12 +2
Acide Hénéicosanoique 51,7 C,1Hy40, 61 6 +3
Acide Docosanoique 53,5 C,,Hy60, 40 =7 39 +9
Acide Tricosanoique 55,3 C,3Hy 50, 2 +1 2 +1
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H;500, 29 +5 29 +10
Acide Hexacosanoique 58,8 Cy6H540; 2 +1 5 +1
Masse totale 1343 239 1383 +238

Tablean 11/, 7: Concentrations massiques des espéces organiques extraites par le PBS du pollen de bonlean intact et
exposé a ['ozone.

5. Effets de Pexposition du pollen a la pollution sur la réponse

inflammatoire

L’effet de modification de la fraction lipidique externe par la pollution sur la réponse immunitaire et

inflammatoire n’est pas détaillé dans la littérature. 1l s’agit d’un travail en cours avec Patricia de Nadai

(Maitre de conférences, Centre d’Infection et d’Immunologie de Lille, Université de Lille, Institut

Pasteur de Lille, INSERM, CNRS). L’objectif est d’étudier la polarisation Th2 de la réponse

immunitaire, les effets sur 'inflammation et le remodelage bronchique tout en détaillant en particulier
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le role que peuvent jouer les lipides séparément du grain de pollen. Pour ce faire, les lipides sont
extraits des pollens intacts et pollués (O3, NO, et mélange O3/NO») et utilisés pat la suite pour la
stimulation de cellules immunes. L’expression de cytokines Th1l (IFN- y), Th2 (IL-4, IL-5, I1L-13),
Th1721 (IL-17, 1L-22) et Treg22 (IL-10) et de chimiokines CCL17 et CCI2223 est évaluée par RT-
PCR quantitative et par dosage ELISA. Ce travail est en cours de réalisation sur du pollen de fléole
des prés et de bouleau; nous résolvons notamment des problemes liés a la solubilisation des protéines

apres extraction dans des solvants compatibles avec l'utilisation de cellules.

En parall¢le, nous avons également réalisé une étude sur les protéines des pollens dont les premiers
résultats préliminaires pour le pollen de Phleum pratense sont présentés dans le tableau IV.9. Ce travail
est comparé avec certaines études issues de la littérature (Behrendt et al., 1999; Rogerieux et al., 2007,
Vrtala et al., 1993). Nous confirmons que la quantité de protéines extraites n’est pas modifiée par une
pollution a l'ozone. Ce qui a été déja montré dans la littérature par I’étude de Rogerieux et al.
I’exposition a une concentration plus importante de 2000 ppb de NO; et SO, ne semble pas également

avoir des effets sur la quantité totale des protéines extraites de ce pollen.

Protéines totales

Références Pollen de Phleum pratense ug protéines / mg Méthode incubation/extraction
de pollen
intact 32 +1 10 mg Poﬂen dansA 1 mL PBS / 2h agitation
mécanique / centrifugation 4000 RPM (1,800g) /
Ce travail . . . .
filtration 0,45 pm / Pierce BCA protein assay kit
[05]= 0,1 ppm 27 +1
exposé a de lair 51 4 50 mg de pollen dans 500 pL d'eau distillée /
[O3]= 0,1 ppm 52 +4 incubation avec mouvement rotatif pendant 1h /
2007-Rogerieux _’ + centtifugation 10 min. 2 10000g / Bradford and
[NO2|= 2 ppm 4918 Lowty BSA standard
[SO2)= 2 ppm 52 +4

1 g de pollen mélangé dans 30 mL d'eau distillée ou

1993-Vrtala intact 10 de tampon phosphate pendant 2 h a 40°C /
Centrifugation 1 h 2 40000g / Bradford

intact pH= 6,0 13 incubation in vitro dans du PBS (30mina 37°C,
pH 6.0, 7.4 and 9.0)
1999-Behrendt intact pH= 74 17
intact pH= 9,0 17

Tablean 1V, 8: Etude des quantités des protéines totales extraites du pollen de fléole des prés intact et pollué.
Comparaison des protéines quantifiées avec la littérature.
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6. Discussion et conclusion

L'étude de l'influence des polluants environnementaux sur les réactions inflammatoires allergiques
revét une importance au cours de ces dernieres décennies. Il existe aujourd'hui des preuves que la
pollution de l'air poutrait étre responsable de 'augmentation des allergies aux pollens et de crise
d'asthme dans les zones hautement polluées (ANSES, 2014). Les modifications chimiques, biologiques
et physiques des grains de pollen induites par I'exposition aux polluants atmosphériques pourraient
altérer par conséquent leur potentiel allergisant (Annesi-Maesano et al., 2012; Bartra et al., 2007; Beck

et al., 2013; Behrendt et al., 2001a; Kanter et al., 2013; Motta et al., 2000).

Le mécanisme de rupture des grains de pollen par les polluants gazeux durant leur transport
atmosphérique est peu connu. L’équipe de Motta et al. a observé une rupture significative des pollens
de fléole des prés exposés expérimentalement a 700 ppb d’ozone (Motta et al., 2006). Au contraire,
nous avons constaté que ce pollen n’a montré ni fissures ni cassures aprés son exposition a une
concentration plus importante de 1000 ppb d’ozone. Afin de mieux comprendre cette contradiction,
des travaux supplémentaires pourront étre réalisés sur I'observation microscopique des pollens
fraichement collectés et ensuite exposés aux polluants gazeux dans le laboratoire. Cette étude pourra
étre réalisée sur plusieurs types de pollens allergisants afin de pouvoir comparer leur modification
physique par les polluants atmosphériques dans les conditions réelles. On suppose que les polluants
gazeux pourraient favoriser la cassure du pollen soit apres son contact avec une phase aqueuse soit
aprés un choc mécanique durant son transport atmosphérique. Ce dernier point fera I'objet du
chapitre V. La rupture du pollen par les polluants atmosphériques pourrait étre considérée comme
un facteur aggravant de 'augmentation de la prévalence des réactions allergiques dans les milieux

urbains.

Pour expliquer 'augmentation de la prévalence de I'allergie il faut non seulement s’intéresser a ’étude
de la modification des allergénes du pollen par la pollution atmosphérique mais également se
renseigner sur la modification de sa composition chimique pouvant jouer un role adjuvant durant la
réaction allergique. Pour ce faire, nous avons étudié¢ dans ce chapitre l'altération de la matiere
organique extractible de deux pollens allergisants sous I'effet d’une pollution 7 vitro a 'ozone et au
dioxyde d’azote. Les modifications chimiques des pollens par les polluants gazeux s’expliquent par
l'ozonolyse des alcénes. Environ 37 % de la masse totale des alcénes est consommée apres 'exposition

des grains de pollen de fléole des prés a 100 ppb d’ozone au contraire une perte plus importante de
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69 % des fractions massiques totales des alcénes est observée pour le pollen de bouleau exposé a 130
ppb d’ozone. Deux hypotheses sont émises afin d’expliquer cette différence : (i) 'exposition des
pollens de bouleau a 30 ppb d’ozone de plus que les pollens de fléole des prés et (if) les alcenes du
bouleau pourraient étre plus accessibles a la réactivité avec 'ozone que ceux du pollen de fléole des

prés.

La perte des alcenes a été plus significative avec une exposition importante a 1000 ppb d’ozone.
Environ 80% de la fraction massique totale des alcénes du pollen de fléole des prés est perdue sous
Peffet de cette exposition. Cette concentration qui n’est pas représentative de l'exposition
atmosphérique, elle a été choisie uniquement dans ce travail pour faciliter I'identification des produits

de la réaction de I'ozone sur la fraction lipidique pollinique.

La consommation des alcenes de la fraction lipidique externe du pollen par une exposition i vitro a
I'ozone est expliquée par la réactivité des molécules d’ozone avec la double liaison de cette famille.
L’identification de I'acide nonanoique et le nonanal comme étant produits majoritaires de la réaction
d’ozonolyse de la majorité des alcénes confirme que la double liaison est entre le neuvieme et le
dixieme atome de carbone d’alceéne. La formation de ces produits de réaction pourra étre 'une des
hypotheses pour expliquer 'augmentation de la prévalence de Iallergie aux pollens allergisants dans

les milieux urbains.

Au contraire les lipides extractibles par le PBS des pollens de fléole des prés et de bouleau n’ont pas
présenté une modification chimique par T'ozone. Nous avons constaté des difficultés dans
Iidentification des espéces chimiques extraites patr ce solvant a cause de leur faible masse quantifiée

en milieu aqueux.

L’exposition simultanée des grains de pollens a 'ozone et au dioxyde d’azote a été choisie afin de
s’approcher des conditions urbaines réelles. Nous avons montré dans ce travail que altération de la
fraction lipidique est plus faible lorsque les grains de pollen sont exposés aux deux polluants ensemble ;
le pourcentage d’alcenes perdu est de 29 % pour le pollen de fléole des prés et de 37 % pour le pollen
de bouleau. Pour expliquer ces résultats nous supposons que les molécules de dioxyde d’azote peuvent
s’adsorber sur la paroi pollinique externe et par conséquent empécher la réactivité de 'ozone avec les
alcenes localisés sur cette paroi. Ces résultats montrent que les effets de plusieurs polluants gazeux sur

Ialtération de la composition chimique de la paroi pollinique externe est une étude tres complexe. Les
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effets adjuvants ou inhibiteurs des polluants gazeux sur la modification chimique du pollen dans

P’atmosphere sont finalement mal connus et complexes a étudier expérimentalement.

Les alcénes présents en surface du pollen sont consommés par 'ozone. Nous faisons la supposition
que les alceénes agissent alors de la sorte en tant qu'antioxydants vis-a-vis des oxydants
troposphériques, tels que l'ozone, protégeant les molécules importantes pour la reproduction des
plantes des altérations atmosphériques. Les grains de pollen de fléole des prés et de bouleau sont
exposés a 'ozone pendant 16 h. La durée d’exposition des grains de pollen aux polluants gazeux dans
une atmosphere polluée est peu connue a ’heure actuelle ce qui rend donc difficile de comparer nos

résultats avec l'exposition dans les conditions atmosphériques.

En général, 'exposition aux polluants atmosphériques se fait durant le transport atmosphérique des
grains de pollen. Elle est également possible avant leur dissémination dans atmosphere. Les polluants
atmosphériques peuvent affecter le pollen indirectement via un stress sur la croissance de la plante ou
directement par contamination des antheres (Amjad and Shafighi, 2012). Les anomalies des couches
de l'anthere et de développement du pollen pourraient induire des modifications au niveau de la
concentration de sa composition chimique et protéique. Une autre étude montre que les pollens
pourraient bénéficier probablement de la protection des chatons contre les polluants atmosphériques
(Wolters and Martens, 1987). Le pollen peut également lors de la pollinisation se déposer directement
sous les arbres ou apres une période de transport, ce pollen remis en suspension pourrait étre plus
pollué car la durée de son exposition augmente par rapport a celle d’un transport aérien direct sans
resuspension. Sur nos sites d'échantillonnage de pollen, nous avons observé pendant la saison de
pollinisation de bouleau une grande quantité de pollen se déposant sur les voitures, les feuilles et les
terrains a proximité des arbres bouleaux. Dans la littérature, le pollen de bouleau a déja été observé

sur les feuilles d’arbres (Schappi et al., 1997).

La durée de transport dans l'air du pollen de bouleau et de fléole des prés a été estimée a plusieurs
jours en cas de transport a longue distance (Sofiev et al., 2006; Sofiev and Bergmann, 2012). La durée
d'exposition sur les chatons ainsi que le moment d'une éventuelle remise en suspension ne sont pas
connus. Des futures recherches sont nécessaires pour développer une méthodologie analytique
permettant de quantifier les traceurs d'exposition a l'ozone a ’échelle du grain de pollen individuel
(alcénes ou aldéhydes par exemple) ; cela pourrait renseigner I'exposition totale réelle du grain de

pollen apres le transport.
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Dans ce chapitre nous avons montré que les lipides des pollens de fléole des prés et de bouleau ont
¢té modifiés respectivement 2 vitro par une concentration d'ozone de 100 et de 130 ppb pendant 16
heures. Cette durée a été choisie pour des raisons expérimentales pratiques et également afin d’étre
suffisamment importante pour permettre des identifications des produits de la réaction en
spectrométrie de masse. Des expositions progressives a des concentrations plus faibles (50 ou 100
ppb) pendant une heure jusqu’a atteindre une durée finale de 16 h pourraient nous expliquer a quelle

vitesse le pollen vieillira lors de son transport dans ’'atmosphere.

I est bien établi que le pollen libére des composés bioactifs ayant un effet potentiellement adjuvant
sur l'allergie (Bashir et al., 2013a; Behrendt et al., 2001a; Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al.,
2002). Les expérimentations sur I'influence des lipides sur le systeme immunitaire doivent prendre en
compte les modifications du lipidome du pollen induites par les polluants atmosphériques. Nous ne
respirons pas seulement le pollen frais directement issu des plantes, mais aussi le pollen qui a subi une
altération induite par 'exposition aux polluants atmosphériques. Cependant, la biodisponibilité des
lipides modifiés par l'ozone dans nos conditions expérimentales n'est pas connue, ainsi que leurs

adjuvants potentiels sur la réaction allergénique.

11 existe de nombreuses preuves que 'ozone modifie plusieurs propriétés biologiques et chimiques des
pollens de fléole des prés et de bouleau (Bashir et al., 2013a; Beck et al., 2013; Behrendt et al., 1999;
Cuinica et al., 2013; Darbah et al., 2008; Rogerieux et al., 2007). Avec ce travail, nous avons montré
un effet supplémentaire de l'ozone sur ces pollens qui est la modification de leur fraction lipidique
extractible. Enfin, il est important de continuer a développer nos travaux sur les effets potentiels sur
Iallergie et la réaction inflammatoire des lipides modifiés par les polluants gazeux et en particulier les

acides gras saturés générés par la réaction d’ozonolyse.
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1. Introduction

Nous avons montré dans la premicre partie du chapitre III que les lipides externes extraits par le
dichlorométhane des pollens intacts comportent plusieurs familles de composés organiques : alcanes,
alcools, alcenes, aldéhydes, acides gras saturés et insaturés et stérols. Selon nos connaissances
I'identification des espéces chimiques extraites en phase organique du contenu cytoplasmique des
pollens de fléole des prés et de bouleau n’est absolument pas documentée a I’heure actuelle. Pour ce
faire nous avons mis au point un protocole de rupture artificielle de grains de pollen qui a permis de
libérer la fraction lipidique totale (externe + interne). Nous détaillons par la suite une étude de
comparaison entre la composition chimique externe et interne des pollens ainsi que les résultats
préliminaires concernant la modification des lipides internes du pollen de fléole des prés par une
exposition 7 vitro a 'ozone. Les termes intact et broyé sont employés respectivement pour désigner le

pollen n’ayant subi aucun traitement et celui qui a subi une rupture artificielle.

2. Observation en microscopie électronique des grains de pollen ayant
subi une rupture artificielle

La rupture artificielle des grains de pollen a été réalisée par agitation mécanique a I'aide des barreaux
aimantés dans un flacon en verre (Cf. partie 4 du chapitre II). Les deux figures V.1 et V.2
représentent les images en microscopie électronique a balayage des grains de pollen de fléole des prés
broyés par cette technique. Seules des études qualitatives ont été réalisées dans ce travail. La majorité
des grains de pollen observés sur la figure V.1 présente une rupture importante sous l'action des
barreaux aimantés. Le contenu cytoplasmique est fortement déversé a I'extérieur du pollen broyé et
ceci est visualisé par les granules cytoplasmiques qui sont disposés en surface des grains (ces granules

sont indiqués par les fleches noires sur la figure V.2).
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Figure V. 1: Image en microscopie électronique a balayage des grains de pollen de fléole des prés broyés par agitation
mécanique.
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Figure V. 2: Observation en microscopie électronique a balayage des granules cytoplasmiques déversés a l'exctérienr des
grains de pollen de fléole des prés (les fleches noires indiguent la disposition de grannles cytoplasmiques).
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3. Comparaison du profil lipidique extrait des pollens intacts et broyés

Les chromatogrammes (GC-FID) sur les figures V.3 et V.4 représentent les lipides extraits par le
dichlorométhane respectivement des pollens de fléole des prés et de bouleau sous la forme intacte
(noir) et broyée (rouge). Les composés lipidiques externes sont représentés sur les chromatogrammes
du pollen intact. Au contraire "ensemble des especes chimiques sur les chromatogrammes du pollen
broyé correspond a celles qui sont extraites de la fraction lipidique totale (externe et interne). La
comparaison entre les deux chromatogrammes du pollen intact et broyé montre une similarité
d’extraction pour certains pics (correspondant notamment a la fraction lipidique externe). En effet, la
libération du contenu cytoplasmique par la technique de rupture artificielle favorise I'extraction des
lipides internes ceci est visualisé par I'apparition de nouveaux pics sur les chromatogrammes du pollen
broyé. I’augmentation importante des intensités des pics élués entre les temps 41,0-45,0 min et 62-65
min sur les chromatogrammes du pollen broyé signifie que ces composés sont fortement libérés de la
composition chimique interne des deux pollens. La variation entre les ratios des intensités des pics

entre les chromatogrammes du pollen de bouleau intact et broyé est remarquable.
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Figure V. 3 : Comparaison entre les chromatogrammes (GC-FID) des lipides extraits par le DCM du pollen de
fléole des prés sous la forme intacte et broyée.
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Figure V. 4: Comparaison entre les chromatogrammes (GC-FID) des lipides extraits par le DCN du pollen de
boulean sous la forme intacte et broyée.

4. Identification et quantification des lipides internes extraits du

pollen par le dichlorométhane

La technique de broyage mécanique a déja été utilisée pour I'identification de la fraction lipidique totale

(interne et externe) du pollen de Brassica napus (Evans et al., 1991). Peu de travaux ont été réalisés dans

la littérature concernant ’étude de la composition chimique interne des grains de pollen et en

particulier ceux qui sont allergisants. A notre connaissance, il s’agit du premier travail d’identification

et de quantification des lipides internes des pollens de fléole des prés et bouleau. Le tableau V.1

récapitule les masses des lipides externes et internes extraits respectivement des pollens intacts et

broyés. Les masses des lipides internes ont été obtenues par différence entre I'extraction du pollen

intact et Pextraction du pollen broyé (masse des lipides totaux - masse des lipides externes = masse

des lipides internes). La masse totale des lipides extraits du pollen de bouleau (externe+interne) est

égale 2 76761877 ng.mg" alors quune masse plus faible de 62314875 ng.mg™ est extraite du pollen

de fléole des prés (tableau V.1).
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|Types de pollens Méthodes d'extraction Masses totales des lipides extraits |
Fléole des prés

Lipides externes Lavage 38214283 ngmg’'

Lipides internes Broyage mécanique + Lavage 22414501 ngmg’'

Lipides totaux Broyage mécanique + Lavage 62311875 ng.mg"1
Bouleau

Lipides externes Lavage 35914394 ng.mg’

Lipides internes Broyage mécanique + Lavage 41311668 ng,mg’I

Lipides totaux Broyage mécanique + Lavage 76761877 ng.rngﬁl

Tablean V. 1: Concentrations massiques des lipides excternes et internes extraits des pollens de fléole des prés et de
bouleau selon les denx méthodes appliquées : le lavage par solvant organique (DCM) et le broyage mécanigue.

La répartition des lipides externes et internes dans les pollens de fléole des prés et de bouleau est
représentée sur la figure V.5. Les pollens de fléole des prés contiennent une fraction massique plus
importante en lipides externes (38211283 ng.mg™") qu’en lipides internes (2241 +501 ng.mg™). Au
contraire la masse totale des especes organiques extraites du pollen de bouleau est répartie environ

pour moitié entre sa fraction lipidique externe (35911394 ng.mg™) et interne (4131 +668 ng.mg™").
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Figure V. 5: Répartition de la concentration massique totale de la fraction lipidique externe et interne dans les pollens
de fléole des prés et de bonlean.
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4.1 Répartition des alcanes, alcénes, aldéhydes et alcools dans les lipides
externes et internes des pollens

L’analyse des extraits organiques du pollen de fléole des prés broyé montre que les familles d’alcenes
et d’aldéhydes ne sont présentes que dans sa fraction lipidique externe (figure V.6). Des faibles
fractions massiques de 4915 ng.mg ' d’alcanes et de 3417 ng.mg"' d’alcools sont extraites de ses lipides
internes. La répartition de ces familles organiques dans le pollen de bouleau n’est pas similaire a celle
du pollen de fléole des prés (figure V.7). Les alcenes sont fortement extraits des lipides externes du
pollen de bouleau alors qu’une faible masse égale 2 317+ 121 ng.mg"' est présente dans son contenu
cytoplasmique. Les concentrations massiques des alcools, alcanes et aldéhydes sont réparties pour
moitié entre sa composition chimique interne et externe. Le pollen de bouleau contient une fraction
massique totale égale a2 2140799 ng.mg" d’alcools, 347161 ng.mg"' d’alcanes et de 26+4 ng.mg"
d’aldéhydes. Ses lipides internes extractibles contiennent une masse importante de tricosanol (1136
12 ng.mg"), d’heptacoséne (3041113 ng.mg™") et d’heptacosane (183 49 ng.mg™). L’identification
et la quantification de la composition externe et interne des pollens est représentée dans les tableaux

V.2 et V.3
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Figure V7. 6: Répartition des concentrations massiques des alcanes, alcenes, aldéhydes et alcools dans les deux: fractions
lipidiques externe et interne du pollen de fléole des prés (extraction par le DCM).
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Figure V7. 7: Répartition des concentrations massiques des alcénes, alcools, alcanes et aldéhydes dans les deux fractions
lipidiques externe et interne du pollen de bouleau (extraction par le DCM).
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Chapitre V. Etude de la fraction lipidique interne du pollen et de ses modifications causées par une
exposition zz vitro a 'ozone

Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Formules brutes Lipides e'xternes Lipides internes Lipides tOtal[lX
Pollen intact Pollen broyé
ALCANES
Heptadécane 32,6 C17Hs6 5 +1 241 3+1
Nonadécane 37.8 CoHy 3+l == 3+l
Hénéicosane 42,5 CyHyy 9 +14 -- 4 +1
Docosane 44,8 CyHye 5+1 1+1 4 +1
Tricosane 46,8 Cy3Hyg 78 +9 -- 74 +
Tétracosane 48,9 C,4Hs 19 +3 36 +6 55 +6
Pentacosane 50,8 C,5Hs, 338 +21 -- 339 +7
Hexacosane 52,7 (€93 ON 38 +4 10 +7 48 +7
Heptacosane 54,6 Cy7Hse 656 +3 -- 673 +54
Octacosane 56,3 C,sHsg 28 +3 -- 30 +4
Nonacosane 58,3 Cy9Hgo 317 +21 -- 339 +32
Triacontane 59,64 C3oHg2 21 £2 -- 17 +4
Hentriacontane 61,23 C31Hgy 311 +22 - - 309 +10
Masse totale 1828 +105 49 +15 1897 +136
ALCENES
Décéne 27,5 CqoHyg 5+1 -- 4 +1
Pentacoséne 50,4 Cy5Hs 41 +6 -- 46 +5
Heptacoséne 54,2 Cy7Hs, 464 +47 -- 526 +81
Octacoséne 56,2 C,5Hsg 58 +8 -- 53 +13
Nonacoséne 57,3 Cy9Hsg 297 +18 -- 351 +65
Triaconténe 59,0 C30Hgo 39 +7 -- 40 +8
Hentriaconténe 60,9 C;,Hg, 541 +31 -- 585 +72
Masse totale 1445 +118 -- 1605 +245
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyH;50 1+1 -- 1+1
Octadécanal 40,8 C3H360 3+1 -- 3 +1
Eicosanal 45,3 C,oHyO 5+1 -- --
Hénéicosanal 47,5 C,1H;, O 5+1 -- 5+1
Docosanal 49,6 C,,Hy O 10 +1 -- 10 +1
Tétracosanal 53,4 CyHy O 9 +1 -- 9 +1
Masse totale 33 +6 -- 28 +5
ALCOOLS
Hexadécanol 39,4 C6H3,0 12 +1 14 +3 26 +3
Octadécanol 43,8 C;5H350 6+1 18 +3 24 +3
Docosanol 51,8 C,,Hy60 81 2 +1 10 1
Masse totale 26 +3 34 +7 60 +7

Tablean V. 2 : Familles des espéces chimiques identifiées et quantifiées dans les lipides externes et internes extraits

par le dichlorométhane du pollen de fléole des prés.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Formules brutes Lipides e.xternes Lipides internes Lipides tOtaI,IX
Pollen intact Pollen broyé

ALCENES
Décéne 27,5 CqoHzo 4+1 -- 4+1
Pentacoséne 50,4 C,5H;0 52 +4 13 +8 65 +8
Heptacosene 54,2 Cy7Hs, 824 +73 304 +113 1128 +113
Nonacoséne 57,3 C,9Hsg 596 +62 -- 622 +87
Hentriaconténe 60,9 C31Hg, 179 +27 -- 183 +27
Masse totale 1655 +167 317 +121 2002 +236
ALCOOLS
Hexadécanol 39,0 C6H34,0 1+ 1+1 2 +1
Octadécanol 43,5 CsH36,0 2 +1 5 +1 7 1
Eicosanol 47,5 C,oH3,0 12 +1 2 +2 10 +2
Hénéicosanol 49,6 C,1Hy O 7 +1 - - 7 +1
Docosanol 51,5 C,,Hy6O 861 +92 -- 816 +66
Tricosanol 53,3 C,3Hy 50 21 +4 1136 +12 1157 +12
Tétracosanol 55,1 C,H500 103 +18 - 102 £11
Hexacosanol 58,8 C,6H;5,0 27 £3 343 24 +3
Octacosanol 61,6 C,sH;550 18 +2 342 15 £2
Masse totale 1052 +123 1150 +21 2140 +99
ALCANES

Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 8 +1 2+1 6 =1

Tricosane 46,8 Cp3Hyg 20 +3 -- 21 +3

Pentacosane 50,8 Cy5Hs, 58 +5 -- 59 +8

Heptacosane 54,6 C,7Hs6 78 +10 183 +49 261 +49

Masse totale 165 +19 185 +50 347 +61
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyH;50 14 2 542 9 +1
Octadécanal 40,8 Cq13H360 6 +1 6 +2 12 +2
Eicosanal 45,3 C,0Hy00 4+1 -- .-
Docosanal 49,6 C,,H O 6 +1 1+1 5+1
Masse totale 30 +5 11 +5 26 +4

Tablean V. 3: Familles des espéces chimiques identifiées et quantifiées dans les lipides externes et internes extraits par
le dichloromeéthane du pollen de boulean.
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4.2 Répartition des acides gras saturés et insaturés dans les lipides internes et
externes des pollens

Contrairement aux autres familles organiques, le broyage mécanique a favorisé une libération
importante des acides gras saturés présents dans le contenu cytoplasmique des pollens (figure V.8 et
figure V.9). Les lipides internes du pollen de fléole des prés contiennent une masse importante en
acides gras saturés égale 2 970+192 ng.mg’, alors que seulement 434+46 ng.mg" est extraite de ses
lipides externes. La comparaison entre des deux images sur la figure V.8 montre que la répartition des
acides gras saturés dans les deux pollens n’est pas similaire. Contrairement aux pollens de fléole des
prés, la masse totale des acides gras saturés de 15191186 ng.mg™ est répartie pour moitié entre les

lipides externes et internes du pollen de bouleau.

Au total, 16 et 11 acides gras saturés sont identifiés respectivement dans la fraction lipidique interne
des pollens de fléole des prés et de bouleau. Les acides gras saturés les plus extraits de leurs lipides
internes sont représentés sur la figure V.9. Environ 54 % et 71% des acides gras saturés internes
extraits respectivement des pollens de fléole des prés et de bouleau contiennent de lacide
hexadécanoique. La richesse du contenu cytoplasmique en acides gras saturés a déja été confirmée
dans la littérature pour le pollen de Brassica napus (Evans et al., 1991; Piffanelli et al., 1997). Le deuxieme
acide le plus extrait des lipides internes est I'acide octadécanoique pour le pollen de fléole des prés et
'acide tétracosanoique pour le pollen de bouleau. Le tableau V.4 regroupe 'ensemble des acides gras

saturés extraits par le solvant organique des lipides externes et internes des pollens.
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Figure V. 8: Répartition des acides gras saturés dans la fraction lipidique externe et interne des pollens (exctraction
par le dichlorométhane).
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Figure V7. 9: Répartition des acides gras saturés extraits majoritairement de la fraction lipidique interne des pollens
(exctraction par le dichlorométhane).
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Tg GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
Lipid t Lipides int Lipides tot
(min) Formules brutes ipides externes ipides internes ipides totaux
Pollen intact Pollen broyé

ACIDES GRAS SATURES extraits du pollen de fléole des prés

Acide Pentanoique 9,9 C;H;,0, 1+1 1+1 2 +1
Acide Hexanoique 13,0 C¢H1,0, 6 =1 542 11 +2
Acide Heptanoique 16,3 C;H,60, 3+1 1+1 4 +1
Acide Octanoique 19,7 CgH;30, 3+1 9 +2 12 £2
Acide Nonanoique 22,8 CyH,(0, 4+1 2 +1 6 +1
Acide Décanoique 25,2 C190H3,0, 1+1 -- 1+1
Acide Undécanoique 29,1 C11H,0, 2 +1 -- 2+1
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H,60, 2 +1 3+1 5+1
Acide Tetradécanoique 36,5 C14H300, 10 +1 25 +11 35 +11
Acide Pentadécanoique 38,9 Cy5H3,0, 1+1 2 +1 341
Acide Hexadécanoique 414 C16H340, 160 +13 526 +85 686 85
Acide Heptadécanoique 43,6 C17H360, 3 +1 6 +1 9 +1
Acide Octadécanoique 45,7 C,3H350, 159 16 207 +52 367 +52
Acide Nonadécanoique 47,7 C19H;00, 5+1 6 +1 11 +1
Acide Eicosanoique 49,8 C,oH4,0, 41 +1 41 +6 82 +6
Acide Hénéicosanoique 51,7 C,1H,,0, 8 +1 -- 8 +1
Acide Docosanoique 53,5 C,,Hy60, 16 +1 133 +25 149 +25
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H;500, 5+1 2+ 3+1
Acide Octacosanoique 64,3 C,5H:50, 4 +1 1+1 341
Masse totale 434 +46 970 +192 1399 *195

ACIDES GRAS SATURES extraits du pollen de bouleau

Acide Hexanoique 13,0 CeH,1,0, 2 +1 -- 2+1
Acide Heptanoique 16,3 C,;H;,0, 1+1 2 +1 31
Acide Octanoique 19,7 CgHy50, 2 +1 10 +2 12 +2
Acide Nonanoique 22,8 CoH,,0, 13 +2 543 18 +3
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H,60, 2 +1 542 7 +2
Acide Hexadécanoique 414 C16H340, 16 +3 598 +43 614 +43
Acide Octadécanoique 45,7 Cq5H350, 13 +2 26 +11 39 +11
Acide Eicosanoique 49,8 C,oH,,0, 8 +1 9 +3 17 +3
Acide Hénéicosanoique 51,7 C,1Hy4 O, 3+1 2 1 5+1
Acide Docosanoique 53,5 C,Hy60, 238 +25 54 +43 292 +43
Acide Tricosanoique 53,5 C,3Hy 50, 46 +4 14 +11 60 +11
Acide Tétracosanoique 57,0 C,4H;500, 308 +36 120 +61 428 +61
Acide Octacosanoique 64,3 C,6H;5,0, 19 +3 -- 22 +4
Masse totale 671 +81 845 +181 1519 +186

Tablean 1. 4 : Fractions massiques des acides saturés extraits par le DCM des lipides excternes et internes des

pollens de fléole des prés et de boulean.
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Les acides gras insaturés sont majoritairement répartis dans la fraction lipidique interne des pollens
(tigure V.10). La rupture des grains de pollen par la technique de broyage mécanique a favorisé une
libération importante des acides insaturés du contenu cytoplasmique. Les lipides internes des pollens

de bouleau contiennent une fraction massique de 1623+290 ng.mg "' plus importante que celle extraite

des pollens de fléole des prés (11881287 ng.mg™).
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Figure V. 10: Répartition des acides gras insaturés dans les lipides externes et internes des pollens (extraction par le
dichlorométhane).

Une faible fraction massique en acides linoléique (C18:2) et a-linolénique (C18:3) est extraite des
lipides externes des deux pollens. La répartition de ces deux acides dans la fraction lipidique interne
extractible n’est pas similaire pour les deux pollens. L’acide a-linolénique de masse importante de
11394274 ng.mg"' est majoritairement extrait des lipides internes du pollen de fléole des prés. Au
contraire, ceux du pollen de bouleau contiennent des masses importantes en acide linoléique (938£173
ng.mg") et en acide a-linolénique (685+117 ng.mg") (figure V.11). L’extraction en phase organique
des acides C18:2 et C18:3 du contenu cytoplasmique a été rapportée dans la littérature selon nos
connaissances uniquement pour les pollens de Brassica napus (Evans et al., 1991; Piffanelli et al., 1997).
Les tableaux V.5 regroupe 'ensemble des acides gras insaturés extraits par le solvant organique de la

fraction lipidique externe et interne des pollens.
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Figure V. 11: Répartition des acides linoléique et a-linolénique dans les lipides externes et internes des pollens

(exctraction DCM).
Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
. Lipides externes  Lipides internes Lipides totaux
(min) Formules brutes . ,
Pollen intact Pollen broyé

ACIDES GRAS INSATURES extraits du pollen de fléole des prés
Acide Linoléique 44,7 Cq15H3,0, 3+1 49 +13 52 +13
Acide a-Linolénique 45,0 C15H300, 52 +4 1139 +274 1191 +274
Masse totale 55 5 1188 +287 1242 +287
ACIDES GRAS INSATURES extraits du pollen de bouleau
Acide Linoléique 44,7 C13H3,0, 7 +1 938 +173 945 +174
Acide aLinolénique 45,0 C13H3,0, 12 +2 685 +117 697 +117
Masse totale 19 +3 1623 +290 1642 +291

Tablean 1. 5: Fractions massiques des acides insaturés extraits par le DCM des lipides externes et internes des
pollens de boulean.

5. Modification des lipides internes du pollen de fléole des prés par

’ozone

La modification de la fraction lipidique par les polluants atmosphériques est une forme d’altération du

pollen qui n’avait pas encore été décrite dans la littérature. La modification chimique des lipides

externes par une exposition zz vitro a 'ozone et au dioxyde d’azote a fait 'objet du chapitre IV. Nous

avons choisi par la suite d’utiliser les travaux de la rupture artificielle du pollen pour étudier 'effet des

polluants atmosphériques sur les espéces chimiques extraites de son contenu cytoplasmique. Ce type

d’altération chimique n’est pas connu a heure actuelle. Les polluants gazeux pourraient agir sur le

pollen entier ou sur ses granules cytoplasmiques et par conséquence induire une modification chimique
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des lipides internes. Pour comprendre ceci, nous avons choisi d’exposer les grains de pollen a 'ozone

apres leur rupture artificielle. Ces expériences ont été faites uniquement sur le pollen de fléole des prés.

Les intensités des pics ont été faiblement modifiées sur le chromatogramme du pollen ayant subi un
broyage préalable a I'ozonolyse (figure V.12). La similarité entre le profil lipidique de ce pollen et de
celui qui est seulement broyé montre que la fraction lipidique interne n’est pas modifiée par 'ozone si

I’exposition se fait sur les grains de pollen broyés.
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Figure V. 12: Comparaison du profil lipidigue extrait des pollens de fléole des prés broyés et excposés a l'ozone durant
16h apres leur broyage (chromatogrammes (GC-FID)).

Alcanes et alcools

Comme déja vu lors de I’étude de grains de pollen intacts, une exposition a 'ozone ne modifie pas les
fractions massiques des alcanes et des alcools (figure V.13). La valeur moyenne de masse extraite des
pollens broyés et de ceux qui sont broyés puis exposés a la pollution est de 18931136 ng.mg"' pour
les alcanes et de 61£7 ng.mg™ pour les alcools. Les fractions massiques des alcanes et alcools extraites

du pollen selon les traitements subis sont représentées dans le tableau V.6.
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Figure V. 13: Représentation des fractions massiques des alcanes et des alcools extraits par le DCM du pollen de
[fléoles des prés selon le traitement subi.

Tr GC/FID Masse (ng.mg'1 de pollen)
Pollen broyé
(min) Pollen intact  [O;]=100 ppb Pollen broyé otlen broye
suivi [O;]= 150 ppb

ALCANES
Heptadécane 32,6 5+1 5+1 3 +1 1+1
Nonadécane 37.8 3+1 5+1 3+1 4 +1
Hénéicosane 42,5 914 11 1 4 +1 7 +1
Docosane 44,8 5+1 4 +1 4 +1 4 +1
Tricosane 46,8 78 +9 72 +1 74 +8 67 +7
Tétracosane 48,9 19 +3 17 +3 55 +6 62 +13
Pentacosane 50,8 338 +21 336 +9 339 +7 334 +2
Hexacosane 52,7 38 +4 33 £5 48 +7 36 +7
Heptacosane 54,6 656 +3 649 +19 673 +54 679 +21
Octacosane 56,3 28 +3 26 +3 30 +4 33 +5
Nonacosane 58,3 317 +21 322 +34 339 +32 335 +12
Triacontane 59,64 21 +2 19 £2 17 +4 16 +2
Hentriacontane 61,23 311 +22 309 +14 309 +10 310 +9

Masse totale 1828 +105 1808 +94 1897 +136 1888 +82
ALCOOLS
Hexadécanol 39,4 12 +1 13 1 26 +3 25 +2
Octadécanol 43,8 6 1 6 1 24 +3 26 £2
Docosanol 51,8 8 +1 9 +2 10 +1 11 #1
Masse totale 26 +3 28 +4 60 +7 62 +5

Tablean V. 6: Concentrations massiques des alcanes et des alcools extraits par le DCN du pollen de fléole des prés
selon le traitement subi.
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Alcénes

La comparaison de la décroissance des alcenes du pollen intact et broyé sous 'effet de 'exposition a
lozone est représentée sur la figure V.14. Lors de I’étude du pollen de fléole des prés broyé nous avons
démontré que la famille des alcenes n’est pas présente dans sa fraction lipidique interne. La diminution
de la masse totale des alcénes lors de 'ozonolyse est plus importante lorsque le pollen est sous la forme
intacte plutdt que sous la forme broyée. La décroissance de la fraction massique totale des alcénes
d’une valeur de 535+118 ng.mg" dans le pollen exposé a 'ozone est diie 2 'ozonolyse des molécules
de la fraction lipidique externe (tableau V.7). Au contraire, les alcenes extraits des pollens broyés sont

plus faiblement consommeés par 'ozone.

Cette plus faible réactivité des alcenes apres le broyage est difficile a expliquer. L’hypothése que nous
formulons est que les lipides sont présents en surface du pollen sous forme de gouttelettes
microscopiques. Ces gouttelettes seraient recouvertes de débris issus du broyage du pollen et seraient
donc moins réactives lors de 'ozonolyse (ces gouttelettes de lipides pourraient présenter un caractere

adhésif) (Lin et al., 2013; Zinkl et al., 1999). Cette hypothése est purement spéculative.
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Figure V7. 14: 1V ariation de la fraction massique totale des alcenes sous ['effet d’une exposition in vitro a 'ogone du
pollen de fléole des prés intact et broye.
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Tr GC/FID Masse (ng.mg™ de pollen)
(min) Pollen intact [O5]=100 ppb Pollen broyé Pollen broyé
suivi [O;]= 150 ppb
ALCENES
Decéne 27,5 5+1 31 4 +1 31
Pentacoséne 50,4 41 =6 23 +3 46 +5 42 +5
Heptacoséne 54,2 464 +47 280 24 526 +81 451 £39
Octacoséne 56,2 58 +8 43 +3 53 +13 50 +5
Nonacoséne 57,3 297 +18 193 +11 351 +65 295 +23
Triaconténe 59,0 39 +7 33 +2 40 +8 36 +4
Hentriaconténe 60,9 541 +31 335 +18 585 +72 507 +30
Masse totale 1445 +118 910 +62 1605 +245 1384 +107

Tablean V. 7: Concentration massique des différents alcénes extraits par le dichlorométhane du pollen de fléole des
prés selon les différents traitements subis.

Acides gras saturés

[’augmentation des acides gras saturés d’une masse de 322+64 ng.mg™' dans le pollen exposé a I'ozone

est induite par 'ozonolyse des alcenes présents parmi les lipides externes du pollen intact. Une

diminution remarquable de leur fraction massique totale est observée lorsque le pollen est broyé puis

exposé a 'ozone (figure V.15). Vu l'absence de réactivité des alcenes lorsque le pollen a subi ce

broyage, on ne devait pas observer une modification des acides gras saturés. Nous avons suspecté une

difficulté a extraire ’acide hexadécanoique des lipides du pollen broyé et pollué ce qui a induit la

diminution de la masse totale des acides dans ce pollen (tableau V.8). La masse de l'acide

hexadécanoique de 487148 ng.mg™ extrait du pollen broyé et pollué est plus faible que celle de 686+85

ng.mg" extraite du pollen broyé.
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Figure V. 15: Variation de la fraction massique totale des acides gras saturés sous leffet d’une excposition in vitro a
Lozone du pollen de fléole des prés intact et broye.

Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Pollen intact [O5]= 100 ppb Pollen broyé Pollen broyé
suivi [Oz]= 150 ppb
ACIDES GRAS SATURES
Acide Pentanoique 9,9 141 1+1 2 1 2 +1
Acide Hexanoique 13,0 6 +1 8 +1 11 +2 6 +1
Acide Heptanoique 16,3 3+l 21 +3 4 +1 6+1
Acide Octanoique 19,7 3+ 5 +1 12 +2 10 +1
Acide Nonanoique 22,8 4+ 31 +4 6 1 10 +1
Acide Décanoique 25,2 141 2 +1 1+1 2 +1
Acide Undécanoique 29,1 2 1 6 +1 2 +1 9 +1
Acide Dodécanoique 31,5 2+ 2 +1 5 +1 3+l
Acide Tetradécanoique 36,5 10 +1 10 +1 35 +11 21 +2
Acide Pentadécanoique 38,9 1+1 1+1 31 2 +1
Acide Hexadécanoique 41,4 160 13 185 £16 686 £85 487 +48
Acide Heptadécanoique 43,6 31 5+l 91 7 +1
Acide Octadécanoique 45,7 159 16 268 +1 367 +52 239 +44
Acide Nonadécanoique 47,7 5+1 8 £1 11 +1 10 +1
Acide Eicosanoique 49,8 41 11 77 £9 82 +6 56 +6
Acide Hénéicosanoique 51,7 8 1 11 +1 81 8 +1
Acide Docosanoique 53,5 16 +1 63 9 149 +25 100 +15
Acide Tétracosanoique 57,0 5 1 28 +7 31 6 +1
Acide Octacosanoique 64,3 4+1 24 +4 3 +1 5+1
Masse totale 434 +46 756 +64 1399 +195 989 +129

Tablean V. 8: Concentration massique des acides gras saturés extraits par le DCM des pollens de fléole des prés selon
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Aldéhydes

La figure V.16 montre une augmentation importante de la concentration massique totale des aldéhydes

lorsque le pollen intact est exposé a 'ozone. L’absence de réactivité des alcénes avec 'ozone dans le

pollen broyé ensuite ozonolysé est confirmée ici par la non-modification des aldéhydes. La masse

totale des aldéhydes extraits des trois pollens intact, broyé et broyé préalablement a la pollution est

assez similaire (tableau V.9).
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Figure V. 16: VVariation de la fraction massique totale des aldéhydes sous 'effet d’une exposition in vitro a l'ozone du
pollen de fléole des prés intact et broye.

Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
Pollen broyé
(min) Pollen intact [O5]= 100 ppb Pollen broyé .
suivi [O3]= 150 ppb

Aldéhydes

Nonanal 10,1 1+1 51 +6 1+1 +1
Octadécanal 40,8 3+1 41 £10 3+1 +3
Eicosanal 45,3 5+1 30 +4 -- --
Hénéicosanal 47,5 5 +1 9 +1 5 +1 2 +1
Docosanal 49,6 10 #1 103 13 9 +1 8 +1
Tétracosanal 53,4 9 +1 35 +4 9 +1 13 +1
Masse totale 34 +6 269 +38 28 +5 35 +7

Tablean V. 9: Concentration massique des aldéhydes extraits par le DCN du pollen de fléole des prés selon les
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6. Discussion et conclusion

La libération ou la diffusion des allergénes et des lipides présents dans ou sur les grains de pollen est
nécessaire pour que se déclenche une réaction chez les individus sensibilisés. Le vieillissement
atmosphérique du pollen peut induire sa rupture et la dispersion de son contenu cytoplasmique qui en
résulte est une problématique importante pour 'asthme allergique. Lorsque le pollen entre en contact
avec la muqueuse nasale, les allergenes ainsi que les lipides diffusent dans le mucus épithélial ou ils
deviennent disponibles pour le systéme immunitaire (Bashir et al., 2013a; Behrendt et al., 2001a; Plotz
et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002). Le contact du pollen avec la phase aqueuse de nos
muqueuses est peu détaillé dans la littérature. Le contenu cytoplasmique du pollen allergisant peut
contenir des especes chimiques différentes que celle identifiées dans sa fraction lipidique externe,
celles-ci pourraient aggraver sa réaction allergique lorsqu’il est sous forme cassée dans 'atmosphere
plutot qu’intacte. Aucun travail n’avait été réalisé permettant de mettre en évidence I'identification de
la composition chimique interne des grains de pollen allergisants. Dans ce chapitre, nous avons exposé
une étude d’identification et de quantification des lipides internes des pollens ainsi que des travaux
préliminaires sur la modification des espéces chimiques internes du pollen de fléole des prés par

Pozone.

Dans la littérature, les différents mécanismes de rupture du pollen dans 'atmosphere peuvent induire
la libération de son contenu cytoplasmique vers le milieu extérieur. LLe mécanisme principal de rupture
du pollen dans atmosphere et la dispersion de son contenu cytoplasmique impliquent la présence
d’eau. L’ensemble des processus de vieillissement atmosphérique peut fragiliser la structure du grain
de pollen et entralner sa rupture (Motta et al., 2006). La pollution atmosphérique pourrait étre un
facteur adjuvant de la rupture du pollen dans 'atmosphere soit aprés son contact avec une phase
aqueuse soit apres un choc mécanique. La dispersion de son contenu cytoplasmique qui en résulte est
une problématique importante pour I'asthme allergique. Cette modification induit non seulement la
libération des allergenes qui sont majoritairement stockés dans le cytoplasme (Grote, 1999) mais
également la libération des granules cytoplasmiques ayant une taille compris entre 0,5 a 4,5 um contre
15 a2 50 pm en moyenne pour la plupart des grains de pollen allergisants (Schippi et al., 1997). Les
granules cytoplasmiques présentent un potentiel allergisant doublement dangereux (taille
micrométrique) pour la santé humaine d’ou I'importance d’identifier leurs especes chimiques internes

qui pourraient aggraver leur potentiel allergisant.
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1l s’agit ici d’une premicre étude d’identification de la composition chimique interne des pollens
allergisants. Les images microscopiques des pollens de fléole des prés ayant subi une rupture artificielle
montrent que leur contenu cytoplasmique est fortement déversé a extérieur. Le broyage mécanique
favorise donc l'accessibilité de la fraction lipidique totale du pollen. Cette technique a déja été utilisée
dans la littérature pour étudier la composition chimique interne du pollen de Brassica napus (Evans et
al., 1991). Les masses des lipides externes ont été obtenues par extraction du pollen intact avec du
dichlorométhane. Les lipides internes ont été obtenus par extraction de pollens ayant subi au préalable

une rupture mécanique artificielle.

L’analyse des extraits organiques des pollens broyés (lipides internes et externes) montre que le pollen
de bouleau contient plus de composés organiques extractibles que le pollen de fléole des prés. La
répartition de ces composés dans le revétement pollinique et dans le contenu cytoplasmique n’est pas
similaire pour les deux pollens. La masse totale des lipides extractibles du pollen de bouleau est répartie
pour moitié entre sa fraction lipidique externe et interne alors que la majorité des espéces organiques
du pollen de fléole des prés est extraite apres le lavage du pollen intact par le solvant organique.
Contrairement aux pollens de fléole des prés, les lipides internes du pollen de bouleau contiennent des

masses plus importantes en alcenes, alcools et alcanes.

Le broyage mécanique a favorisé une libération importante des acides gras saturés contenus a
lintérieur des pollens de fléole des prés et de bouleau. Parmi les acides gras saturés internes, I'acide
hexadécanoique (C16:0) présente le pourcentage d’extraction le plus important. Plusieurs auteurs ont
travaillé sur 'identification de la composition chimique interne de pollens (Evans et al., 1992, 1991;
Piffanelli et al.,, 1997; Piffanelli and Murphy, 1998). Ces recherches ont montré des différences
significatives entre la composition d'acides gras saturés et insaturés extraits des lipides externes et
internes du pollen Brassica napus. 1acide hexadécanoique est majoritairement extrait de ses lipides
internes (Piffanelli et al., 1997). En effet il a été montré que cet acide régule 2 vitro la libération des
cytokines des lymphocytes périphériques humains (Karsten et al., 1994; Lernhardt, 1990). La richesse
du contenu cytoplasmique des pollens de fléole des prés et de bouleau en acide C16:0 pourrait étre
considérée comme une nouvelle hypothése dans la littérature pour expliquer 'augmentation de leur
pouvoir allergisant lorsqu’ils sont rompus dans 'environnement (Bashir et al., 2013a). Nous supposons
que les granules cytoplasmiques des pollens de fléole des prés et de bouleau peuvent libérer des masses

importantes d’acide hexadécanoique lorsqu’ils sont en contact avec les muqueuses respiratoires et par
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conséquence induire 'augmentation de 'inflammation des voies aériennes (Bashir et al., 2013a; Traidl-

Hoffmann et al., 2003).

La rupture artificielle des grains de pollen a favorisé une libération importante des acides gras insaturés
présents dans leur contenu cytoplasmique. La répartition de ces acides dans les fractions lipidiques
externes et internes n’est pas similaire pour les deux pollens étudiés. Les acides a-linolénique et
linoléique sont majoritairement extraits des lipides internes du pollen de bouleau par contre seul I'acide
a-linolénique est plus extrait du contenu cytoplasmique du pollen de fléole des prés. Selon notre
connaissance, I'identification des acides insaturés extraits en phase organique des lipides internes n’a
été réalisée que pour les pollens de Brassica napus (Evans et al., 1992, 1991; Piffanelli and Murphy, 1998,
1998). Les études s’'intéressent plutét a 'identification de la composition chimique des lipides externes
du pollen (Abed El Azim, 2015; Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Naas et al., 2016; Zhu et
al., 2018). Les roles des acides a-linolénique et linoléique dans la réaction allergique sont de plus en
plus détaillés dans la littérature scientifique. Les dérivés de ces acides stimulent et attirent les cellules
du systéme immunitaire inné ceci pourrait donc contribuer a une augmentation ou un maintien de la
réaction inflammatoire allergique (Gilles et al., 2009; Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2005,
2002). Ces acides pourraient étre facilement libérées en contact avec la phase aqueuse de nos
mugqueuses des grains de pollen cassé ou rompus plutot des grains de pollen intact. Cette hypothese

confere un role particulier pour la réaction allergique des grains de pollens ayant subi une rupture.

La fraction organique extractible du pollen est répartie dans : (i) les lipides externes du revétement
pollinique, (ii) les lipides internes membranaires des vésicules intracellulaires et (iii) les lipides internes
contenus dans les corps de stockage des lipides (Cf. partie 2 du chapitre I). Dans cette é¢tude nous
avons extraits des domaines intracellulaires des pollens des masses importantes en acides gras saturés
en particulier 'acide hexadécanoique (C16:0) et en acides gras insaturés o-linolénique (C18:3) et
linoléique (C18:2). Les lipides internes membranaires et de stockage du pollen de Brassica napus
contiennent des niveaux élevées en acides C16:0 et C18:3 (Evans et al., 1991). Le broyage mécanique
des grains de pollen de fléole des prés et de bouleau favorise la libération de leurs vésicules
membranaires intracellulaires et aussi de leurs corps de stockage. Cette libération facilite donc

Pextraction importante des acides C16:0, C18:2 et C18:3 présents dans leur contenu cytoplasmique.

Les acides insaturés (x-linolénique et linoléique) peuvent se retrouver sur les granules mais également

dans le pollen cassé. Il s’agit d’une nouvelle approche dans la recherche qui pourrait expliquer
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Paggravation de symptomes allergiques des pollens allergisants lorsque ceux-ci sont rompus ou cassés
dans 'atmosphere. Concernant I'identification de la fraction lipidique interne nos travaux doivent étre
étendus sur autres types de pollens allergisants afin de vérifier s’ils sont porteurs de lipides adjuvants.
11 serait intéressant de broyer les grains de pollen pour pouvoir libérer leur granule cytoplasmique et
ensuite les extraire avec une solution aqueuse (par exemple par le fluide nasal) en présence ou non
d’une agitation douce. Ces travaux permettraient de vérifier si les lipides sont extraits des granules
cytoplasmiques ou du pollen cassé lorsque ceux-ci sont en contact avec la phase aqueuse de nos

muqueuses.
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Conclusion

Le transport aérien du pollen, particule porteuse du matériel génétique, est nécessaire pour la
reproduction des végétaux. Les effets de la dispersion des grains de pollen anémophiles sur la santé
des sujets allergiques et asthmatiques sont une question majeure de santé publique. Le pollen en
suspension dans l'air ne fonctionne pas seulement comme un transporteur d’allergenes, mais plutot
comme un vecteur des médiateurs lipidiques bioactifs. Ceci rend le grain de pollen doublement
dangereux a la santé des sujets allergiques. La fraction lipidique externe et interne du pollen est localisée
respectivement dans son revétement pollinique et dans son contenu cytoplasmique. Etant donné que
les lipides sont des acteurs essentiels dans de nombreuses facettes de la réponse immunitaire, il est
concevable que le pollen forme une source de molécules immunostimulantes pouvant jouer un role
potentiel dans la régulation immunitaire et le controle des réponses allergiques. La recherche des effets

du pollen sur la santé humaine doit prendre en compte la composition de son profil lipidique.

Ces dernicres décennies, la compréhension des effets du vieillissement atmosphérique du pollen sur
I'augmentation des réactions allergiques et asthmatiques a recu beaucoup d’attention pour répondre a
la question : « A quel point la pollution transforme le pollen et le rend plus allergisant ? ». En effet,
les pollens exposés a une pollution expérimentale dans des conditions controlées ainsi que les pollens
récoltés des zones polluées ont clairement montré plusieurs modifications. La pollution
atmosphérique a des effets directs sur les propriétés biologiques, physiques et chimique du pollen. Les
principaux polluants atmosphériques urbains, 'ozone et le dioxyde d’azote, peuvent réduire le pouvoir
de germination et la viabilité du pollen. Les protéines, et en particulier les allergenes, sont également
modifiées suite a une exposition directe a ces gaz. I’exposition a ces polluants peut rendre plus facile
la rupture du pollen et la libération de son contenu cytoplasmique. La modification chimique du pollen
et en particulier de sa fraction lipidique externe par I'ozone et le dioxyde d’azote n’est pas encore
documentée dans la littérature. La connaissance de la modification des lipides des pollens allergisants
est cruciale afin de comprendre les impacts potentiels de cette altération sur la santé des sujets

allergiques.

Nos recherches ont été effectuées sur deux pollens de pertinence allergologique particuliere sur le
territoire frangais : la fléole des prés et le bouleau. Dans ce travail nous avons apporté des nouvelles
approches comblant des manques dans la littérature, a savoir : (i) la comparaison des profils lipidiques
extraits des pollens récoltés a plusieurs endroits et a des dates distinctes, (ii) 'étude de la fraction
lipidique extractibles en phase organique et en particulier sa quantification, (iii) la compréhension du

pouvoir d’extraction de la fraction lipidique par une phase aqueuse, (iv) la modification de la fraction
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lipidique externe par 'exposition 7z vitro aux polluants atmosphériques et (v) I’étude d’identification et
de quantification des lipides internes des pollens extraits en phase organique. Les analyses des extraits
organiques des pollens en GC-MS/FID nous ont permis de réaliser respectivement des études
d’identification et de quantification des lipides extraits en phase organique et aqueuse des pollens selon

les différents traitements subis : intact, pollué et broyé.

La comparaison des extraits organiques des pollens de fléole des prés récoltés a plusieurs endroits et
a des différentes dates montre que leurs profils lipidiques posseédent des especes chimiques similaires
mais a des concentrations massiques différentes. Ces différences peuvent étre expliquées par le fait
que la synthese de la fraction lipidique differe d’un spécimen a un autre et pourra étre influencée par

les facteurs climatiques et atmosphériques.

L’un des principaux apports de nos recherches est I'identification et la quantification des especes
chimiques extraites de la fraction lipidique externe des pollens allergisants. Les travaux de
quantification des lipides ne sont pas disponibles dans la littérature, seules sont fournies les aires
chromatographiques relatives. Les mémes familles de composés chimiques sont extraites en phase
organique des pollens de fléole des prés et de bouleau mais a des concentrations massiques différentes.
La fraction lipidique externe est riche en alcanes et en alcénes pour le pollen de fléole des prés et en
alcenes et en alcools pour le pollen de bouleau. Cette différence de répartition lipidique pourrait
influencer le potentiel allergisant de chaque pollen et par conséquent la réponse immunitaire
correspondante. Le potentiel inflammatoire des acides gras saturés a longue chaine identifiés dans les
lipides externes de ces deux pollens pourrait ¢tre un facteur dans I'inflammation des voies aériennes
etla sensibilisation immunitaire allergique aux pollens. La masse totale des lipides extraits d’un gramme
de pollen a été déterminée pour la premiere fois a notre connaissance pour des pollens allergisants : le
pollen de bouleau contient une masse plus importante en lipides extractibles (27+1 mg) que le pollen
de fléole des prés (21£1 mg). Seule une fraction des lipides totaux a été identifiée dans ce travail
(18 % pour le pollen de la fléole des prés et 13 % pour le pollen de bouleau). La fraction lipidique
restante non identifiée durant ce travail peut étre dae a la présence de certains composés qui sont
extraits par le solvant organique mais qui n’ont pas été élués ou identifiés comme par exemple des
suctes ou des acides aminés qui se trouvent dans le revétement pollinique. Des travaux
supplémentaires devront étre effectués afin d’identifier la composition chimique restante de la fraction
lipidique externe. La différence de quantité des lipides observée entre les deux pollens pourrait étre un

facteur supplémentaire pour expliquer leurs pouvoirs allergisants différents.
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Concernant Pextraction des pollens en phase aqueuse, nos résultats nous ont permis de montrer
qu’une agitation douce est au moins nécessaire pour extraire la fraction lipidique des pollens, il s’agit
d’un fait particulierement remarquable. Le solvant organique a favorisé une extraction de la fraction
lipidique externe, par contre, 'agitation mécanique au moment de I’extraction aqueuse a favorisé la
libération de la fraction lipidique interne induite par le déversement du contenu cytoplasmique du
grain de pollen cassé. Ces résultats sont en contradiction avec certains travaux de la littérature
concernant ’extraction des pollens par le PBS. Cette contradiction peut étre reliée (1) aux différentes
¢tapes expérimentales de ce type d’extraction et (i) a I’état de fraicheur du pollen qui pourrait rendre
le pollen plus extractible en phase aqueuse (notamment en favorisant sa rupture). Les extraits aqueux
du pollen de fléole des prés contiennent une masse importante d’acide a-linolénique et une tres faible
masse d’acide linoléique. Les extraits aqueux de pollen de bouleau sont quant a eux riches en ces deux
acides insaturés. Concernant les effets sanitaires, ces acides ont un role adjuvant dans les phases
d’induction des réactions allergiques. Toutefois, le mécanisme de la libération de la fraction lipidique
en contact de la phase aqueuse de nos muqueuses est peu détaillé a I’heure actuelle. Afin de
comprendre le mécanisme de contact pollen-muqueuse, des travaux supplémentaires sur 'extraction
des lipides par le fluide nasal seraient a prévoir. Une étude par imagerie microscopique des pollens
immergés dans ce fluide pourrait servir également pour comprendre si les grains de pollen peuvent

étre rompus en contact avec nos muqueuses sous I'effet d’'un choc osmotique.

Pour expliquer 'augmentation de la prévalence de I'allergie il faut non seulement s’intéresser a I’étude
de la modification des allergénes du pollen par la pollution atmosphérique mais également se
renseigner sur la modification de sa composition chimique pouvant jouer un réle adjuvant aux
réactions allergiques. Le second apport de nos recherches est ’étude de la modification de la fraction
lipidique des pollens par une exposition 7 vitro aux polluants gazeux. Les pollens ont été pollués
expérimentalement avec des doses de l'ordre de 100 ppb d’ozone et de dioxyde d’azote pendant 16h.
L’exposition des pollens aux deux polluants a induit une diminution des alcénes. La consommation
de ces composés extraits des lipides externes du pollen par une exposition 7z vitro a I'ozone est
expliquée par la réactivité des molécules d’ozone avec leur double liaison. La réaction d’ozonolyse des
alcenes contribue a la production des acides gras saturés et des aldéhydes. Les modifications chimiques
des pollens sont plus importantes par une exposition a 'ozone uniquement que plutdt aux deux
polluants ensemble. Pour expliquer ces résultats nous supposons que les molécules de dioxyde d’azote

peuvent s’adsorber sur la paroi pollinique externe et par conséquent empécher la réactivité de I'ozone
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avec les alcénes localisés dans la fraction lipidique externe. Ces résultats montrent que les effets de
plusieurs polluants gazeux sur P'altération de la composition chimique de la paroi pollinique externe
est une étude tres complexe. Les effets adjuvants ou inhibiteurs des polluants gazeux sur la
modification chimique du pollen dans l'atmosphere sont peu connus et complexe a étudier
expérimentalement. Au contraire les lipides extractibles en phase aqueuse des pollens de fléole des
prés et de bouleau n’ont pas présenté une modification chimique par I'ozone. Les quantités des especes
chimiques extraites par le PBS sont faibles et ceci a rendu difficile les identifications. Concernant la
quantité de protéines totale extraites des pollens de fléole des prés pollués a 100 ppb d’ozone, elle n’a
pas présenté une modification par cette exposition et ceci a été déja montrée dans la littérature. La
présence importante de doubles liaisons dans la fraction lipidique a également un role d’antioxydant
propre a protéger le contenu cytoplasmique qui est le plus sensible du pollen contre les agressions

induites par le vieillissement atmosphérique.

Les expérimentations sur linfluence du pollen par la pollution atmosphérique sur le systeme
immunitaire doivent prendre en compte non seulement les modifications de ses allergénes mais
également celles de sa fraction lipidique. Il est donc important de continuer a développer nos travaux
sur les effets potentiels sur I'allergie et la réaction inflammatoire des lipides modifiés par les polluants

azeux et en particulier les acides gras saturés générés par la réaction d’ozonolyse.
g g g Y

La rupture artificielle des grains de pollen nous a permis de montrer que la répartition des acides gras
insaturés dans les fractions lipidiques internes n’est pas similaire pour les deux pollens étudiés. Les
acides a-linolénique et linoléique sont majoritairement extraits des lipides internes du pollen de
bouleau par contre seul I'acide a-linolénique est extrait du contenu cytoplasmique du pollen de fléole
des prés. Nos travaux doivent étre étendus sur autres types de pollens allergisants afin de vérifier s’ils
sont porteurs de lipides adjuvants. Il serait intéressant de broyer les grains de pollen pour pouvoir
libérer leurs granules cytoplasmiques et ensuite les extraire avec une solution aqueuse (par exemple
par le fluide nasal) en présence ou non d’une agitation douce. Ces travaux permettraient de vérifier si
les lipides sont extraits des granules cytoplasmiques lorsqu’ils sont en contact avec la phase aqueuse

de nos muqueuses.

En effet des phénomenes atmosphériques peuvent induire la rupture mécanique des grains de pollen
et par conséquent la présence du pollen cassé ou des granules cytoplasmiques dans la fraction fine de
'aérosol. En effet le vent avec une vitesse de quelques metres par seconde, pourrait induire la rupture

de quelques grains de pollen. Par ailleurs le choc d’un grain sur une surface rigide (sur une voiture, sur
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un sol bétonné ou goudronné) pourrait engendrer sa cassure. Enfin écrasement des grains de pollen
par les pieds ou par les roues pourrait conduire également leur modification physique et le déversement
de leur contenu cytoplasmique. Le pollen renferme dans son contenu cytoplasmique des médiateurs
lipidiques qui peuvent interagir dans la réaction allergique comme adjuvants. Apres la cassure des
grains de pollen, ces lipides peuvent se retrouver sur les granules cytoplasmiques mais également dans
le pollen cassé. Nous avons trouvé que le contenu cytoplasmique des pollens de fléole des prés et de
bouleau contiennent des masses importantes des médiateurs lipidiques (a-linolénique et linoléique).
Au moment de I'inhalation des pollens ces acides sont libérés dans la phase aqueuse de nos muqueuses
ce qui pourrait par conséquence induire une augmentation de la réaction inflammatoire allergique des
granules cytoplasmiques ou des pollens cassés. La rupture des grains de pollens est importante pour
la dispersion des allergenes dans la fraction respirable de I’aérosol atmosphérique mais par ces travaux,
nous montrons que la rupture du grain permet également une biodisponibilité facilitée de lipides
adjuvants a la réaction allergique. Il me semble important de ne pas se limiter uniquement a Ieffet
sanitaire des pollens intacts, mais d’avoir une vue compléte sur la composition des adjuvants de la

réaction allergique libérés des grains de pollen ayant subi une cassure dans 'atmosphere.

203

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

© 2018 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr

© 2018 Tous droits réservés.



Thése de Jinane Farah, Université de Lille, 2018

Résumé

La fraction lipidique pollinique a un effet adjuvant sur la réaction allergique et elle est impliquée dans
les processus de germination. I’altération de cette fraction par les polluants atmosphériques est peu
documentée dans la littérature bien que des effets déléteéres soient possibles sur la santé des sujets

allergiques.

Notre travail a été effectué sur deux pollens parmi les plus allergisants : la fléole des prés (phleum
pratense) et le bouleau (betula pendula). 1a fraction lipidique des pollens intacts a été identifiée et
quantifiée par chromatographie en phase gazeuse équipée d’un détecteur a ionisation de flamme ou
couplée a la spectrométrie de masse. Les principales familles chimiques identifiées sont les suivantes :
alcanes, alcools, alcenes, acides gras saturés et insaturés, aldéhydes et stérols. Une exposition 7 vitro
des pollens a 'ozone a mis en évidence une réactivité des alcenes et une production d’acides gras
saturés et d’aldéhydes. Le dioxyde d’azote a montré quant a lui un role protecteur vis-a-vis de la
réactivité de I'ozone. La biodisponibilité des lipides des pollens intacts semble faible comme I'ont
montré les extractions du pollen en milieu aqueux sans agitation. Par ailleurs, nos résultats semblent
donner un nouveau role a la rupture des pollens dans 'atmosphere. En effet, nous avons observé une
extraction facilitée des lipides pour les pollens broyés et notamment d’espéces immunostimulantes
telles que les acides linoléique et a-linolénique. Le réle d’adjuvants a la réaction allergique de ces lipides

extraits du pollen cassé ou pollué devra étre précisé dans une étude ultérieure.
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Abstract

The pollen lipidic fraction has an adjuvant effect on the allergic reaction and it is involved in
germination processes. The alteration of pollen lipids by atmospheric pollutants is poorly documented

in the literature although negative health effects are suspected.

Our work was carried out on two highly allergenic pollens: timothy grass (phlenm pratense) and birch
tree (betula pendula). The lipid fraction of intact pollen was identified and quantified by gas
chromatography equipped with a flame ionization detector or coupled to mass spectrometry. The
main chemical families identified are: alkanes, alcohols, alkenes, saturated and unsaturated fatty acids,
aldehydes and sterols. Iz vitro exposure of pollen to ozone has exhibited the reactivity of alkenes and
the production of saturated fatty acids and aldehydes. Nitrogen dioxide has shown a protective role
toward the reactivity of ozone. Furthermore, the bioavailability of lipids from intact pollen appears to
be low as shown by pollen extractions with aqueous solvent without agitation. Moreover, our results
give a new role to the rupture of pollen in the atmosphere. In fact, we observed a facilitated extraction
of lipids for crushed pollen and in particular the release of immunostimulatory species such as linoleic
and a-linolenic acids. The adjuvancy effects of the lipids extracted from broken or polluted pollen

grains to the allergic reaction should be unraveled in a future work.
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