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GLOSSAIRE

Les sources du glossaire sont : le Grand dictionnaire terminologique de 'Office québécois de la langue
francgaise, le dictionnaire Antidote, et I'article « Recommended Terminology for Aerobiological Studies »
(Galan et al., 2017).

Aérobiologie
Science des organismes biologiques dans 'air, de leur origine, de leur transport et de leur déposition, et de
leur impact sur les étres humains, les animaux ou les plantes.

Aéropalynologie
Partie de I'aérobiologie qui étudie plus précisément les grains de pollen.

Allergologie
Branche de la médecine qui s’intéresse aux allergies.

Allergie
Réaction anormale et exagérée du systeme immunitaire consécutive a un contact avec une substance

étrangere (antigene).

Allergisant, allergénique
Capacité que possede une substance de provoquer une réaction allergique.

Allergénicité
Propriété spécifique des allergenes ou des antigenes de susciter la formation d'anticorps.

Allergene
Protéine responsable d’une réaction allergique a laquelle un sujet porteur d’un terrain allergique peut se
sensibiliser. Un allergene est un antigéne reconnu par des anticorps particuliers, les immunoglobulines E

(IgE).

Bioaérosols
Particules aéroportées constituées d’organismes vivants ou provenant d’organismes vivants. Ce terme

englobe les pollens, les spores de champignons ou encore les débris d’origine végétale ou animale.

Calendrier pollinique
Représentation graphique des caractéristiques annuelles des principaux pollens en suspension dans l'air
enregistrées a un endroit donné (une moyenne sur un minimum de 5 ans est généralement recommandée).

Concentration atmosphérique en pollen (grains de pollen/m’ ou GP/m?)

Nombre de grains de pollen en suspension dans l'air par unité de volume d'air. La durée moyenne des
concentrations peut varier, par exemple les périodes couramment utilisées sont d'un jour ou de deux
heures (concentrations journaliéres et bihoraires). La période de calcul de la moyenne n'est pas reflétée
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dans I'unité, qui reste toujours la quantité par volume, mais doit étre mentionnée par rapport aux valeurs

fournies.

Concentration d'allergeénes
Quantité d'allergénes par unité de volume d'air exprimée en nanogrammes/m’ ou en picogrammes/m”.

Emission de pollen (Pollen/heure/m?)
C’est I’émission de pollen par heure et par zone. En fonction de I'utilisation et de la cible, les émissions de
pollen sont patfois exprimées dans d'autres unités, telles que par plante ou par tonne de biomasse.

Flux pollinique
Nombre de grains que capte une surface par unité de temps ; il est exprimé par unité de volume d’air et
par unité de temps.

Grain de pollen (GP)
Gamétophyte male de plantes a graines (angiospermes ou gymnospermes). Le pollen (singulier et pluriel)

concerne un nombre quelconque de grains de pollen.

Plante angiosperme
Plante a fleurs du groupe des angiospermes, une sous-division du regne végétal, dont l'ovule est

complétement enveloppé dans un ovaire fermé.

Plante gymnosperme
Plante a graines du groupe des gymnospermes, une sous-division du regne végétal, dont ovule est a nu

non enveloppé dans un ovaire (contrairement aux angiospermes).

Production de pollen
Quantité de pollen produite par anthére dans les angiospermes ou par microsporange dans les
gymnospermes. La production de pollen est parfois exprimée par fleur ou par inflorescence chez les

angiospermes ou par cone male chez les gymnospermes.

Pollinisation
Emission, puis transport du pollen depuis les antheres jusqu'a son dépot sur la partie réceptive de la fleur
femelle (chez les angiospermes, la surface du stigmate ; chez les gymnospermes, la pointe de l'ovule).

Pollinose

Ensemble des manifestations allergiques survenant lors du contact du pollen avec les muqueuses (nasale,
conjonctivale, bronchique) sensibilisées.

Pluie pollinique

Nombre de grains de pollen déposés par unité de surface horizontale pendant I'unité de temps considérée.
Phénologie

Etude de I'influence du climat sur I'occurrence d’un phénoméne végétal saisonnier comme la feuillaison,

la floraison, la pollinisation, la fructification...
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Potentiel allergisant (pollen allergy potency)
Le potentiel allergisant d'une espece végétale est la capacité de son pollen a provoquer une allergie pour
une partie non négligeable de la population.

Réaction allergique

Une réaction allergique survient chez le sujet sensibilisé lorsque le corps répond a la présence d’un
allergéne (provenant par exemple des acariens, du pollen ou d’un aliment). Le systtme immunitaire
commence a produire des anticorps pour tenter de protéger I'organisme. I ’anticorps produit est appelé
immunoglobuline E (IgE). Quand le corps entre en contact avec un allergene qu’il reconnait, 'IgE se lie
a lui. Ceci entraine une libération de lhistamine et d’autres substances par les cellules du systeme
immunitaire, et en conséquence une inflaimmation et d’autres symptomes (rhinite, conjonctivite,
dermatite...).

Risque allergique d’exposition au pollen (RAEP)

Capacité d'un grain de pollen, seul ou associé a d'autres facteurs tels que la pollution de l'air, a avoir un
impact sur la santé. Le risque d’allergie dépend de nombreux facteurs : la concentration atmosphérique en
pollen, la production de pollen par plante, la date de la saison, les conditions météorologiques et les
polluants de ’environnement. L’échelle de risque est de 0 a 5 selon le RNSA.

Sensibilisation allergique

C’est le fait de développer une réponse immunologique inadaptée vis-a-vis de certains antigenes, menant
parfois en cas de réexposition a des manifestations cliniques de type allergique. La sensibilisation ne
survient par définition que vis-a-vis de certains antigenes, appelés allergeénes. Sur le plan immunologique,
la sensibilisation est définie par la présence d'IgE spécifiques de l'allergene.

Saison pollinique
Période de I'année pendant laquelle le pollen est émis par les végétaux.

Saison principale du pollen (MPS Main Pollen Season)

Durée pendant laquelle les pollens sont présents dans I'atmosphére en concentrations significatives a un
endroit. Il existe différentes méthodes pour définir le début et la fin de la saison principale. Le choix de la
méthode la plus appropriée dépend de l'objectif principal de Iétude, par exemple en se concentrant sur la

phénologie ou sur I'exposition au pollen. La méthode utilisée doit toujours étre clairement identifiée.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ANSES  Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et du travail
APM Mesure Automatisée des Particules (Automated Particle Measurement)

BGP Grain de pollen de bouleau (Birch Pollen Grain)

CGP Chromatographie en phase gazeuse
EDS Spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie
GCP Granules Cytoplasmique de Pollen

CG-SM  Chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de masse

CG-DIF Chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme
IgE Immunoglobulines E

MEB Microscopie électronique a balayage

NO, Dioxyde d’azote

OMS Organisation Mondiale de la Santé

Os Ozone
GP Grain de pollen (Pollen Grain)
PCR Réaction de polymérisation en chaine

Phl p Phleum pratense
PM Particulate matter

RNSA Réseau National de Surveillance Aérobiologique

ROS Dérivé réactif de 'oxygene (Reactive Oxygen Species)
SIR Mode particulier de fonctionnement du GCMS (Selected Ion Recording)
SO, Dioxyde de soufre
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INTRODUCTION

Notre atmosphere, méme si elle semble claire, est en fait composée de milliards et de milliards de
microorganismes métaboliquement actifs (bactéries, virus, moisissures, pollens...) et de particules
inertes issues d’organismes vivants (microorganismes morts, toxines, ...). La plupart de ces particules
présentent des dimensions qui les rendent respirables. Parmi les particules présentes dans 1'air, les grains
de pollen, particules porteuses du matériel génétique, sont nécessaires pour la reproduction des
végétaux (pollinisation). Les grains de pollens sont aussi les principaux déclencheurs des allergies
respiratoires. Ils sont responsables de la rhinite allergique saisonnicre et contribuent a 'aggravation des
symptomes de 'asthme.

En entrant en contact avec l'atmosphere, le grain de pollen (GP) subit ce qu'on lappelle le
vieillissement atmosphérique, ce qui peut causer des modifications de ces caractéristiques physiques,
biologiques et chimiques. Les altérations des grains de pollen par la pollution atmosphérique sont
multiples. II est désormais acquis que les GP sont altérés par la pollution réelle ou simulée en
laboratoire. La fragilisation de la paroi pollinique par la pollution atmosphérique a été étudiée pour son
implication dans la rupture des grains de pollen ayant pour conséquence la dispersion des allergenes
dans la fraction respirable de 'aérosol atmosphérique.

La littérature regorge d’exemples de modifications de GP provenant d’un grand nombre d’especes
végétales et soumis a un ensemble de polluants (seuls ou mélangés). Toutefois, les pollens étudiés ne
sont pas soumis aux mémes conditions expérimentales, ce qui rend la comparaison entre études peu
évidente. De plus, la disponibilité limitée (quelques semaines par an) et la conservation de ces particules
constituent une contrainte pour ces études. Certains auteurs ont montré par ailleurs que la sensibilité
du grain de pollen a 'ozone dépend clairement de I'espéce et des conditions d’exposition.

La surveillance des pollens dans l'air constitue pour les professionnels de la santé et pour les personnes
allergiques une problématique de premier ordre. Effectivement, la connaissance de la concentration
des pollens est nécessaire au diagnostic et au traitement des maladies respiratoires saisonnicres. Le
capteur de Hirst, est le principal capteur utilisé en Europe pour I'enregistrement volumétrique continu
des pollens dans I'air. I’identification et le dénombrement des grains de pollens recueillis sont basés
sur la microscopie optique (la méthode conventionnelle). D’autres techniques, telles que les
microscopies Raman et infrarouge, se prétent a 'analyse des pollens, ces deux techniques ayant la
capacité de donner une caractérisation biochimique des pollens.

La question qui se pose est : quel est ’état des grains de pollen respirés quotidiennement ? La
connaissance de 'exposition individuelle (exposome) est un enjeu majeur pour éclaircir cette question.

Ce manuscrit débute par une étude bibliographique puis par une description de la biologie des pollens
et la présentation des pollens étudiés. Le chapitre I fait ’état actuel des connaissances sur la surveillance
et les méthodes d’analyse des pollens. Des données concernant la production pollinique du bouleau et
leurs concentrations en environnement extérieur et intérieur sont également présentées dans ce
chapitre. A partir des conclusions tirées de cette étude bibliographique, nous définissons les objectifs
des études expérimentales réalisées dans le cadre de cette these.

Le chapitre II est découpé en deux parties, il constitue une étude préliminaire réalisée par des méthodes
spectroscopiques et microscopiques (MEB-EDX, Raman et IRTF). La premicre partie concerne la
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microscopie Raman et IRTF. L’objectif de cette partie est de déterminer les parametres les plus adaptés
pour la caractérisation de I’état d’altération du grain de pollen par 'ozone. Dans la seconde partie, nous
présentons une nouvelle méthode d’étude de I'exposition individuelle par microscopie électronique a
balayage.

Le chapitre III est consacré a la présentation de I’étude de la capacité de capture de 'ozone sur une
vingtaine de taxons de pollen. C’est 'une des premicres études de la littérature dans laquelle 'exposition
d’un grand nombre de pollens a 'ozone a été faite dans les mémes conditions expérimentales.

Nous exposons ensuite dans le chapitre IV de cette thése une nouvelle méthode de comptage des
grains de pollen de bouleau en milieux intérieur et extérieur. C’est une méthode de comptage rapide
des pollens de bouleau, qui nous permet aussi de déterminer I’état du pollen (intact ou rompu) et de
donner un apercu du niveau de contamination des pollens par la pollution chimique. Cette étude a
nécessité un travail sur la variabilité de la composition de la fraction lipidique de différents pollens de
bouleau. Elle sera également présentée dans ce chapitre.

Enfin, une conclusion générale rappelle les résultats marquants de ce travail et les perspectives
scientifiques.
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CHAPITRE I ETAT DE L’ART




1. BIOLOGIE DU GRAIN DE POLLEN

1.1. Définition

Le grain de pollen est le gamétophyte male des végétaux supérieurs. Ce sont des grains microscopiques,
généralement de forme sphérique. Leurs tailles varient entre 5 um (pollen de myosotis) et 250 pm
(pollen de coniféres). Le pollen allergisant a généralement une taille comprise entre 15 et 40 pm
(Guérin, 1993).

Le pollen est transféré de Panthere au stigmate par différents mécanismes : transport par les insectes
(entomophile), transport par le vent (anémophile) ou par 'eau (pour certaines especes de plantes
aquatiques). Le grain de pollen anémophile est libéré a maturité par déhiscence de I'anthére (Guérin,
1993). 1l est produit au niveau des antheres a I'extrémité des étamines. Les plantes entomophiles
produisent des pollens collants et huileux peu présents dans l'air ; leur risque allergique est
généralement faible. Cependant, les plantes anémophiles produisent quant a elle des pollens qui se
retrouvent en abondance dans I'air et qui constituent une source importante d’allergies respiratoires.

1.2. Structure du grain de pollen

Le cytoplasme du pollen contient des granules cytoplasmiques riches en protéines allergisantes
appelées allergenes. Ces granules peuvent provoquer des réactions allergiques plus fortes que celles
induites par le pollen (Behrendt and Becker, 2001; Motta et al., 2006; Taylor et al., 2002).

La paroi du grain de pollen est constituée, de l'intérieur vers 'extérieur, d’une paroi pectocellulosique
qui comprend deux couches concentriques : I'intine et ’exine. Ces deux couches ont une composition
chimique différente. L’exine est généralement imbibée d’un revétement pollinique. Ce revétement
pollinique est connu dans la littérature sous le nom de « pollen coat » ou « pollenkitt » (Bashir et al.,
2013a; Dickinson et al., 2000). La paroi des grains de pollen possede également des ouvertures appelées
apertures, qui peuvent ¢tre des pores ou des sillons (Figure 1).

cellules reproductive

et végétative

allergéne
ytopla
aperture cytopiasme
exine granule cytoplasmique
(sporopollénine) du pollen (GCP)

intine — revétement

(pecto-cellulosique) pollinique

20 pm
Figure 1: Structure d'un grain de pollen d'angiosperme (Theése |. Farah, 2018).
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1.2.1.L’intine

L’intine constitue la couche interne de la paroi. Elle délimite le cytoplasme du pollen qui contient les
granules cytoplasmiques riches en protéines allergisantes (Grote, 1999; Grote et al., 1993) (détaillé dans
la partie 6.9 de ce chapitre). Elle forme la surface du grain de pollen au niveau des pores ou la surface
de Pexine est fortement réduite (Knox, 1984). Généralement tendre et peu résistante, I'intine est de
nature pectocellulosique : elle est composée de pectine, cellulose et hémicellulose (Heslop-Harrison,
1968). Elle peut également contenir des allergenes (Scott et al., 2004). Cette couche interne joue un
role important dans la pollinisation : elle est essentielle pour la reconnaissance pollen-stigmate et la
formation du tube pollinique (Knox, 1984).

1.2.2. L’exine
Les grains de pollen sont entourés par une couche externe résistante qui s’appelle I'exine. Elle est un
véritable exosquelette constitué d’un copolymeére de phénols et de dérivés d’acide gras appelé
sporopollénine. Ce dernier est formé par la polymérisation oxydative des caroténoides et des esters
caroténoides (Brooks and Shaw, 1978; Shaw, 1971). La sporopollénine est I'un des matériaux chimiques
d’origine végétale les plus stables. Les propriétés de cette substance trés originale conferent aux grains
de pollen une grande résistance aux agressions mécaniques et chimiques (Meuter-Gerhards et al., 1999).

L’exine comprend deux couches, l'endexine et lectexine externe. Ces deux couches sont
caractéristiques du grain de pollen de chaque espece végétale. L'ornementation de I'exine permet
Iidentification du pollen, parfois jusqu’a ’espece, mais le plus souvent jusqu’au genre ou la famille.

1.2.3. Revétement pollinique
Le revétement pollinique est une couche imperméable qui recouvre I'exine. Cette matrice possede de
nombreuses appellations dans la littérature : manteau pollinique (pollen coat), pollenkitt et tryphine
(Bashir et al., 2013a; Pacini and Hesse, 2005). Le revétement pollinique est secrété par les cellules du
tapetum, apres la dégénérescence cellulaire de celui-ci (Heslop-Harrison, 1968). Cependant, quelques
différences existent entre le pollenkitt et la tryphine, le terme pollen coat est le terme générique utilisé
par les auteurs pour désigner le revétement pollinique (Pacini and Hesse, 2005).

Le revétement pollinique peut constituer jusqu’a 10-15% de la masse totale d'un grain de pollen
(Piffanelli et al., 1997). 1l est formé de lipides et de protéines (Abed El-Azim and Khalil, 2015; Bashir
et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Naas et al., 2016; Piffanelli et al., 1997; Zhu et al., 2018). Le
revétement pollinique protege les gamétophytes males de la déshydratation au cours de leur transport
des anthéres jusqu’au stigmate (Dickinson et al., 2000; Swanson et al., 2004).

Certaines études montrent que les lipides et les protéines du revétement pollinique peuvent agir sur le
systeme immunitaire (Bashir et al., 2013a; Traidl-Hoffmann et al., 2002). En effet, suite a I'inhalation
du grain de pollen, le revétement pollinique constitue le premier contact avec la muqueuse des voies
respiratoires.
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1.2.4. Les apertures

Les grains de pollen possédent sur leurs parois des ouvertures germinales appelées des apertures (pores
ou sillons). Ces apertures permettent le passage du tube pollinique lors de la germination du grain de
pollen sur le stigmate. Elles permettent également la libération des substances solubles lorsque le grain
de pollen rencontre une surface humide. A ces endroits de la surface du grain de pollen, I'exine est
manquante (Thanikaimoni, 1986). Les apertures possedent également une fonction mécanique, car
elles permettent 'accommodation des variations de volume (Payne, 1972; Wodehouse, 1935). Le
nombre d'apertures peut varier de zéro (pour les pollens inaperturés) a plus d'une centaine, méme si la
plupart des especes ont un nombre d'apertures généralement inférieur ou égal a six (Prieu, 2015).

Le pollen sans ouverture (sans sillon ni pore) est appelé inaperturé, comme par exemple le pollen de
pin. Un pollen est dit poré lorsqu’il présente un pore, comme le pollen de fléole des prés, ou des pores.
Un pollen est dit colpé (avec sillons), quand des lignées germinales sont réparties d’une facon
¢quatoriale ou sur toute la surface du pollen, comme le pollen d’érable. En outre, un pollen est dit
coloporé quand les ouvertures germinales présentent sur sa surface sont composites (sillon avec pores),
comme le pollen de saule (Figure 2).

Selon le nombre d'ouvertures germinales, une distinction est faite entre mono- (un), tri- (trois) ou poly-
(plus de trois dans le plan équatorial) (Halbritter et al., 2018).

Figure 2: Différentes formes des pollens. De gauche a droite, pollen de pin (inaperturé), pollen de fléole des prés (monoporé), pollen
de bonlean (triporé), pollen de sanle (tricolporé), pollen d’érable (tricolpé), pollen d'aulne (pentaporé) (PalDat, 2022).

2. POLLENS ETUDIES

Les taxons originellement retenus pour ce travail étaient les suivants : le bouleau et la fléole des prés.
IIs s'inscrivent parmi les plus allergisants en France et en Europe et font I'objet de nombreux articles
scientifiques. L’étude sur la fléole des prés n’a pas pu étre effectuée du fait des perturbations liées a la
pandémie et donc nous avons concentré nos efforts sur le bouleau. En outre, dans le chapitre 11T de
cette these nous avons élargi le spectre de notre travail en étudiant 21 autres types de pollens. Cette
partie présente brievement chaque taxon pour lequel la capture de 'ozone a été mesurée dans ce travail.
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2.1. Arbres
1 érable

Les érables appartiennent a la famille des Acéracées. Il existe plus de 100 différentes especes d'érable
dans le monde. Nous nous intéressons dans cette these a I Acer negundo. Cet arbre peut atteindre 15 a
20 m de hauteur. Il est originaire du nord des Etats-Unis et du Canada. C’est un arbre a pollinisation
anémophile-entomophile. La période de pollinisation est d’avril a mai. Il posséde un pouvoir allergisant
moyen.

1 anlne

Les aulnes font partie de la famille des Bétulacées. 1l existe 2 principales especes : aulne glutineux

nus glutinosa) et I'aulne blanc nus incana). Nous avons travaillé dans cette theése sur I'aulne
Alnus glut t I'aulne bl Al N travaillé d tte th Iaul
glutineux. I’aulne est un arbre a croissance lente, pouvant atteindre une hauteur de vingt métres. Les
fleurs males sont regroupées en chatons. La floraison a habituellement lieu dés la fin janvier et se
poursuit jusquen avril. Cest une des premicres floraisons anémophiles de I'année. Son pouvoir
allergisant est fort.

1 e boulean

Le bouleau appartient a la famille des Bewlaceae (Bétulacées). Cette famille regroupe des plantes
dicotylédones comprenant 157 especes. Elles sont réparties dans I'hémisphére Nord dans les régions
tempérées et dans les régions froides. Le bouleau est un arbre pouvant atteindre 30 metres de hauteur.
On distingue plusieurs especes en Europe : le bouleau verruqueux (Betula pendula) qui est le plus
abondant, le bouleau pubescent (Beula pubescens) rencontré dans les régions humides et le bouleau nain
(Betula nana) qu’on retrouve ponctuellement dans des zones montagneuses froides. Son tronc est
cylindrique de couleur blanche. Ses feuilles caduques, triangulaires, sont disposées de fagon alternée
(Guérin, 1993). C’est un arbre largement présent dans la région Hauts-de-France.

Les grains de pollens de bouleau sont généralement isopolaires et sphériques. Ils sont ornementés,
avec une taille comprise entre 18 et 25 um. Les grains de pollen de bouleau possedent trois pores. Ces
trois pores sont équatoriaux et circulaires de 3 um (Guérin, 1993).

Le bouleau fait objet de nombreuses études en raison de son fort potentiel allergisant. Le pollen de
bouleau possede les aéroallergenes les plus problématiques, qui peut conduire a une hospitalisation
sévere pour asthme au printemps (Dales et al., 2008). C’est aussi le pollen d’espéces arborescentes le
plus abondant dans I'air en France surtout dans le Nord de la France (RNSA). Dans les régions ou le
bouleau est bien présent, la quantité annuelle des grains de pollens inhalée varie entre 0,3 a 0,6 mg
(Guérin, 1993). Finalement, non seulement le pollen de bouleau peut libérer des allergenes puissants
dans 'atmosphere, tels que Bet v1, v2 et v4, qui sont reconnus comme posant un risque pour les
asthmatiques (Schippi et al., 1997), mais également un mélange de substances pro-inflaimmatoires
connu sous le nom de PALMs (Pollen-Associated Lipid Mediators) et d’adénosine (Traidl-Hoffmann
et al., 2003) pouvant méme affecter les sujets non-atopiques. A noter que le Bet v1 est lallergene
majeur de bouleau, il est responsable de 95% de I'allergénicité des grains de pollen de bouleau (Lavaud
et al,, 2014).
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1 e noisetier

Le noisetier est un arbuste de la famille des Corylacées provenant de la région montagneuse d’Avenline,
en Italie, d’ou le nom latin Corylus avellana. Arbuste anémophile de 3 a 5 m de hauteur, c’est le végétal
forestier dont la floraison est la plus précoce, habituellement de janvier a mars. Cest une espéce
monoique puisque ses fleurs sont unisexuées (males ou femelles) et portées par le méme arbre. De
plus, le pollen est auto-incompatible, c’est-a-dire qu’il ne féconde pas les fleurs femelles portées par
I'arbre qui le libére. II posséde un pouvoir allergisant fort.

Le gypres

Le cypres est un conifere de la famille des Cupressacées. Les especes les plus présentes sont : le cypres
commun (Cupressus sempervirens), le cypres d’Arizona (Cupressus Arizonica), et le cypres de Leyland
(Cupressocyparis Leylandii) utilisé souvent pour les haies. Notre travail est mené sur le Cupressus
sempervirens. Ces conifeéres a feuilles persistantes peuvent mesurer de 5 a 40 m de hauteur. Tres résistant
au froid hivernal comme a la sécheresse, c’est le seul arbre résineux allergisant. La floraison commence
de fin février jusqu’a avril, avec une quantité tres importante de pollen transportée par le vent dans le
quart Sud-Est de la France en raison d’une humidité plus faible que dans notre région du nord. Le
pollen de cypres est de pouvoir allergisant fort.

Le hétre

Le hétre est une espece d’arbre appartenant a la famille des fagacées. L’espece la plus commune en
Europe est le Fagus sylvatica. 1e hétre est un arbre anémophile, il peut atteindre jusqu’a 40 m de hauteur.
La période de pollinisation est d’avril a mai, avec des quantités de pollen restreintes la plupart du temps.
Une importante pollinisation prend lieu tous les 3 a 8 ans seulement. Il possede un pouvoir allergisant
moyen.

Le fréne

Le fréne est un arbre appartenant a la famille des Oléacées. Le fréne commun (Fraxinus excelsior) est le
plus répandu sur le territoire frangais. Cet arbre peut atteindre 25 a 40 m de hauteur. La floraison a lieu
en méme temps que le bouleau de mars a mai avec une grande quantité de pollen anémophile. 1l
possede un pouvoir allergisant fort.

1. olivier

L’olivier est un arbre appartenant a la famille des Oléacées. L’ Olea enrgpaea est le plus répandu sur la
partie méditerranéenne du territoire francais. Cet arbre peut atteindre une quinzaine de metres de
hauteur. La pollinisation est anémophile. La floraison est plutot courte, elle se déroule une fois par an
en mai pendant a peine une semaine. La plupart des variétés d’oliviers sont auto-fertiles, ce qui signifie
qu’il est possible d’obtenir des fruits avec un seul arbre. Il possede un pouvoir allergisant fort.

Le pin

Le pin est un conifere appartenant au genre Piuus, de la famille des Pinacées. 11 existe au moins 111
especes. Celui qui nous intéresse ici c’est le Pznus halepensis ou le pin d’Alep. Sa répartition géographique
est essentiellement autour des cotes méditerranéennes et plus particulierement en Afrique du Nord et
en HEspagne. C’est un arbre qui peut atteindre 10 a 15 m de hauteur. Ce sont des especes monoiques.
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La pollinisation est anémophile. La période de pollinisation se déroule en avril. Son potentiel allergisant
est faible.

Le platane

Le platane est un grand arbre hybride appartenant a la famille des Platanacées, avec le platane commun
ou platane a feuilles d’érable (Platanus hispanica x Platanus acerifolia), le plus courant en France. Le platane
est un arbre anémophile, il peut atteindre 30 m de hauteur. La période de pollinisation est plutot courte,
d’avril a mai, avec des quantités de pollen importantes localement. Il posséde un pouvoir allergisant
moyen.

Le peuplier

Les peupliers sont des arbres du genre Populus de la famille des Salicacées. Ces arbres sont a croissance
rapide. Il existe 35 especes différentes, notre travail est mené sur le peuplier noir (Populus nigra). Cet
arbre peut atteindre 20 a 30 m de hauteur. Ce sont des especes dioiques. Les fleurs males sont
regroupées en chatons. La floraison a habituellement lieu en mars et se poursuit jusqu’en avril. La
pollinisation est anémophile. Son pouvoir allergisant est faible.

L e chéne

Le chéne est un arbre de la famille des fagacées ou cupuliféres. Il existe plusieurs especes et les plus
répandues en France sont Quercus petraea, Quercus pubescens, Quercus pyrenaica et Quercus robur. Notre travail
est mené sur le Quercus robur. Cest un arbre anémophile de 30 a 50 m de hauteur. La période de
pollinisation a lieu d’avril a mai, avec des quantités de pollen importantes émises dans ’air. II possede
un pouvoir allergisant moyen.

1 e saule

Le saule (Sa/ix) est un genre d’arbre (et grands arbustes) appartenant a la famille des Salicacées. I
comprend 360 especes environ. Les especes les plus répandues sont S. caprea, S. atrocinerea, S. aurita, S.
cinerea, S. purpurea, S. alba et S. fragilis. Nos travaux sont menés sur le Salx caprea. Cest un arbre
anémophile de 6 a2 14 m de hauteur, la floraison se déroule habituellement de février a avril avec des
quantités de pollen importantes localement. Il possede un pouvoir allergisant moyen.

2.2.Herbacées et graminées
L ambroisie

L’herbe a poux, ou ambroisie (Ambroisia artemisiifolia) est une plante de la famille des Astéracées,
originaire d’Amérique du Notd. Elle a été introduite en France sans doute a cause de graines présentes
dans un lot de semences fourrageres provenant d’Amérique du Nord. Cette plante, considérée comme
mauvaise herbe, a la particularité de se développer trés rapidement et d’étre trés résistante, c’est la
raison pour laquelle il est nécessaire de I’éliminer rapidement avant son installation. I.’ambroisie produit
de tres grandes quantités de pollens dispersées par le vent. La floraison tardive, en aott et septembre,
prolonge la saison du pollen lors de la diminution des pollens de graminées. Son pollen possede un
pouvoir allergisant fort.
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1 armoise

L’armoise est une plante herbacée vivace de la famille des Astéracées. Nous travaillons sur I’ Artemisia
vulgaris. L’armoise est une plante a odeur désagréable pouvant mesurer jusqu’a 2 m de hauteur. La
pollinisation est anémophile et a lieu habituellement entre juillet et septembre. Son pollen possede un
pouvoir allergisant moyen.

La Marguerite

La marguerite (Chrysanthemum lencanthemum) est une plante herbacée vivace de la famille des Astéracées.
C’est une plante a fleur avec une hauteur d’environ 80 cm. La floraison est entomophile et se déroule
de juin a décembre. Les allergies causées par cette plante sont uniquement de type dermatite (le pollen
entomophile ne déclenche généralement pas d’allergies respiratoires).

Le plantain

Le plantain est une herbacée vivace rustique originaire d’Europe de la famille des Plantaginacées. 1l y
a trois especes dominantes dans la région du nord, le plantain lancéolé (Plantago lanceolata), le plantain
a larges feuilles, ou plantain majeur (Plantago major), et le plantain moyen (Plantago media). Nous nous
intéressons dans cette these a étudier le plantain lancéolé (Plantago lanceolata). La dispersion du pollen
de cette plante est effectuée par le vent et par les insectes, c’est une plante ambophile (anémo-
entomophile). La quantité de pollen dans I’air est relativement restreinte. La période de floraison est
fonction de I'espece, elle s’étend d’avril a septembre pour le plantain lancéolé. Le plantain majeur fleurit
de juin a septembre, alors que le plantain moyen possede une période plus restreinte, de fin avril a
juillet. La majorité des personnes allergiques a ce type de pollen le sont également au pollen de
graminées. Il posséde un pouvoir allergisant modéré.

La pariétaire

La pariétaire officinale (Parietaria officinalis) est une plante herbacée vivace, de la famille des Urticacées.
La floraison s’étale d'avril-mai a octobre. Cette plante peut atteindre 10 a 70 cm de haut. Elle est plus
abondante dans le sud de I'Europe qu'au nord. En France, elle est présente dans la région
méditerranéenne et a I'Ouest ; elle est beaucoup plus rare dans le Nord. La pollinisation est anémophile.
La floraison prend lieu en juillet. Son pollen est moyennement allergisant.

1 .oseille

Les oseilles sont des herbacées du genre Rumex de la famille des Polygonacées. Cette plante atteint 10
a 50 cm de haut. 1l existe plusieurs especes, parmi elles I'oseille commune ou surette (Rumex acetosa), la
rhubarbe des moines (Rumex alpinus) et la petite oseille (Rumex acetosella). Nous travaillons sur le Rumex
acetosella. La plante est dioique. La durée de floraison est longue, de mai a octobre, avec une quantité
de pollen dans P'air relativement restreinte. Son pouvoir allergisant est modéré.

1 .ortie

Les orties appartiennent a la famille des Urticacées. Il existe une trentaine d’especes en Europe. Nous
nous intéressons a I’Urtica dioica. Elle est appelée également la grande ortie. C’est une plante vivace de
20 2 200 cm de hauteur. Elle considérée tres envahissante. Son mode de pollinisation est anémophile.
Son pouvoir allergisant est faible.
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La fléole des prés

La fléole des prés (Phleum pratense) appartient a la famille des Poacées (graminées). Cette famille
regroupe 12 000 especes. Elles sont réparties partout, depuis les zones équatoriales jusqu’aux cercles
polaires. Les graminées sont des plantes pouvant atteindre 1,5 m de haut. La pollinisation de la fléole
des prés se déroule du printemps et tout ’été dans les régions de I’Europe méridionale. De par sa large
distribution géographique, elle possede un pouvoir allergisant tres fort. Elle libére de plus de grandes
quantités de grains de pollen. La taille du grain de pollen de fléole des prés est de 35 um. Leur dispersion
dans l'air est importante. Les allergenes majeurs des graminées sont les Phl p 1 et Phl p 5. Ces deux
allergeénes sont responsables de 80% de I'allergénicité des grains de pollen des graminées (Niederberger
et al., 1998; Valenta et al., 1999; van Ree et al., 1998).

2.3.Tableau récapitulatif des taxons

Le Tableau 1 reprend les informations caractéristiques des 22 pollens ayant fait 'objet d’une étude de
la capture d’ozone (chapitre III). Les informations suivantes sont récapitulées : 'année de récolte
(année de collecte pour le lot disponible au laboratoire), le niveau de risque allergique selon I’échelle
du RNSA, la période de démarrage de la pollinisation (mois de 'année), le type et le nombre d’apertures
et enfin la taille moyenne du pollen (um).

Tableau 1: Récapitulatif de quelques caractéristiques des différents pollens étudiés dans cette these.

Année  Potentiel Période de Types Taille du
Genre et espece de allergisant ollinisation Apertures ollen
P . g P . (nombre de p
récolte (RNSA)*  (mois de démarrage) pores) (um)
Arbres
Acer negundo 2018 2 3 Tricolpé (3) 26
Alnus glutinosa 2017 3 1 Pentaporé (5) 26,2
Betula pendula 2016 3 3 Triporé (3) 28,5
Corylus avellana 2018 3 1 Triporé (3) 25,4
Cupressus 2009 2 3 Inaperturé (0) 29,8
sempervirens
Fagus sylvatica 2016 2 4 Tricolporé (3) 48,6
Fraxinus excelsior 2018 3 3 Tricolpé (3) 27,3
Olea europaca 2017 3 5 Tricolporé (3) 21-25
Pinus halepensis 2014 1 4 Vésiculé 88
Platanus x 2011 2 4 Tricolpé (3) 20-30
hispanica
Populus nigra 2016 1 3 Inaperturé (0) 16
Quercus rubra 2018 2 4 Tricolporé (3) 30
Salix caprea 2007 2 3 Tricolporé (3) 17,6
Herbacées
atemistiofa ™ . 8 Thcolporé @) 25
Artemisia vulgaris 2018 2 7 Tricolporé (3) 26,2
Chiysanthemum 0 6 Tricolpé (3) 27-33
leucanthemum
15 f’c’;;"g . 2018 1 4 Périporé(>6) 34,8
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Parietaria

officinalis 2017 2 7 Triporé (3) 11-15
Rumex acetosella 2018 1 4 Tricolporé (3) 21-25
Urtica dioica 2017 1 6 Triporé (3) 20,3
Graminées
Phleum pratense 2018 3 6 Monoporé (1) 36-40

nd : information non disponible
*Echelle du potentiel allergisant : O=nul ; 1=fatble ;2=modéré ; 3=fort

3. SURVEILLANCE ET METHODE D’ANALYSE DES POLLENS

La surveillance des pollens dans I'air sert de support initial aux patients allergiques et aux médecins
allergologues, pour mettre en ceuvre une prévention efficace. Ces informations sont diffusées
régulierement par les réseaux nationaux de surveillance qui sont spécifiques a chaque pays. Cette
surveillance est réalisée par des instruments de prélevements de pollen (capteur volumétrique de type
Hirst le plus souvent). Ensuite, les pollens collectés sont identifiés le plus souvent par microscopie
optique.

3.1. Les périodes de pollinisation du pollen (Lille)

A Lille, la saison pollinique s’étend de janvier jusqu’a septembre (RNSA, 2018). D’une maniere générale
il existe trois saisons polliniques a Lille (Tableau 2) : celle des arbres se déroule de janvier jusqu’a la
fin de mai, celle des graminées de mi-avril jusqu’a la fin de juillet et celle des herbacées de juillet jusqu’a
la fin de septembre.

Tableau 2: Calendrier pollinique a Lille.

Janvier Février Mars Avril Mai Juin Juillet Aotlit Septembre

Arbres [
Graminées _

Herbacées

3.2.Instruments conventionnels de surveillance du pollen dans Pair

Plusieurs types d’instruments sont utilisés pour mesurer la concentration des pollens dans 'air. Deux
principaux capteurs sont déployés actuellement dans le monde : les capteurs passifs qui sont basés sur
le principe de la sédimentation ou de 'impaction (capteurs rotatifs) et les capteurs actifs qui sont basés
sur le principe de I'aspiration d’air ambiant. Le piégeage des grains de pollen sur un capteur actif peut
se faire par filtration ou par impaction. Ces capteurs permettent une quantification et une
caractérisation de exposition humaine. Ils constituent aussi un moyen pour évaluer Pefficacité des
mesures de prévention et de protection de la santé mises en place (politique de réduction de la présence
de végétaux allergisants comme pour 'ambroisie par exemple).

Les capteurs volumétriques sont basés sur le capteur Hirst. Ce capteur est largement utilisé dans les
réseaux de surveillance de la concentration des grains de pollen dans 'atmosphere. Lair est aspiré a
travers une buse de 2 mm sur 14 mm a un débit d’air constant d’environ 10 L/min (Figure 3). Les
particules aspirées sont récoltées sur une bande enduite d’une substance adhésive fixée sur un tambour

30



rotatif associé a un mécanisme d’horlogerie faisant avancer la bande de 2 mm par heure (Hirst, 1952).
Apres une semaine de prélevements, la bande est découpée en segments équivalents a une journée.
Chaque segment est recouvert d’'une solution de montage pour étre analysé directement par
microscopie optique (Galan et al., 2007; Hasnain et al., 2007; Sofiev et al., 2009).

>

A Figure 3: Capteur volumétrique de type Hirst.

Pour que les capteurs soient représentatifs de Pexposition des habitants d’une région assez large dans
une masse d’air bien mélangée, le capteur de type Hirst doit étre installé en ville sur des terrasses
d’immeubles de préférence a une hauteur comprise entre 15 et 20 m. Il est généralement admis qu'un
capteur de Hirst installé selon ces recommandations fournit des données représentatives d’une zone
correspondant a environ 20 a 30 km de rayon (Hirst, 1952).

Aux Etats-Unis, les capteurs rotatifs a impaction sont largement utilisés (Figure 4). La téte de
prélevement est constituée de deux lamelles en plastique de 32 mm. Ces deux lamelles sont enduites
d’un adhésif. La durée réelle d’échantillonnage est de 144 min/jour. Les deux lamelles tournent en
décrivant un cercle a une vitesse importante de 80 km/h. Cette vitesse de rotation permet de minimiser
les effets de la vitesse et de la direction du vent (Frenz, 2000). Le débit d’échantillonnage de ce capteur
est élevé et n’est pas sensible aux variations de direction de vent. De plus, il doit étre utilisé sur des
périodes de temps courtes afin d'éviter la saturation des lamelles.

T

Figure 4 : Captenr rotatif de type Cour (Callgja et al., 2005).
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Il existe encore d’autres types de capteurs dont lutilisation est peu répandue en raison de leur
performance insatisfaisante. Par exemple, le capteur Durham est un capteur gravimétrique (Figure
5). Il est basé sur le principe de sédimentation pollinique.

Figure 5 : Captenr gravimétrigue Durbam (Calleja et al., 2005).

Le dépot est souvent collecté sur des lames de microscopie (2,5 X 7,5 cm) déposées entre deux plaques
circulaires horizontales et recouvertes d'une substance collante (graisse de silicone par exemple)
(Durham, 1946). La lame est enduite d’une substance adhésive puis analysée par examen
microscopique. Les résultats sont exprimés en grains de pollen par meétre cube d’air. Malgré leur
simplicité, l'interprétation des résultats est difficile en termes de quantité de pollen dans I'air car la
capture ne peut pas ¢tre reliée au volume échantillonné. Le dépot mesuré dépend de la taille et de la
forme de la surface d'échantillonnage (May and Clifford, 1967). La localisation de ces capteurs nécessite
de répondre a différents criteres logistiques, physiques et géographiques afin d’assurer une bonne
représentativité des données polliniques.

Le capteur Tauber- est un capteur passif qui repose aussi sur le principe de sédimentation. II recueille
les pollens par la gravité ainsi que par la turbulence de Iair (Tauber, 1974). Ce capteur présente plusieurs
déclinaisons. Son couvercle est décelé d’'un trou de 5 cm de diametre. Cette méthode de prélevement
présente les mémes inconvénients que celui de Durham, particulierement une tres forte sélection des
pollens les plus gros (Latorre et al., 2008; Levetin et al., 2000) .

En général, la surveillance aérobiologique des grains de pollen en Europe se fait par le capteur Hirst
qui est le capteur opérationnel le plus utilisé (entre 400 et 500 stations en FEurope). Pourtant, ces
capteurs rapportent des données a une situation déja révolue au moment ou les informations sont
diffusées. Effectivement, il faut attendre 7 jours entre le début du fonctionnement d'un tambour
entouré d’une bande de cellophane, sur laquelle sont impactés les pollens présents dans 'air ambiant,
et son relevé, puis encore environ 2 jours pour qu'il soit envoyé a I'analyste, que la bande soit analysée
et les résultats diffusés. Or, pour plusieurs pollens allergisants, une trés forte variabilité interannuelle
existe pour les dates de début de pollinisation ou d'apparition de concentrations susceptibles de géner
les populations allergiques. Cela montre qu'un calendrier pollinique moyen ne suffit pas a déterminer
la date a laquelle doit débuter un traitement préventif, a moins de I'initier plus tot.

Toutes ces méthodes de préléevement nécessitent une étape préliminaire de calibration afin d’avoir des
mesures représentatives. De surcroit, elles reposent enticrement sur un examen manuel au microscope.
Cette méthode, bien documentée et standardisée dans la littérature, exige un investissement en temps
trés important et nécessite du personnel qualifié.
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Selon certains auteurs, les concentrations des grains de pollen dans l'air peuvent différer au sein d’une
méme zone urbaine (Fernandez-Rodriguez et al., 2014a; Rodriguez-Rajo et al., 2010) et selon la hauteur
a laquelle est placée le capteur (Fernandez-Rodriguez et al., 2014b; Spieksma et al., 2000). Les comptes
polliniques donnés par les capteurs classiques ne donnent probablement qu'une idée approximative de
Pexposition réelle des personnes. En effet, certaines études ont révélé que la concentration des grains
de pollen enregistrée dans la zone de respiration humaine est différente de la concentration enregistrée
par les capteurs placés sur les toits des batiments a des hauteurs élevées (Peel et al., 2013; Tormo
Molina et al., 2002). Selon Rojo et al. (2019), la concentration des grains de pollen enregistrée a des
hauteurs faibles (autour de 1.5 m) est généralement plus élevée que les concentrations enregistrées a
des hauteurs supérieures a 33 m dans un ratio allant de 1 a 4 (Rojo et al., 2019). Une étude sur le pollen
d'ambroisie a montré que les concentrations relevées différent significativement selon la position en
hauteur du capteur, notamment entre un capteur installé au sol, qui est censé capter ce que respire un
individu se déplacant dans une rue, et un autre placé a 15 m de hauteur (Alcazar and Comtois, 2000).

Les plus fortes concentrations observées proche du sol peuvent étre dues a la proximité immédiate des
sources de pollen, a une faible élévation verticale du pollen ou encore a la présence de grains de pollen
sur le sol (sédimentation du pollen) susceptibles d’étre dispersés facilement par le vent ou une
turbulence liée au passage d’un véhicule par exemple. Par conséquent, les seuils de déclenchement
d’une réaction allergique chez les personnes sensibilisées devraient étre basés sur des capteurs
représentatifs de 'exposition réelle (De Weger et al., 2013). Les capteurs de pollen pour air extérieur
sont par ailleurs peu adaptés a air intérieur du fait de leur fort encombrement.

3.3.Les échantillonneurs personnels

Un capteur situé a une hauteur représentative de 'exposition réelle (a 1,5-1,7 m du sol) semblerait étre
la solution la plus efficace pour évaluer le plus fidélement ce que peut respirer un individu. Par ailleurs,
pour que la concentration mesurée soit représentative de 'exposition réelle, il faut que I’échantillonnage
se fasse dans la zone de respiration. Cet échantillonnage est réalisé par des échantillonneurs individuels
portatifs. Ces échantillonneurs sont basés sur le principe d’aspiration. Ils sont généralement portés par
un individu pour caractériser I'air qu’il inhale. En effet, 'exposition de chaque personne varie en
fonction de différents facteurs : mode de vie, microenvironnement, activités quotidiennes, etc. Il existe
de nombreux types d’échantillonneurs personnels comme le Partrap FA52, le Personal Air Sampler
PAS, Iéchantillonneur volumétrique personnel Burkard, le Personal AeroAllergen Sampler PAAS ou
encore le Nasal Air Sampler NAS (Fiorina et al., 1997; Graham et al., 2000; Okuda et al., 2005; Peel et
al., 2013; Riediker et al., 2000; Sehlinger et al., 2013; Yamamoto et al., 2007). La littérature présente de
nombreuses études sur les échantillonneurs personnels de pollen. Malheureusement, ces capteurs ont
des méthodes d’échantillonnage et des débits différents. En outre, efficacité de collecte de
I’échantillonneur, son emplacement (nez, poitrine, hanche, etc...) et les durées d’exposition rendent
les résultats difficilement comparables les uns avec les autres (Berger et al, 2014). Il n’existe
effectivement pas de normes en ce qui concerne la surveillance pollinique avec ces échantillonneurs
portatifs (Berger et al., 2014). En outre, ces capteurs sont basés sur des comptages de grains par
microscopie, ce qui limite leur déploiement a grande échelle.
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3.4.Autres méthodes d’analyse des échantillons de grains de pollen

Les méthodes d’analyse des échantillons de grains de pollen prélevés par les instruments
conventionnels reposent entierement sur 'examen microscopique (Galan et al., 2007; Kapila, 1981;
Makinen et al, 1981). Ces analyses permettent une identification et une quantification des grains de
pollen. L’identification des grains de pollen par 'examen microscopique nécessite une base de données
bien documentée et standardisée. Elle se fait soit par comparaison avec des diapositives de référence,
soit en utilisant une clé de détermination (Sulmont et al., 2007) et des atlas (Reille, 1999; Smith, 1984),
soit sur des banques d’images de microscopes (Bonton et al., 2002; Boucher et al., 2002; Chen et al,,
20006; Costa and Yang, 2009). Le choix de 'objectif de microscope utilisé pour observation des grains
de pollen est dépendant des caractéristiques de chaque taxon.

En effet, Pefficacité des systemes de surveillance par les capteurs de pollen repose notamment sur la
rapidité du comptage des pollens et la précision quant a I'identification des pollens en question. La
concentration des pollens est généralement exprimée en grains de pollen par metre cube d’air. La
méthode de dénombrement la plus simple et la moins colteuse en terme d’équipement est
certainement le comptage par microscope. Bien que cette méthode soit abondamment utilisée, elle
exige beaucoup de temps, elle peut étre longue et fastidieuse, méme pour du personnel expérimenté.
Par ailleurs, elle diffuse des informations déja dépassées au moment ou elles sont délivrées. D’ou la
nécessité de développer des systémes qui délivrent des informations en temps réel (Demers et al.,
2013). Les méthodes automatisées sont regroupées en trois catégories (Levetin, 2004): la méthode de
reconnaissance automatique par analyse d’image, I'identification des pollens par biologie moléculaire
(PCR : réaction de polymérisation en chaine), et I'identification des pollens sur la base de leurs
propriétés  spectrales et optiques (spectroscopie infrarouge, microspectrométrie Raman,
autofluorescence, diffusion de la lumiére et polarisation).

La méthode de reconnaissance automatique par analyse d’image permet d’identifier et de
compter les pollens visuellement en se basant sur leurs caractéristiques morphologiques (taille, forme,
texture). I’identification de pollens par cette méthode est basée sur des banques d’images de
microscopie développées par différentes équipes (Bonton et al., 2002; Boucher et al., 2002; Chen et al.,
20006; Costa and Yang, 2009; Mainelis, 2020).

Une autre méthode développée par Ronneberger et al. (2007), permet une analyse des grains de pollen
par un microscope confocal a balayage laser. En effet, cette méthode d’analyse repose sur des images
3D. En moyenne, le taux de reconnaissance obtenu est supérieur a 90%. Cependant, la reconnaissance
de pollens se limite a 6 pollens allergisants (noisetier, aulne, bouleau, graminées, seigle, armoise)
(Ronneberger, 2007).

De plus, il existe un autre dispositif qui consiste en une caractérisation des grains de pollen par la
réfraction et la dispersion des rayonnements de la lumiere laser (Kawashima et al,, 2017). Ces
rayonnements sont capables de livrer la quantité totale des grains de pollen grace a la mesure de la
diffraction de la lumicre causée par le passage des particules devant un rayon laser. Cependant, cette
méthode ne fournit pas une identification des différents taxons.

D’autres instruments sont également développés en Europe comme le WIBS-4 (Waveband Integrated
Bioaerosol Sensor). Cette méthode se base sur la diffusion de la lumicre laser avec des mesures
spectroscopiques 2D.
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L’identification des pollens par biologie moléculaire permet de quantifier et d’identifier les pollens
a partir de leur ADN. Les chercheurs ont montré que la PCR donne des résultats satisfaisants,
statistiquement comparables avec la méthode traditionnelle d’analyse microscopique (Longhi et al.,
2009). En outre, elle est 6 fois plus rapide que la méthode traditionnelle. Cependant, le cott tres élevé
de cette méthode constitue la principale contrainte (Rittenour et al., 2012). Au Québec, les chercheurs
ont travaillé sur cette méthode dans le but de réduire le cotlt et la rendre plus efficace pour le
dénombrement et I'identification des pollens (Demers et al., 2013).

L’identification des pollens sur la base de leurs propriétés spectrales et optiques recouvre
plusieurs méthodes : la méthode d’analyse par spectroscopie infrarouge, la microspectrométrie Raman,
lautofluorescence et la cytométrie de flux.

Pappas et al. (2003) ont été les premiers a démontrer que la spectroscopie infrarouge est une
méthode qui peut donner des résultats satisfaisants en terme de détermination de différentes especes
des grains de pollen (Pappas et al., 2003). Toutefois, cette méthode a été effectuée sur un petit nombre
de taxons et jamais a notre connaissance en conditions réelles d’observations atmosphériques.

LLa microscopie Raman est également un outil intéressant pour la caractérisation et I'identification
des pollens (Schulte et al.,, 2008). Ces méthodes demandent un investissement temporel lors de
'acquisition des spectres sur I'ensemble des especes des grains de pollen étudiées (Dell’Anna et al.,
2010).

Ils existent d’autres méthodes pour I'exploitation des propriétés optiques des pollens comme par
exemple Pautofluorescence (Bohlmann et al.,, 2019; Maya-Manzano et al., 2021; Shang et al., 2020).
Cette méthode est en cours de développement, c’est pourquoi il est encore difficile pour I'instant de
juger leur potentiel.

Enfin, il existe désormais des compteurs automatiques de pollen. Ils sont actuellement en
fonctionnement dans des conditions réelles de surveillance (Maya-Manzano et al., 2021). Ils donnent
des mesures en temps réel ayant pour objectif d’améliorer 'information sur les risques d’allergie aux
pollens. Ils existent plusieurs compteurs automatiques des grains de pollen : BAA500, KH3000, FIDAS
200, Pollen Sense et Rapid—E. Ces compteurs de pollen sont reproductibles et permettent le transfert
des données en ligne en temps réel (3-6h). En outre, ils possedent I'avantage d’étre entierement
automatisés contrairement aux autres méthodes (Oteros et al., 2015). En revanche, le déploiement de
ces compteurs en grand nombre est compliqué du fait de leur cotGt d’achat (env. 100 k€) et de
maintenance annuelle (env. 10k€).

4. LA PRODUCTION POLLINIQUE DU BOULEAU

Le principal taxon étudié dans cette these est le pollen de bouleau (cf partie 2.1). Pour que le pollen
puisse remplir sa fonction de base, les plantes anémophiles doivent le produire en trés grande quantité.
Le volume de cette production dépend principalement de la longueur et du nombre des antheres et de
la taille des grains de pollen (Piotrowska, 2008).
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Figure 6 : Chaton male de boutean.

Les inflorescences males du bouleau blanc se forment pendant I'été. En aot, elles sont déja clairement
visibles (longueur de 1,5 a 2 cm). Les chatons de bouleau commencent a s’allonger pendant les mois
de I’été pour entrer ensuite dans une phase de dormance pendant I’hiver. A ce stade les chatons sont
courts, denses et contiennent des microspores. Un peu avant le démarrage de la saison pollinique, le
développement des grains de pollen est renouvelé. A la sortie de Ihiver, les inflorescences atteignent
une longueur d'environ 4 cm. Au cours de la floraison, l'inflorescence s'allonge jusqu'a environ 7-10
cm (Piotrowska, 2008) (Figute 6). Une corrélation est généralement observée entre la longueur de
lanthere et le nombre de GP produit.

4.1. Productivité pollinique par chaton

La production de pollen par 'arbre dépend du nombre de grains de pollens de bouleau (BGP) produit
par étamine et par fleur ainsi que du nombre de fleurs et d’inflorescences sur I'arbre. II existe peu de
données dans la littérature sur la quantité des grains de pollen émise par chaton pour une méme espece
de bouleau. Le Tableau 3 représente la masse des grains de pollen produits par chaton pour différentes
especes de Besula. 1a masse d’un grain de pollen de bouleau individuel a été prise égale a 6,25 ng pour
toutes les espéces (Brown and Irving, 1973). La quantité de grains de pollen émise par chaton varie
donc entre 10 et 152 mg de pollen selon les études et les especes.

Tablean 3: Masse des grains de pollen produits par un chaton pour différentes espéces de Betula. Lorsqu’une conversion d’un
nombre de grains de pollen vers une masse fut nécessaire, la masse d’un grain de pollen de bouleau individuel a ét¢ prise égale a
6,25 ng quelle que soit l'espéce.

masse de grains de pollen par

Genre et espece chaton/mg Références
Betula pendula >10 (Visez et al., 2015)
Betula verrncosa 65 (Piotrowska, 2008)

Betula alba 30-50 (Jato et al., 2007)
Betula pubescens 38 (Erdtman, 1943)
Betula papyfera 152 (Katz et al., 2020)
Betula verrucosa 34 (Erdtman, 1943)
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4.2.Productivité pollinique par arbre

L’arbre de bouleau se caractérise par une production de pollen élevée, avec une productivité environ
dix fois supérieure a celle d'autres especes telles que Corylus, Fraxinus et Ulmus (Brostrom et al., 2008).
De plus, des variations du nombre de grains récoltés dans Iair sont observées d’une année a 'autre
(Frei and Gassner, 2008; Sugita et al., 2010). En effet, la concentration pollinique dans l'air est
influencée par le biorythme de la plante (a une année de forte production de pollen de bouleau
succedent souvent deux années de production moindre) et par les conditions atmosphériques lors de
la formation des inflorescences et de la libération du pollen (Kubik-Komar et al., 2021; Latalowa et al.,
2002).

Peu de données sont disponibles dans la littérature sur la quantité de pollen produite par les bouleaux.
Le Tableau 4 représente la masse des grains de pollen produits par un arbre de bouleau pour
différentes espéces de Betula. Les données varient d’une étude a I'autre.

D'apres Jato et al. (2007), un chaton de Betula alba produit entre 4,8 et 8,2 millions de grains de pollen.
Ces chiffres sont calculés en faisant une moyenne sur 6 arbres. Le nombre de chatons par arbre est
compris entre 8§ 700 et 11 200 chatons (moyenne sur 6 arbres) soit une quantité de 250 et 600 g de
pollen par arbre Betula alba (Jato et al., 2007). Une masse 1égerement plus grande est donnée par I’étude
de Katz et al. (2020) : 625 g de pollen par arbre (Katz et al., 2020).

Selon Erdtman (1943), un arbre de pollen de Betuia verrucosa produit 34 g de pollen. Cette masse
correspond a environ 1000 inflorescences par arbre (Erdtman, 1943). 1l est 10 fois plus faible que les
données de Jato et al. (2007) et Katz et al. (2020). En considérant un nombre de chaton compris entre
1000 et 10 000 par arbre et une masse de pollen par chaton de 36 mg (moyenne B. pubescens et B.
verrncosa a partir de Erdtman, 1943), un bouleau pourrait alors produire entre 6 et 60 milliards de grains
de pollen (soit entre 36 et 360 grammes de pollen par arbre).

Tablean 4: Masse des grains de pollen produits par un arbre de boulean ponr différentes espéces de Betula. Lorsque qun’'une
conversion d’un nombre de grains de pollen vers une masse fut nécessaire, la masse d'un grain de pollen de boulean individuel a été
prise égale a 6,25 ng pour toutes les espéces.

Masse de pollen

Genre et espéce produite par arbre Références
(g/arbre)
Betula alba 260-560 (Jato et al., 2007)
Betula verrucosa 34-360 (Erdtman, 1943)
Betula papyrifera 625 (Katz et al., 2020)

5. LES CONCENTRATIONS POLLINIQUES

5.1. Pollen dans ’air extérieur

5.1.1.Concentrations dans ’atmosphere
Le réseau de surveillance des pollens en France est opéré par le Réseau National de Surveillance
Aérobiologique (RNSA). Il a été créé en 1996 et son objectif principal est de fournir aux médecins
généralistes, aux industries pharmaceutiques et aux allergiques une information sur le contenu de 1'air
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en pollens et en moisissures. Il comporte plus de 72 capteurs répartis sur le territoire frangais pour
fournir des données tout au long de la saison pollinique. Le capteur volumétrique Hirst (Burkard
volumetric spore sampler) est utilisé dans toutes les stations du réseau. Le Tableau 5 montre une
comparaison des concentrations de plusieurs types des grains de pollen mesurées par différents
capteurs. D’apres la littérature, la concentration des grains de pollen dans I'atmosphere varie de
quelques grains a plusieurs milliers de grains par métre cube. En effet, les concentrations des grains de
pollen dans 'atmospheére varient en fonction de différents facteurs. Les conditions météorologiques
(la photopériode, les précipitations, la température et le vent) sont les principales causes de cette
variation. Fgalement, la concentration des grains de pollen est influencée par le type de capteur
employé, la localisation du capteur (dont sa hauteur) et la composition de la végétation locale.

Tablean 5: Exemples de concentrations de grains de pollen mesurées en milien extérienr dans différents environnements.

Type de Type de capteur  Localisation Grains Méthode Référence
pollen du capteur de d’analyse
pollen
/m’
Graminées Capteur Urbaines 87 Microscope  (Damialis et
volurnétrique de Mo ntagneuses 18 optique al., 2019)
type Hirst
Bouleau Capteur Urbaines 30-100  Microscope  (Borycka and
volumétrique de optique Kasprzyk,
type Hirst 2018)
Graminées Capteur de type Urbaines >30 Microscope  (Hugg et al.,
Rotorod optique 2017)
Graminées Capteur Urbaines 25 Microscope  (Osborne et
volumétrique de optique al., 2017)
type Hirst
Graminées Capteur Urbaines 100-1200  Microscope  (Plaza et al,,
volumétrique de optique 2010)
type Hirst
Plusieurs Capteur Banlieues 0-700 Microscope  (Pichot et al.,
types de volumétrique de (suburbaines) optique 2015)
pollens type Lanzoni
Plusieurs Capteur de type Urbaines 7-196 Microscope  (Sterling and
types de Rotorod optique Lewis, 1998)
pollens
Graminées Capteur Urbaines et >30 Microscope  (Yli-Panula et
volumétrique de rurales optique al, 1997)
type Hirst
Plusieurs Capteur Urbaines 30 Microscope  (O’rourke and
types de gravimétrique de optique Lebowitz,
pollens type Rotorod 1984)

Effectivement, le temps de floraison et la libération du pollen sont affectés par I'ensoleillement, les
courants de convection, le vent et la turbulence. Par conséquent, les saisons polliniques sont
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caractérisées par une grande variabilité interannuelle (Puc et al, 2015). L’hétérogénéité des
concentrations des pollens dans l'air (temporellement et spatialement) a été mise en évidence a partir
des mesures des stations permanentes (Mullins and Emberlin, 1997).

En Pologne, des concentrations annuelles jusqu’a 12 830 BGP.m” ont été enregistrées (Kubik-Komar
et al., 2021). Selon Hicks et al. (1994), les concentrations annuelles en pollen de bouleau peuvent
atteindre 12 000 BGPs.m” correspondant 2 un dép6t annuel de 6 300 BGP.cm™ (Hicks et al., 1994).
Monnier et al. (2021) ont suggéré que les concentrations polliniques du bouleau en France ont une
tendance a la hausse (Monnier et al., 2021).

5.1.2. Exposition aux pollens et seuils d’apparition des symptémes

Drapres la littérature, on constate que les seuils polliniques déclenchant des réactions allergiques ne
sont pas encore bien définis. Le Tableau 6 représente une comparaison des seuils polliniques
d’apparition des symptomes allergiques attribués aux grains de pollen de bouleau, de graminée et
d’ambroisie. A noter que la mesure de la concentration des grains de pollen est une approximation de
la présence de leurs allergénes dans I’air (cause principale des réactions allergiques). Pourtant, 'activité
antigénique et le nombre de BGP dans I'atmosphére ne sont pas nécessairement corrélés (Rantio-
Lehtimaki et al., 1994).

Tableau 6: Senils polliniques d’apparition des symptomes allergiques attribués a plusienrs espéces de pollen.

Concentrations
Type de pollen des pollens Manifestations cliniques Références
(grains/m?)
45 Seuils cliniques d’apparition des
premiers symptomes
Alnus Seuils cliniques d’apparition des (Rapiejko et al., 2007)
85 symptomes modérés ou séveres chez
la majorité des personnes allergiques
13 Seuils cliniques d’apparition des (Comtois and Gagnon,
a3 . R
premiers symptomes 1988)
Seuils cliniques d’apparition des
Ambrosia 3 premiers symptémes. chez les (Laaidi et al., 1997)
personnes allergiques
Seuils cliniques d’apparition des
10250 symptomes modérés ou séveres chez  (Solomon et al., 1980)
la majorité des personnes allergiques
30 Seuils cliniques d’apparition des
premiers symptomes
Artemisia Seuils cliniques d’apparition des (Rapiejko et al., 2007)
55 symptomes modérés ou séveres chez
la majorité des personnes allergiques
35 Seuils cliniques d’appatition des
premiers symptomes
Corylus Seuils cliniques d’apparition des (Rapicjko et al., 2007)
80 symptomes modérés ou séveres chez
la majorité des personnes allergiques
Cupressaceae 10-50 Seuils cliniques d"apparition des (Waisel et al., 2004)

premiers symptomes
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Seuils cliniques d’apparition des

Poaceae 20 . R
premiers symptomes

(Rapiejko et al., 2007)

Seuils cliniques d’apparition des
Poaceae 37 symptomes modérés ou séveres chez  (Antepara et al., 1995)
la majorité des personnes

Seuils cliniques d’apparition des

Poaceae 10-50 premiers symptomes chez la (Davies and Smith,

N 1973)
majorité des personnes
Poaceae >50 Symptomes importants (Katelaris et al., 2004)
50 Seuils cliniques d’apparition des (Davies and Smith,
Poaceae premiers symptomes chez la 1973)
37 majorité des personnes (Antepara et al., 1995)

Seuils cliniques d’apparition des
20 premiers symptoémes chez les
personnes allergiques
Seuils cliniques d’apparition des
75 premiers symptomes chez la
majorité des personnes

(Rapiejko et al., 2007)
Betula

Seuils cliniques d’apparition des

30-80 . A
premiers symptomes

(Koivikko et al., 1986)

Seuils cliniques d’apparition des
Platanus >50 premiers symptomes chez la (Alcazar et al., 2004)
majorité des personnes

Drapres la littérature, le seuil de déclenchement d’une réaction allergique varie entre 1 et 4 grains de
pollen/m’ pour les personnes hypersensibles (Comtois and Gagnon, 1988) et de 40 grains/m’ pour la
majorité des personnes allergiques (Guerin, 1993; Laaidi et al., 1997). D’apres la littérature, le seuil de
déclenchement des symptoémes pour le pollen de bouleau est entre 8 et 100 grains/ m’ et celui des
graminées varie entre 4 et 50 grains/m’ (De Weger et al., 2013). Caillaud et al. (2013) ont montré une
absence de symptomes chez des patients atteints de pollinose au bouleau jusqu’a un seuil de 30 grains
de pollen/m’. Une relation linéaire est observée pour les symptoémes nasaux, oculaires et bronchiques
jusqu’a une centaine de grains de pollen par metre cube (Caillaud et al., 2013).

Selon une étude menée aux Etats-Unis sur des enfants de 4 a 12 ans asthmatiques et sensibilisés (ne
prenant pas de traitements de fond) 'apparition des symptomes d’essoufflement, de toux persistante,
de sifflements et des symptomes nocturnes est visible aprés une exposition a 2 grains/m’ (DellaValle
et al., 2012). Ces relations « dose-réponse » sont toutefois tres complexes. Ces seuils ne sont pas
définitivement arrétés et ils peuvent varier d’une personne a une autre. En effet, ils sont influencés par
différents facteurs tels que la sensibilité de 'individu, son mode de vie et les facteurs environnementaux
(pollution) et météorologiques (Jacobs et al., 2012).
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5.1.3. Pollen sédimenté
Le pollen libéré est confronté a différents facteurs avant et durant sa déposition, principalement da a
son poids, sa vitesse de sédimentation, 'impaction, la turbulence, la vitesse du vent et la convection de
Iair (Di-Giovanni and Kevan, 1991; Miki et al., 2021). Une fois le pollen déposé au sol, il est ensuite
soit remis en suspension dans 'atmosphere, soit soumis a d’autres processus pour s’intégrer dans le
sol, en particulier par la pluie ou les vers de terre. Il peut étre également transporté par I'eau et
sédimenté dans des cours d’eau (Davidson et al., 1999; Faegri et al., 1989).

Tablean 7: Densité surfacique maximale de pollen de bonlean sédimenté en extérienr.

Lieu de Type de Durée BGP.m> mg.m” ou Références
collecte collecteur d’exposition ) kg.km™
Metrop(.)le de Echar'ltll%or'meur 1 semaine 38 x 10° 234 (Werchan et
Berlin gravimétrique al., 2017)
. Echantillonneur
Plusieurs ravimétrique (Sugita et al
localisations ~ &, M Lan 110 x 10° 656 & g
. (Tauber 2010)
en Finlande e
modifié)
, Echantillonneur (Emberlin
Métropole de o . 5 .
Londres gravimétrique 1 semaine 38x 10 24 and Norris-
(Durham) Hill, 1991)
Grande Echantillonneur
ravimétrique 1an 71 x 10* 4 (Hyde, 1950)
Bretagne & d ¥
(Durham)
Echantillonneur
Finlande (lac  gravimétrique s (Hicks et al.,
Kevo) (Tauber Lan 63x 10 394 1994)
modifié)

Le Tableau 7 représente une comparaison des quantités maximales de pollen sédimenté en extérieur.
Nous observons qu’une grande différence existe parmi 'ensemble des données présentes dans la
littérature. De plus, la durée d’exposition varie d’une étude a l'autre. La sédimentation du pollen sur un
capteur de Durham est notamment influencée par la vitesse du vent, ce qui complique la relation entre
la concentration atmosphérique et le dépot sur le capteur (Miki et al., 2021). Par ailleurs, au sein d’une
méme ville, des variations spatiales et temporelles importantes de la sédimentation pollinique ont déja
été observées (Werchan et al., 2017). Du point de vue de la pollinisation, chaque meétre carré de I'habitat
de la plante devrait recevoir environ un million de GP pour que la pollinisation soit raisonnablement
efficace (Rojo et al., 2020).

I est supposé que la circulation routiere peut permettre une resuspension du pollen déposé au sol,
comme il I'a été parfois observé pour les graines de plantes (Vitalos and Karrer, 2009). La saison
pollinique, en partie en raison de la resuspension du pollen, peut se terminer plus tard au niveau du sol
comparativement aux prélévements a une quinzaine de metre de hauteur (Rojo et al., 2020).
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5.2.Le pollen allergisant en milieu intérieur

11 est reconnu que les personnes passent la majorité de leur temps en milieu intérieur (Zeghnoun and
Dor, 2010). C’est la raison pour laquelle la qualité de 'air intérieur constitue un enjeu de santé crucial
pour les personnes atteintes d’asthme allergique, de rhinite ou encore de dermatite (D’Amato et al.,
1996; Enomoto et al., 2004; Takahashi et al., 2008; Tormo-Molina et al., 2009).

Les allergenes sont omniprésents dans air intérieur. Les sources d'allergenes courantes trouvées dans
les milieux intérieurs comprennent les acariens, les végétaux, les cafards, les chats, les chiens, les
rongeurs et les moisissures (Pomés et al., 2016). De nombreuses personnes atopiques éprouvent des
symptomes, comme la rhinite ou I'asthme, a cause de ces allergénes présents dans l'environnement
intérieur. La poussicre domestique présente en milieu intérieur est un donc mélange complexe qui peut
contenir plusieurs allergenes (Glorennec et al., 2019).

Dans cette these, nous nous intéresserons exclusivement aux grains de pollens allergisants présents en
milieu intérieur. L’étude des allergeénes polliniques présents en milieu intérieur a fait 'objet de
nombreux travaux de recherche (Tableau 8). Les grains de pollen sont des transporteurs d’allergenes,
et les comptages de pollen peuvent inclure des grains de pollen avec une charge en allergenes plus ou
moins forte (pollen potency). La détermination de la concentration des allergénes polliniques en milieu
intérieur est utile sur le plan clinique (O’rourke and Lebowitz, 1984). 1l faut garder a I’esprit que le
comptage en nombre de grains ne représente pas une charge allergique et n’est pas nécessairement
proportionnel a I'exposition aux allergenes.

5.2.1. Les vecteurs de transport des grains de pollen en milieu intérieur
Lefficacité de pénétration du pollen de I'extérieur vers I'intérieur d’un batiment est relativement peu
documentée. Bien que le pollen soit généralement considéré comme un allergene extérieur, il est
omniprésent en milieu intérieur. En effet, les fenétres, les portes, les systemes de ventilation non filtrés
permettent sa pénétration vers lair intérieur. Le pollen peut étre également transporté par les
chaussures, les vétements, les cheveux et les poils des animaux de compagnie qui constituent aussi des
vecteurs d'entrées importants des pollens en milieu intérieur (Ishibashi et al., 2008).

Une fois en air intérieur, les pollens sont éliminés par resuspension, par ventilation ou par aspiration
et/ou nettoyage. Les allergenes peuvent également étre dégradés par réaction physicochimique (Hugg
etal., 2011).

Les portes et les fenétres ouvertes permettent l'entrée des pollens en milieu intérieur. Farrera et al.
(2002) ont montré que 60% des taxons trouvés en milieu intérieur, dans une maison de la vallée du
Rhone, étaient également présents pendant la méme période de 'année dans 'environnement extérieur
qui l'entoure (Farrera et al, 2002). Cependant, certaines études ont montré que les allergenes
polliniques pourraient étre détectés en dehors de leur saison pollinique (Holmquist et al., 1999).
Fahlbusch et al. (2000) ont révélé qu’une quantité considérable de pollens de graminées reste a
I'intérieur, méme apres la fin de la saison pollinique (Fahlbusch et al., 2000). De plus, Enomoto et al.
(2004) ont montré que le pollen de cédre japonais est trouvé en milieu intérieur (sur les canapés et les
rideaux) apres la fin de sa saison pollinique (Enomoto et al., 2004).

Les vétements et les chaussures constituent un vecteur de transport de pollens vers le milieu
intérieur. Les vétements agissent comme un collecteur passif de pollens (Jantunen and Saarinen, 2011;
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Okuda et al., 2005). Zavada et al. (2007) ont mesuré qu’un t-shirt peut piéger jusqu’a 7 millions grains
de pollen (Zavada et al., 2007). De méme, Takahashi et al. (2008) ont compté 2 a 3 millions de grains
de pollen sur du linge mouillé (Takahashi et al., 2008). Jantunen et al. (2011) suggerent notamment
qu'un grand nombre de grains de pollen de graminées (12-230 GP.cm?) peut étre piégé sur les
vétements et les chaussures apres passage dans une prairie (Jantunen and Saarinen, 2011). Ishibashi et
al. (2008) ont montré que le dépot de pollen sur les chaussures est 4,1 fois plus élevé que celui compté

sur les épaules, le dos et les jambes d’une personne qui marche dans une zone urbaine (Ishibashi et al.,
2008).

Ces analyses dépendent des méthodes d’échantillonnages employées et des tissus utilisés ; le Tableau
8 présente un résumé de la littérature de la quantité de pollens piégés sur les vétements et les différentes
méthodes d’échantillonnages utilisées.

Finalement, des chercheurs ont constaté que les concentrations des grains de pollen dans le milieu
intérieur augmentent lorsque les pieces sont plus fréquentées par des personnes venant du milieu
extérieur (Holmquist et al., 1999; Hugg and Rantio-Lehtimiki, 2007).

Les cheveux constituent également un vecteur de transport de pollen. De Weger et al. (2013) ont
collecté des pollens par lavage des cheveux d’un volontaire. Ils ont trouvé que 36% des pollens trouvés
sur ces cheveux étaient hors de leur saison pollinique. Cela est expliqué par le fait que cette personne
était en voyage dans un autre pays qui présente un profil pollinique différent (De Weger et al., 2013).
Penel et al. (2017), ont montré que les cheveux permettent notamment la collecte des pollens de grande
taille, comme les Mimosaceae, qui ne peuvent pas étre collectés par un capteur statique placé sur le toit
(Penel et al., 2017).

Les poils d’animaux sont considérés aussi comme un vecteur de transport de pollens en milieu
intérieur. Selon Jantunen et al. (2011), le pelage d’un chien peut retenir jusqu’a 240 grains de pollen par
cm’ aprés une journée passée a extérieur (Jantunen and Saarinen, 2011).

Par ailleurs, la plupart des plantes utilisées pour la décoration en milieu intérieur ne constituent
généralement pas une source de pollen allergisant, soit en raison d’une floraison insuffisante ou soit en
raison du caractere entomophile du pollen produit (Patterson et al et al., 1993). Il existe des exceptions,
comme par exemple les allergenes de Fieus benjamina (figuier pleureur) qui peuvent provoquer un
asthme allergique et une rhinite allergique chez certaines personnes (Patterson et al et al., 1993).
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Tablean 8: Résumé de la littérature sur la quantité de pollens piégés sur les vétements et les différentes méthodes d’échantillonnages
utilisées.

Flux de grains

Tgxgn Type des vétements de pollen , Dure.e. Method'e de Méthode d’analyse ~ Référence
pollinique Jem?/heure d’exposition collection
Plusieurs . .
Coton/ILaine/Soie/ . Hémocyto- (Zavada et
t}l;%eﬂseie Lin 59 24 heures Solution métrie al,, 2007)
Pollen de Manteau en laine 9,4 _
cedre du Pantalon en laine 14,5 4 heures Rub/ag Microscopie (Takahashi
Japon adhésif et al., 2008)
T-shirt 10,2
Blouse en mailles 111
serrées ? Ruban
T-shirt en coton 19,2 ) adhésif
Bouleau et Manteau a fourrure 10,4
Pi :
n Blouse en’ mailles 0.83 (Jantunen
serrées . . .
T-shirt en coton 2,44 i Aspirateur Microscopie and
- > Saari
Manteau a fourrure 3,1 — azamnlf;n,
T-shirt humide 12463 30 min . diéz?f
Graminées
Face avant du pantalon 64 Ruban
Face arriere du 38 30 min adhésif

pantalon

5.2.2. Concentrations des pollens en milieu intérieur
Une concentration de 'ordre de quelques dizaines a quelques centaines de BGPs.m? est observée en
air intérieur. Selon Menzel et al. (2017), les concentrations des grains de pollen en milieu intérieur varie
en moyenne entre 16 et 83 BGP.m™ pour des concentrations extérieures supérieures 2 300 BGP.m™
(Menzel et al., 2017). Les taxons de pollen dans l'air intérieur sont généralement les mémes que dans

l'air extérieur, mais les concentrations sont différentes (moins a l'intérieur qu'a l'extérieur) (Hugg et al.,
2011).

Le ratio des BGP entre l'air intérieur et I'air extérieur dépend de la proximité des bouleaux et du schéma
de ventilation. Ce ratio dépend également de la météorologie : augmentation avec la température et
avec un vent perpendiculaire aux fenétres. Le ratio intérieur/extérieur varie de 0,75 (fenétres ouvertes
en grand et ventilation mécanique) a 0,07 (périodes de ventilation courtes) (Menzel et al., 2017).

La détermination de la concentration des grains de pollen en milieu intérieur a été réalisée par
différentes méthodes de prélevements (Tableau 9).
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Tablean 9: Résumé de la littérature des pollens étudiés en milien intérienr, les différentes méthodes de prélévements utilisées et les
différentes concentrations polliniques tromées.

Type de Type de milie Grains de
P Méthode de mesure ou de prélévement ype ce v pollen Référence
pollen intérieur /m?
Echantillonneur personnel portable L (Menzel et al.,
Bouleau (Burkard Manufacturing) Universite 16-83 2017)
_ (Hugg and Rantio-
Bouleau Capteur de type Rotorod Habitations 0-17 T chtimiki, 2007)
o (Jantunen et al and
Bouleau Capteur de type Rotorod Habitations 600 Saarinen, 2009)
Bouleau Burkard Sampler Ecole 6-195 (HOImg;lS)t ctal,
Plusieurs _
Habitations et (Solomon et al.,
types de Capteurs de type Rotorod cliniques 15-253 1980)
pollen
Plusieurs
o (O’Rourke and
types de Capteur de type Rotorod Habitations 0-4 Lebowitz, 1984)
pollen
I:luselsel:es Echantillonneur personnel Habitations 16 (O’Rourke et al.,
yP (Burkard Manufacturing) 1989)
pollen
Plusieurs .
types de Echantillonneur personnel portable Hoépital 10 (Tornlqo 21\(/)[ (())Zh)na et
pollen A
Plusieurs (Carifianos et al
types de Capteur de type Lanzoni VPPS 1000 Université <150 2004) N
pollen
Plusieurs . .
Echantillonneur personnel de ’aérosol .
types de inhalable-(SKC inc.) Habitations 1-71 (Lee et al., 2000)
pollen
Plusieurs . . Ny
types de Echantlllonneqr personnel de aérosol Habitations 0-2 (Lee et al., 2000)
inhalable
pollen
I:luilseléis Echantillonneur personnel portable Héital 25 (Tormo-Molina et
yP (Burkard Manufacturing) p al., 2009)
pollen
Marché 10-70
It’:rllisel:l:es Echantillonneur personnel portable Fermseci;l; vage >-18 (Nayar and
pollen (Burkard Manufacturing) des volailles 8-58 Jothish, 2013)
Etable 9-15
. o (Jantunen et al and
Pin Capteur de type Rotorod Habitations 1980

Saarinen, 2009)
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On constate que les concentrations de pollens mesurées en air intérieur varient énormément dans la
littérature. Ces concentrations dépendent de plusieurs facteurs : le type de pollen étudié, la méthode
de prélevement employée, le type de milieu intérieur (ainsi que son usage et les habitudes des usagers),
la végétation en proximité immédiate et I'intensité de la saison pollinique (O’rourke and Lebowitz,
1984; Sterling and Lewis, 1998; Stock and Morandi, 1988). Tous ces facteurs jouent un role tres
important dans la variabilité des concentrations trouvées en milieu intérieur.

Par exemple, dans deux études différentes réalisées dans une méme région (sud-est de la Finlande), les
concentrations enregistrées en milieu intérieur n’étaient pas similaires. LLes concentrations polliniques
enregistrées dans I’étude de Jantunen et al. (2009) en milieu intérieur est plus élevée que celles
enregistrées par Hugg et Rantio-Lehtimaki (2007)(Tableau 9) (Hugg and Rantio-Lehtimaki, 2007,
Jantunen et al., 2009). En effet, ces différences de concentrations trouvées en milieu intérieur sont
peut-ctre liées en grande partie aux concentrations des pollens en milieu extérieur. Dans ’étude de
Jantunen et al, les concentrations de pollen enregistrées a I'extérieur ont été supérieures a 100
grains/m’. Cependant, dans l'autre étude les concentrations en milieu extérieur étaient plus faibles
(Hugg and Rantio-Lehtimiki, 2007).

Par ailleurs, de tres faibles concentrations ont été observées en air intérieur (10 fois moins qu’en air
extérieur), alors que des quantités de pollens importantes ont été détectées dans les poussicres (en
moyenne 500 000 GP.g"). O’Rourke et Lebowitz (1984) ont conclu que le pollen est apporté en air
intérieur par les chaussures et les vétements plutot que par transfert aérien a partir de lair extérieur
(O’rourke and Lebowitz, 1984). Une absence de corrélation entre la mesure des pollens en air extérieur
avec celle en air intérieur a déja été observée par ailleurs. Cette non-corrélation est probablement due
a la fois a I’éloignement entre les deux points de mesure et a la présence de végétaux pollinisant a
proximité du point de collecte en air intérieur (Holmquist et al., 2001).

Concernant le pollen de bouleau, les concentrations en air intérieur sont généralement de quelques
dizaines de grains par meétre cube avec un maximum reporté a 600 GP.m3 (Tableau 9). Les
concentrations de pollen de Betula sont substantiellement plus faibles a l'intérieur qu’a 'extérieur, et
d’autant plus si Pon préleve vers le centre du batiment. Ceci semble indiquer des propriétés de
pénétration du pollen relativement faibles et/ou la présence de courte durée des grains de pollen dans
l'air intérieur (Hugg and Rantio-Lehtimiki, 2007). Les concentrations intérieures reflétent les
concentrations extérieures avec des rapports intérieur/extérieur moyens allant de 0,01 a 0,22 (Hugg
and Rantio-Lehtimiki, 2007).

5.2.3. Pollen de bouleau dans les poussiéres domestiques
En tant que source d'antigenes, la poussicre domestique peut étre une cause importante de l'allergie au
pollen et notamment source de symptomes d'allergie au pollen apres la saison pollinique (Yli-Panula
and Rantio-Lehtimaki, 1995).

L'activité antigénique des grains de pollen de bouleau dans les poussieres domestiques est plus faible
que dans les poussieres extérieures (Yli-Panula and Rantio-Lehtimiki, 1995). Dans cette étude, il a été
observé que la concentration moyenne de l'activité antigénique a l'intérieur atteint son maximum 3
semaines plus tard qu'a I'extérieur. Ce décalage semble indiquer que le moyen préférentiel par lequel
les antigenes sont transportés a l'intérieur est via les chaussures et les vétements, plutot que via la
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ventilation. Ces auteurs ont également détecté une activité antigénique dans les poussicres domestiques
2 mois apres le pic de pollinisation (Yli-Panula and Rantio-Lehtimiki, 1995).

Hugg et Rantio-Lehtimiéki (2007) ont réalisé un comptage des pollens de bouleau sur différentes
surfaces a I'intérieur de domiciles en employant une méthode de prélévement qui consiste a utiliser
une bande adhésive. Sur 'ensemble des sites étudiés, le nombre de grains de pollen était plus élevé a
proximité des points de ventilation (cadres de fenétres) et/ou des endroits nettoyés moins fréquentés.
Les concentrations de pollen en milieu intérieur sont généralement faibles, entre 0 et 70 GP.cm™ (soit
une masse d’environ 4,4 mg.m* de pollen en prenant la masse d’un grain de pollen égale a 6,25 ng).
Cependant, de fortes concentrations de pollen ont été découvertes a proximité des fenétres avec un
maximum de 2 926 GP.cm™ (soit une masse d’environ 183 mg.m?) (Hugg and Rantio-Lehtimiki,
2007).

Dans une autre étude de la littérature, des concentrations de bouleau de 'ordre de 130 000 GP.g" sont
enregistrées a proximité de la fenétre (soit environ 0,8 mg.g!) (Yli-Panula and Rantio-Lehtimiki, 1994).
A noter que la quantité de poussiere peut varier considérablement selon la zone de préléevement
considérée, entre 0,2 et 13 g.m? (Dybendal et al., 1989). En conséquence, I'utilisation de cette unité
(GP.g") sans mentionner la surface de récolte des poussiéres rend impossible toute comparaison avec
d’autres travaux.

Enfin, il a été observé une adsorption de l'allergene Bez v 7 sur la surface de suies prélevées en air
intérieur (Ormstad et al., 1998) ; ce qui signifie donc une possible présence de l'allergene majeur du
bouleau dans la fraction respirable (PM<2.5 um) de I’aérosol intérieur.

5.2.4. Exposition aux pollens en milieu intérieur
La connaissance des concentrations de pollen en air intérieur est plus pertinente que la concentration
de fond extérieure pour les personnes qui passent la plupart de leur temps a l'intérieur (Menzel et al.,
2017). Les concentrations de pollen a l'intérieur des habitations constituent probablement un enjeu
sanitaire sous-estimé (Menzel et al., 2017). Les études épidémiologiques devraient s'appuyer sur les
concentrations de pollen réelles en air intérieur, en plus de la concentration de pollen de fond au niveau
des toits (Menzel et al., 2017).

Les grains de pollen étant retrouvés en concentrations inférieures en environnement intérieur comparé
a 'atmosphere, certains auteurs postulent que la pénétration du pollen allergisant en air intérieur ne
causerait des symptomes qu’aux personnes les plus sensibles (Hugg et al., 2011). II existe cependant
un faisceau d’information indiquant une présence, éventuellement abondante, du pollen dans les
poussicres domestiques. I’accumulation du pollen allergisant dans ces dernieres pourrait étre une
source d’expositions aux allergenes polliniques sur une période plus longue que la seule saison

pollinique.
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6. VIEILLISSEMENT ATMOSPHERIQUE DU GRAIN DE
POLLEN

La bibliographie de cette these est principalement centrée sur les polluants ayant fait 'objet du plus
grand nombre d’études : NO,, O; et les particules atmosphériques. SOz n’a pas été retenu en raison de
la baisse importante de la concentration atmosphérique de ce polluant en Europe.

Avant de parler de I'effet de la pollution sur le pollen, il faut bien entendu mentionner que les polluants
ont un effet direct sur les personnes allergiques. L’ozone est par exemple un gaz agressif provoquant
une diminution de la fonction pulmonaire et un déclenchement des crises d’asthme (OMS, 2011). Ce
polluant altére les muqueuses respiratoires en augmentant leur perméabilité (De Blay et al., 2000). Le
NO:;estun gaz irritant pour Pappareil respiratoire et il favorise hyperréactivité bronchique (Peters et
al., 2019). Les populations asthmatiques semblent étre plus sensibles également a ce polluant, et chez
I'enfant il peut favoriser des infections pulmonaires (OMS, 2011). Les polluants gazeux comme 'ozone
(O3), les oxydes d’azote (INO, NOy) et le dioxyde de soufre (SO,) sont considérés comme des facteurs
aggravants de la réaction allergique par irritation des voies respiratoires (Peters et al., 2019). Les effets
sanitaires de la pollution sur P'allergique sont en dehors du cadre de cette these et seuls les effets directs
de la pollution sur le grain de pollen seront traités.

Le pollen est modifié par la pollution atmosphérique (Sénéchal et al., 2015). Selon certaines études, un
effet direct des polluants atmosphérique est observé lors de la production du grain dans I'anthére ou
lors de la pollinisation lorsque le grain de pollen est dispersé dans 'atmosphere. Les effets directs de
la pollution sont constatés a plusieurs niveaux tels que : l'altération de la fonction reproductive du
pollen, des changements physico-chimiques de la surface du grain et une fragilisation de la membrane
cytoplasmique, des modifications du potentiel allergisant ou encore une augmentation de la production
des especes réactives de l'oxygene et donc par extension, une aggravation des effets pro-inflammatoires
(Sénéchal et al.,, 2015). Ces modifications pourraient altérer par conséquent leur potentiel allergisant
(Annesi-Maesano et al., 2012; Bartra et al., 2007; Behrendt et al., 1999; Kanter et al., 2013; Motta et al.,
2000).

6.1. Altération de la fonction reproductive

La pollution cause une altération des fonctions reproductives du pollen. Généralement, une exposition
réelle ou simulée a des polluants de différentes natures peut aboutir a une diminution de la viabilité
et/ou de la germination des grains de pollen (Wolters and Martens, 1987).

Les nombreuses différences entre especes rendent impossible de tirer des conclusions quantitatives
sur effet des polluants atmosphériques sur les grains de pollen (Iannotti et al., 2000). Le pollen exposé
in vivo semble étre toutefois plus sensible a la pollution comparé a une exposition 7 vitro (Wolters and
Martens, 1987), ce qui laisse prévoir un réle protecteur de I'anthere.

Par exemple, la germination des grains de pollen de graminées Phleum pratense n’est pas modifiée apres
une exposition z vitro a une atmosphere polluée (Albertini et al., 2000; Huss-Marp et al., 2008). Au
contraire, Cuinica et al. (2014, 2013) ont observé une diminution de la germination des grains de pollen
de bouleau Betula pendula apres une exposition # vitro a 'ozone (61-192 ppb pendant 6/12h) et au
dioxyde d’azote (34-67 ppb pendant 6/48h) (Cuinica et al., 2014, 2013b).
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6.2.Modifications physiques des grains de pollen et libération des granules

Les pollens collectés dans des zones polluées présentent souvent des altérations physiques. Ces
altérations se traduisent par des fissures voire une déchirure de I'exine (Amjad and Shafighi, 2012;
Azzazy, 2016; Ouyang et al., 2016; Peltre, 1998; Shahali et al., 2009b), par la présence d’un dépot
extrapollinique (cf partie 6.7) provenant de particules atmosphériques ou par des résidus de
précipitation liés a ’évaporation de gouttelettes d’eau (Amjad and Shafighi, 2012; Okuyama et al., 2007;
Visez et al., 2015).

Ces modifications physiques ont été associées a des formes anormales des grains de pollen. Par
exemple, certains auteurs ont observé des grains de pollen ayant une taille plus petite que la taille
habituelle avec une plus forte fragilité de I'exine (Amjad and Shafighi, 2012; Guedes et al., 2009;
Schoene et al., 2004; Tretyakova and Noskova, 2004). La fragilisation de I'exine par la pollution
atmosphérique joue un role essentiel dans la libération des granules cytoplasmiques (cf. partie 6.9)
(Amjad and Shafighi, 2012; Bianchimano et al., 2014; Depciuch et al., 2016a; Kalkar Surekha and Renu,
2014; Reshetova et al., 2015; Rezanejad, 2009; Shahali et al., 2009b).

Certains auteurs ont montré que dans des zones polluées, les grains de pollen sont vidés de leurs
contenus cytoplasmiques (Puc et al., 2016). En outre, une pollution attificielle de NO, ou/et d’Os du
pollen de fléole cause une augmentation de la libération des granules cytoplasmiques (Motta et al.,
2000). Ces granules libérées ont une taille comprise entre 0,5 a 4,5 um selon les especes (Bacsi et al.,
20006). En raison de cette taille réduite, ces granules peuvent pénétrer plus profondément que le grain
de pollen dans l'appareil respiratoire (Motta et al., 2000) et ils peuvent provoquer des réactions
allergiques plus fortes que celles induites par le pollen (Behrendt and Becker, 2001; Motta et al., 2000;
Taylor et al., 2002)

11 faut préciser que certaines especes ne présentent pas de modifications physiques des grains de pollen
suite a une exposition a des polluants gazeux (Kanter et al., 2013; Zhu et al., 2018). Il n’est généralement
pas possible de généraliser les résultats d’un taxon a 'autre.

6.3. Modification de la fraction protéique des grains de pollen

Des chercheurs ont observé que les polluants atmosphériques sont susceptibles d’entrainer une
altération de la fraction protéique du pollen (Depciuch et al., 2016a; Frank and Ernst, 2016; Shahali
and Dadar, 2018). Cette altération peut causer une modification des potentiels allergisants des grains
de pollen.

Les modifications de la quantité des protéines et d’allergenes causées par la pollution atmosphérique
ne sont pas encore complétement élucidées. Par exemple, il a été observé une augmentation (Eckl-
Dorna et al., 2010; Lu et al., 2014), une diminution (Cuinica et al., 2013b, 2014; Ribeiro et al., 2013;
Shahali et al., 2009a; Smiljanic et al., 2019) et méme une absence d’effet (Duque et al., 2012; Kanter et
al., 2013; Rezanejad, 2009) sur les protéines et les allergenes sous effet des polluants.

Ces allergenes sont souvent considérés comme des protéines de défense. Suarez-Cervera et al. (2008)
ont en effet proposé 'augmentation des allergenes comme un mécanisme de défense employé par les
pollens suite a un stress extérieur. Une augmentation de la quantité des allergenes a été par exemple
observée suite a un stress chimique induit par la pollution pour le pollen de Cupressus arizonica (Suarez-
Cervera etal., 2008). Le pollen d’ambroisie collecté en bordure de route a fort trafic présente également
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une forte allergénicité en comparaison avec celui collecté pres de route a faible trafic (Ghiani et al.,
2012).

6.4.Changements dans la composition chimique élémentaire du grain de
pollen

En terme de composition chimique élémentaire, le potassium (K) et le phosphore (P) sont les éléments
détectés chez un grain de pollen de Poaceae et d’Alnus spp non pollué (Cerceau-Larrival et al., 1994,
1991). Cependant, plusieurs autres minéraux sont également présents comme le soufre (S), nickel (Ni),
cuivre (Cu), zinc (Zn), brome (Br), aluminium (Al), calcium (Ca), plomb (Pb) (Shahali et al., 2009b).

Drapres la littérature, il semble difficile de trouver une composition chimique élémentaire ‘type’ du
pollen pollué (Duque et al., 2013; Kalbande et al., 2008; Shahali et al., 2009b; Yousefi et al., 2011).
Plusieurs éléments minéraux peuvent étre considérés comme marqueur de pollution. Par exemple le
pollen de Cupressus arizonica collecté sur des sites urbains pollués a présenté d’importantes variations
dans certains éléments caractéristiques d’un milieu pollué tels que nickel (Ni), soufre (S), fer (Fe) et
cuivre (Cu) (Shahali et al., 2009b). A Stockholm, Nilsson et al. (1991) ont observé une augmentation
de la quantité de Zn chez le pollen de Betula collecté dans des zones polluées (Nilsson and Berggren,
1991).

La modification de la composition chimique élémentaire du grain de pollen a par ailleurs été liée a une
diminution de sa germination (Chropenova et al., 2016; Wang et al., 2015, 2014).

6.5.Modifications de la fraction lipidique des grains de pollen

La fraction lipidique du grain de pollen est répartie entre son cytoplasme et son enveloppe. Cette
fraction lipidique peut jouer un réle dans I'inflammation des voies aériennes lors de Iinhalation du
grain de pollen. Les lipides polliniques peuvent notamment agir comme ligands avec les protéines
allergisantes et comme des adjuvants a la réaction allergique (Dahl, 2018; Gilles et al., 2012).

Cette fraction lipidique peut étre modifiée 7z vitro par la pollution atmosphérique (Farah et al., 2019;
Naas et al., 2016; Zhu et al., 2018). En exposition réelle, Beck et al. (2013) n’ont pas observé chez le
pollen de bouleau une modification de la concentration en prostaglandine GPE2 (composé de la
famille des PALMs : Pollen Associated Lipid Mediators) selon 'exposition a 'ozone (Beck et al., 2013).
Rezanejad et al. (2012,2009) ont observé que le taux de flavonoides chez les grains de pollen Thuja
orientalis collectés en zone polluée par le trafic routier est supérieur par rapport aux pollens présents en
zone peu polluée (Rezanejad, 2012, 2009). Smiljanic et al. (2019) ont montré que les pollens de fléole
des prés prélevés en zone polluée présentent des concentrations élevées en composés phénoliques
(Smiljanic et al., 2019). A TI'inverse, les grains de pollen de Corylus avellana collectés en zone a forte
pollution contenaient une plus faible fraction lipidique (Depciuch et al., 2016a).

La couche lipidique externe du grain de pollen est affectée par 'ozone. Naas et al. (2016) ont montré
que les acides gras présents sur la surface externe des grains de pollen de Prnus halepensis sont oxydés
en aldéhydes et en acides dicarboxyliques (Naas et al., 2016). De plus, les alcénes présents dans la
fraction lipidique externe des grains de pollen de bouleau sont oxydés en aldéhydes et en acides
carboxyliques sous une concentration de 100 ppb d’ozone (Zhu et al., 2018). Farah et al. (2019) ont
montré dans leur étude menée sur le pollen de Phleum pratense que la fraction lipidique de ce pollen est
également modifiée apres une exposition a 100 ppb d’ozone (Farah et al., 2019).
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6.6.L’impact de ozone sur P’allergénicité du pollen

Cette thése contient un chapitre qui s’'intéresse a ’étude de la capture de 'ozone sur 21 échantillons de
grains de pollens issus de différents végétaux (Chapitre III). Nous présentons donc dans cette partie
les différentes études de la littérature qui s’intéressent uniquement a ’effet de 'ozone sur la pollinose
et les pollens.

Drapreés la littérature, sur 'ensemble des polluants, c’est 'ozone et les particules qui ont été les plus
souvent incriminés dans 'augmentation, en jours consécutifs, de la prévalence des manifestations
allergiques (rhinite, conjonctivite, toux et asthme) (Davidson et al., 2005; Kim et al., 2015).

La production de 'ozone est favorisée lors des situations anticycloniques calmes, vent modéré et fort
ensoleillement. Ces conditions sont également adéquates pour la libération et a la dissémination des
pollens dans 'air. De ce fait, il n’est pas surprenant que les pics de pollinisation se superposent souvent
aux pics d’ozone car les deux phénomenes sont favorisés par les mémes conditions météorologiques
(Orby et al., 2015).

Des corrélations positives ont été retrouvées entre I'ozone et la rhinite, la conjonctivite, la toux et
'asthme, pendant la pollinisation des arbres (février-mai) et durant celle des herbacées (mai-septembre)
(Laaidi et al., 2002). Chez les sujets sensibilisés, les polluants atmosphériques peuvent accentuer la
réaction allergique en abaissant le seuil de réactivité bronchique et/ou en accentuant lirritation des
mugqueuses nasales ou oculaires (ANSES, 2014). De Blay et al. (2000) ont montré que pour chaque
augmentation de 10 ppb d’ozone, la probabilité de symptomes allergiques augmente de 20 % (De Blay
et al., 2000). En effet, 'ozone altere les muqueuses respiratoires et augmente leur perméabilité, ce qui
provoque une réaction allergique a des concentrations de pollen plus faibles (De Blay et al., 2000).
L’ozone abaisse également le seuil de réponse aux allergenes et 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).

Par contre, Molfino et al. (1991) ont montré que des concentrations d’ozone bien supérieures au seuil
préétabli de 100 pug.m™ (valeur reportée a la périphérie des grandes villes lors des jours ensoleillés et
chauds) n’ont entrainé aucune aggravation des symptomes en fin de la saison pollinique ou le seul
pollen présent était Portie qui n’est quasiment jamais responsable d’allergies (Molfino et al., 1991).
Pourtant cette concentration d’ozone suffit a accentuer la réponse bronchique chez les asthmatiques
réagissant aux pollens de Poacées et d’ambroisie (Molfino et al., 1991).

L’ozone peut agir sur les allergenes ainsi que sur les lipides des grains de pollen mais également altérer
leur structure avec pour effets de modifier leur allergénicité et de provoquer une exacerbation des
manifestations allergiques (Bist et al., 2004; D’Amato et al., 2010; Motta et al., 2006; Ruffin et al., 1986).
De nombreuses études ont porté sur I'effet de 'ozone sur les pollens allergisants (Tableau 10).
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Tablean 10

: Synthese des études de la littérature en rapport avec l'effet de 'ozone sur le pollen.

Type d’étude (concentration

Taxon Effets Références
en ozone)
e Diminution de la quantité totale (Ribeiro et al.,
Acer negundo Exposition 7 vitro (100 ppb/6h) des protéines 2013)
Exposition 7 vitro (30-235 Augmentation de la production (Ribeiro et al.,
Acer negundo ppb/6h) JIoE 2013)

. s s Exposition a Iair ambiant Augmentation de niveau des (Ghiani et al.,
Ambrosia artemisiifolia (proche de la route) allergenes Amb a Tet Amb a 2 2012)
Ambrosia artemisiifolia  Exposition 7 vitro (100 ppb/ 5h)  Diminution de la viabilité du pollen <les qlzlglirlu) °t
Ambrosia artemisiifolia Exposition in vitro (100 ppb/7 Pas de Shange\ment au niveau de (Pasqualini et

jours) lallergene Amb a 1 al.,, 2011)

Ambrosia artemisiifolia

Exposition 7 vitro (40-80 ppb/3
semaines)

Pas de modifications physiques du
grain ni d’influence sur allergene
majeur

(Kanter et al.,
2013)

Betula

Exposition 7 vitro (60-192 ppb

Diminution de la viabilité et de la

(Cuinica et al.,

/6-12h) germination du pollen 2013a, 2013b)
Betula Exposition o velro (42 ppb/ 7 Augmentation de Iallergene Bez v 7 (Beck etal,
jours) 2013)
S Modification de la fraction (Zhu et al.,
Betula pendula Exposition # vitro (130 ppb/16h) lipidique 2018)
. Exposition de la plante a I’air Diminution de la germination et de ~ (Datbah et al,,
Betula papyrifera ambiant / 9 ans la viabilité du pollen 2007)
e Augmentation de la libération des ~ (Thomas et al,,
Betula alba Exposition 7 vitro (300 ppb /4h) protéines 1997)
Brassica napus Exposition 7 vitro (100 ppb/ 6 h) Inhibition de la reproduction (Boiggg)t .
Exposition a I’air ambiant (25- S S (Gottardini et
Corylus avellana 100 ppb) Diminution de la viabilité al., 2004)
Cupressus arizonica Exposition a ’air ambiant Augmentation de I’expression de (Cortegano et
P (proche d’une route) allergene Cup a 3 al., 2004)
(Chichiricco
Crocus vernus Exposition # vitro (300 ppb/2h) Inhibition de la germination and Picozzi,
2007)
Dactylis glomerata Exposition 7z vitro (100 ppb/4h) ~ Diminution de la production d’IgE (R;ge;geg;;) ct
. L Pas de modification au niveau des (Rogerieux et
Dactylis glomerata Exposition # vitro (100 ppb/4h) protéines al, 2007)
. . L Augmentation de la libération des ~ (Thomas et al.,
Fraxinus pensylvanica Exposition 7 vitro (300 ppb/4h) protéines 1997)
Nicotiana tabacum Exposition 7 vitro (25-100 Réduction deilzt. taille du tube (Feder, 1968)
ppb/5,5 h) pollinique

Diminution du nombre totale des

(Ribeiro et al.,

Platanus spp Exposition 7 vitro (100 ppb /6h) protéines 2013)
A , L Modification de la fraction (Naas et al.,
Pinus halepensis Exposition # vitro (175 ppb /1h) lipidique 2016)
. . oo Pas de modification de la capacité (Benoit et al.,
Pinus strobus Exposition i vitro (100 ppb/8 h) de germination 1983)
Phleum pratense Exposition 7 vitro (100 ppb/4h) ~ Diminution de la production d’IgE (R;ge;loe(;l;i) ct
Exposition én vitro (30-80 o R R (Albertine et al.,
Phleum pratense ppb/4h) Inhibition de I'allergene Ph/p 1 2014)
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Phleum pratense Exposition n vitro (100 ppb/dy L 2° de modification au niveaudes — (Rogerieux et

protéines al., 2007)
o Modification de la fraction (Farah et al.,
Phleum pratense Exposition 7 vitro (100 ppb/16h) lipidique 2019)
e Diminution du nombre total des (Ribeiro et al.,
Quercus robur Exposition 7 vitro (100 ppb/6h) protéines 2013)
Exposition # vitro (80 ppb/107 (Eckl-Dorna et

Secale cereale Augmentation de I'allergene Ph/p 1

jours) al., 2010)
e Augmentation de la libération des (Thomas et al.,
Secale cerale Exposition 7 vitro (300 ppb/4h) protéines 1997)

Exposition 7 vitro (120 ppb/5,5 Réduction de I’élongation du tube (Mumford et

Zea Maize h durant 60 jours) Polh'nique al., 1972)

L’ozone ne semble pas avoir les mémes effets sur le pollen selon le taxon. Pour certaines especes
végétales, I'ozone semble inerte alors que pour d’autres, des effets contraires sont observés, par
exemple sur la quantité totale de protéines. Il n’est clairement pas possible d’extrapoler les effets de
I'ozone d’une espece a une autre espece. Il est notable que 'ozone semble agir sur certains taxons a
partir de faibles doses. Par exemple, 'exposition a I'Os 7 vitro a une concentration de 60 ppb durant 6
h induit une réduction significative du taux de viabilité et de germination du pollen de Betwla pendula
(Cuinica et al., 2013b).

La tendance principale est toutefois a la hausse de I'allergénicité du pollen suite a une exposition a
I'ozone, que ce soit par laugmentation des teneurs en allergenes, la modification d’adjuvants
polliniques a la réaction allergique, ou encore par la facilitation de la rupture du grain de pollen qui
engendre une meilleure dispersion des allergenes.

Meéme si une hausse de I'allergénicité potentielle du pollen est observée expérimentalement, le lien avec
les symptomes n’a pas été clairement établi. Il apparait dans la littérature que I'ozone aggrave les
symptomes mais sans pouvoir apporter de réponse a la question du mécanisme d’action de 'ozone sur
le pollen ou sur la personne allergique elle-méme. Il a en effet été démontré récemment qu’une
augmentation de la concentration d’ozone cause une aggravation des symptomes allergiques durant la
saison pollinique du bouleau, des graminées et de 'ambroisie (Berger et al., 2020).

L’augmentation du taux en allergénes est une piste d’explication pour cette exacerbation des
symptomes. Beck et al. (2013) ont par exemple montré que la teneur des allergenes Ber v 7 est
positivement corrélée a laugmentation des niveaux d’ozone (Beck et al., 2013). Par ailleurs, Rogerieux
et al. (2007) ont montré une acidification de certains allergenes d’un extrait aqueux de pollen de fléole
apres 'exposition de ce pollen a 'ozone. En revanche, Rogerieux et al. (2007) ont observé une
diminution de la quantité des allergenes du pollen de fléole suite a une exposition artificielle a 'ozone
(Rogerieux et al., 2007). Ribeiro et al. (2013) ont quant a eux conclu que 'ozone cause une diminution
de la fraction soluble des protéines (Acer negundo, Quercus robur et Platanus spp.) effet qui semble étre lié
a la nature du grain de pollen et a la concentration d’ozone (Ribeiro et al., 2013).

Parmi les mécanismes reliant 'ozone et les symptomes, Naas et al. (2016) ont montré que la fraction
lipidique du pollen de pin est modifiée apres une exposition z vitro a ’'ozone (Naas et al., 2016). Cette
modification chimique de la fraction lipidique des pollens pourrait moduler la réaction allergique et le
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potentiel allergisant du pollen (Beck et al., 2013; Behrendt et al., 1991). Zhu et al. (2018) ont également
montré que 'ozone s’adsorbe en surface du pollen de bouleau avec des implications potentielles sur le
stress oxydant induit par le pollen (Zhu et al., 2018). De plus, Pasqualini et al. (2011) ont étudié la
formation d’espéces réactives de Poxygene (ROS Reactive Oxygen Species) sur du pollen d’Ambrosia
artemisifolia exposé a 'ozone a des teneurs atmosphériques pendant plusieurs jours (Pasqualini et al.,
2011). Ces auteurs montrent que les ROS ne sont pas directement augmentées par le traitement a
I'ozone mais que lactivité d’une enzyme, la NADPH oxidase est stimulée, celle-ci pouvant en retour
augmenter la production de ROS (Pasqualini et al., 2011).

Le lien entre 'ozone et les symptomes nécessite plus d’études systématiques avec des conditions
d’exposition identiques sur différents types de pollens et avec une extension des moyens analytiques
tant physicochimiques que biologiques pour identifier les modifications induites par la pollution. La
susceptibilité des pollens a 'ozone est différente selon les taxons et elle pourrait étre influencée par les
cocktails de polluants. La relation dose-réponse sur le pollen n’est également pas connue.

6.7.Formation de complexes pollen-particules dans ’atmosphére

La pollution de T’air est 'une des causes principales de déclenchement et d'aggravation des allergies
respiratoires (Barraza-Villarreal et al, 2008; Cakmak et al, 2002; Chen et al, 2012). D’apres
I'organisation mondiale de la santé (OMS), les particules atmosphériques affectent plus de personnes
que tout autre polluant (OMS, 2011). Une augmentation de la concentration particulaire dans lair
induit une augmentation des entrées aux urgences pour crise d’asthme (Kim et al., 2015; Phosri et al.,
2017; Polosa, 2001; Pope and Dockery, 1994).

Bien que Pexposition aux particules atmosphériques seules puisse induire une augmentation des
réponses allergiques au niveau de l'appareil respiratoire, de nombreux travaux ont montré que
'association des allergenes aux particules atmosphériques peuvent aggraver les symptomes allergiques
(effet adjuvant) (Motta et al., 2000).

Plusieurs voies de contamination du pollen par les particules atmosphériques peuvent s’envisager. La
contamination peut survenir avant que le pollen ne quitte la plante au moment de ouverture des
antheres. Successivement, le grain de pollen peut se polluer par coagulation avec d’autres particules en
suspension au cours de son transport atmosphérique. Il est aussi concevable que le pollen se contamine
apres sédimentation au contact de particules sur une surface polluée (Choél and Visez, 2019).
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Figure 7 : Clichés de microscopie électronique de grains de pollen de bouleau pollués portant : (a) une particule de
silicate de calcium de 1 pm ; (b) des particules d'aluminosilicate; (c) une grosse particule de poussiére de sol ; (d) une
grosse particule de phyllosilicate, (e) une particules supermicronique et une douzaine de particules de dolomite
submicronigues; (f) une particule sphérique de cendres volantes de charbon (riche en O-ALS7 diam 3,5 um), une
particule de calcite (vers le haut) et une particule de gypse (vers le bas) (Choél et al., 2022).

La présence de ces particules sur la surface des grains de pollen cause une modification de la structure
des grains de pollen, une modification de leur contenu allergénique et une fragilisation de leur
membrane cytoplasmique entrainant ainsi la libération de leur contenu allergénique dans 'air (Motta
et al., 20006; Rogerieux et al., 2007; Sénéchal et al., 2015). Les particules atmosphériques peuvent jouer
un role d’adjuvant dans la survenue de crises d’asthme en adhérant sur la surface des grains de pollen
formant ainsi le complexe pollen-particules (Gonzalez-Diaz et al., 2016; Kim et al., 2013; Schiavoni et
al., 2017; Visez et al., 2019).

Par ailleurs, ces particules peuvent affecter la germination des grains de pollen (Visez et al., 2019). Par
exemple, la germination du pollen de Camellia japonica est perturbée par la présence d’un grand nombre
de particules PM sur sa surface (Aoyagi and Ugwu, 2011). Par contre, Gottardini et al. (2004) ont
montré une corrélation négative entre la germination et la présence des particules PM sur la surface
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des grains de pollen de pin récoltés sur 3 zones distinctes avec différents niveaux de pollution de l'air
(Gottardini et al., 2004).

L’effet des polluants gazeux sur les grains de pollens est bien documenté dans la littérature (Frank and
Ernst, 2016; Sénéchal et al., 2015). Toutefois, celle de I'interaction entre les grains de pollen et la
fraction particulaire de 'atmosphere est moins étudiée (Visez et al., 2019). Cette contradiction est due
a la complexité de mener des études systématiques au niveau d’un grain de pollen individuel afin de
détecter, compter et analyser la nature chimique des particules adhérées sur sa surface. En outre, la
difficulté de reproduire une pollution particulaire au laboratoire similaire a celle que I'on trouve en
conditions réelles rend la tache également plus délicate.

D’apres la littérature, les grains de pollens récoltés en milieu rural présentent moins de particules
atmosphériques sur leurs surfaces que les grains récoltés en milieu urbain (Amjad and Shafighi, 2012;
Azzazy, 2016; Bianchimano et al., 2014; Cerceau-Larrival et al., 1991; Peltre, 1998). Par exemple,
Shedghy et al. (2016) ont montré que 20 a 70 % des grains de pollen collectés en milieux urbains
présentent des particules atmosphériques sur leurs surfaces. Par contre, les grains de pollen récoltés en
milieux ruraux présentent moins des particules sur leurs surfaces, entre 0 et 9% (Sedghy et al., 2010).
De fagon surprenante, il est remarquable que Guedes et al. (2009) n’aient pas observé de particules
diesel sur les grains de pollen collectés dans en milieu urbain caractérisé par un trafic routier fort
(Guedes et al., 2009).

Apres adhésion sur les grains de pollen, ces particules peuvent étre chargées en allergenes par diffusion
des protéines en présence d’eau (Kim et al., 2015; Phosri et al., 2017; Polosa, 2001; Pope and Dockery,
1994). 11 a été en effet montré que les allergenes Bez v 7 et Lo/ p 1 peuvent se lier aux particules diesel
ety rester malgré un nettoyage aqueux (Knox et al., 1997; Ormstad et al., 1998). Ces allergénes associés
a des particules fines peuvent pénétrer plus profondément dans les poumons. Ils pourraient aussi rester
présents dans 'atmosphere sur des périodes plus longues que les seules périodes de pollinisation.

Les particules diesel jouent un role dans la gencse des maladies allergiques et plus particulierement
I'asthme (Riedl and Diaz-Sanchez, 2005; Saxon and Diaz-Sanchez, 2005). D’apres la littérature,
l'exposition aux particules diesel peut accroitre les niveaux en différentes cytokines et chemokines. Ces
deux molécules sont des messagers chimiques clés dans le processus inflammatoire de l'asthme. Diaz-
Sanchez et al. (1997) ont montré que l'action des particules diesel est aggravée en présence d'allergene
d’ambroisie. En effet, ils ont détecté une augmentation de l'expression de toutes les cytokines de type
Th2 dans le fluide nasal (Diaz-Sanchez, 1997). Par ailleurs, ils ont montré que ce complexe induit une
forte production d'IgE spécifiques de I'ambroisie méme quatre jours apres l'exposition (Diaz-Sanchez,
1997).

Un fois chargées en allergenes sur la surface du pollen, ces particules pourraient étre remises en
suspension et ainsi participer a la dispersion des allergenes de pollen dans la fraction fine de ’aérosol
atmosphérique (Solomon, 2002).
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6.8.Présence des allergénes de pollen dans la fraction respirable de I’aérosol
atmosphérique

Les particules de 'aérosol atmosphérique pourraient étre un support de transport des allergenes dans
lair. Le transfert de ces derniers sur des particules atmosphériques se fait par contact physique avec
les allergenes ou avec des eaux de lessivage du grain de pollen. Les mécanismes précis qui aboutissent
a ce contact entre les allergénes et les particules atmosphériques ne sont pas connus avec certitude
pour le moment.

Ormstad et al. (2000) ont observé que les particules de suies (taille plus petite que 10 um) collectées
dans I'air intérieur, présentent sur leurs surfaces des allergenes Bez » 7 de bouleau (Ormstad et al., 2000).
Buters et al. (2010) ont détecté aussi des allergénes de bouleau Bez v 7 dans la fraction PM,s de I'aérosol
atmosphérique (Buters et al,, 2010). A noter que les particules de suies sont aptes a pénétrer
profondément dans le systeme respiratoire. De surcroit, des allergenes des grains de pollen sont
détectés sur des particules émises par les transports automobiles (Namork et al., 2006). Vinckier et al.
(2006) ont montré, a partir d’'un chaton de bouleau, qu'un petit nombre d’orbicules (1 a 3) peuvent
quitter I’anthére sous forme de particules libres, jouant un réle dans la dissémination des allergenes de

bouleau (un allergene mineur Bez v 7 et des traces de Bez v 7 allergene majeur de bouleau) (Vinckier et
al., 2000).

La présence des allergénes dans la fraction PMiy de l'aérosol atmosphérique est généralement
proportionnelle a la présence de pollen dans I'air (Buters et al., 2010; Jochner et al., 2015; Schippi et
al., 1997). Cependant, la gravité des symptomes allergiques est plutot liée a la concentration des
allergenes présents dans lair (Buters et al., 2012; Jochner et al., 2015). Feo Brito et al. (2010) ont montré
que les symptomes d’allergies polliniques des graminées sont liés principalement a la concentration des
allergeénes de pollen de graminées dans l'air (Feo Brito et al., 2010).

La dispersion des allergenes dans la fraction fine de I'aérosol atmosphérique peut avoir lieu en dehors
de la saison pollinique. En effet, des allergenes de pollen ont été détectés dans la fraction PMas et PM,
de 'aérosol atmosphérique en dehors des périodes de pollinisation (Dockery et al., 1993; Namork et
al., 2006; Takahashi et al., 1991; Wang et al., 2008). Par exemple, des allergénes de fléole des prés ont
été détectés sur des particules PMj, collectées en hiver (Namork et al., 2000).

6.9.Rupture du grain de pollen

La taille moyenne des grains de pollen varie entre 20 et 60 pm. Cette taille ne leur permet de pénétrer
que dans les voies aériennes supérieures. Cependant, le cytoplasme de pollen contient des granules
cytoplasmiques riches en protéines allergisantes appelées allergenes (Grote, 1999; Grote et al., 1993).
Ces allergenes sont de nature protéique ou glycoprotéique. Ils sont tres solubles dans I'eau (Taylor et
al., 2004; Vrtala et al., 1993). Ils peuvent contenir des composés ayant des effets pro-inflaimmatoires
ou adjuvants a la réaction allergique. En outre, les pollens de bouleau ne possedent pas le méme
contenu en allergénes. Par exemple, dans une étude menée a Stockholm, Hjelmroos et al. (1995) ont
trouvé que les grains de pollen de bouleau qui se trouvent sur la face de 'arbre le plus exposé a la
lumicere solaire sont plus riches en allergenes que ceux prélevés sur la face de I'arbre qui regoit moins
de lumiére solaire (Hjelmroos et al., 1995).
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Les granules cytoplasmiques ont une taille comprise entre 0,5 a 4,5 pm selon les espéces (Bacsi et al.,
20006). En raison de cette taille réduite, ces granules peuvent pénétrer plus profondément que le grain
de pollen dans Pappareil respiratoire (Motta et al., 20006). De ce fait, ils peuvent provoquer des réactions
allergiques plus fortes que celles induites par le grain de pollen (Behrendt and Becker, 2001; Motta et
al., 2006; Taylor et al., 2002).

Les granules cytoplasmiques sont libérés du pollen de différentes fagons. Lorsque le grain de pollen
entre en contact avec la muqueuse nasale, le pollen se rompt et les allergénes hydrosolubles diffusent
dans le mucus épithélial ou ils deviennent disponibles pour le systeme immunitaire (Behrendt and
Becker, 2001).

Cependant, ces allergenes peuvent étre libérés avant inhalation. Dans une atmospheére seche, le pollen
est tres stable, il peut garder son contenu cytoplasmique (ses allergenes) pendant des années (Stanley
and Linskens, 2012). Cependant, la rupture des grains de pollen et la libération de son contenu
cytoplasmique dépendent des facteurs intrinséques (la fraicheur du pollen et 'espece des grains de
pollen) et extrinseques tels que les facteurs météorologiques (humidité relative, orage, forte pluie) et
les polluants atmosphériques.

Plus le pollen est frais, plus il libére facilement son contenu cytoplasmique. Taylor et al. (2002) ont
observé qu’au contact de I'eau, 72% de pollens d’ivraie (Lo/ium perenne), fraichement récoltés, liberent
leur contenu cytoplasmique, y compris les granules cytoplasmiques. Ce pourcentage diminue de 10 %
apres un stockage a température ambiante pendant 48h. En outre, cette proportion est réduite a 1 %
pour le pollen commercial stocké a 4 °C pendant plus d’un an (Taylor et al., 2002).

La rupture et la dispersion du contenu cytoplasmique dépendent de I'espéce de pollen. Certaines
especes libérent leurs granules cytoplasmiques plus facilement que d’autres. Par exemple, la libération
des allergenes est plus élevée chez les especes comme Phlenn pratense et Lolium perenne que chez d’autres
especes allergisantes (Behrendt and Becker, 2001). De plus, les pollens de graminées ont une paroi plus
mince que celle du pollen de bouleau (Schippi et al., 1997). Cela peut expliquer le fait que les grains de
pollen de graminées liberent plus facilement leurs granules cytoplasmiques.

Le mécanisme de libération des granules cytoplasmiques est caractéristique de chaque espece. Par
exemple, les grains de pollen de graminées se rompent via leur pore de germination et non pas le long
de leur paroi pollinique (Schippi et al., 1997). De plus, Taylor et al. (2002) ont observé que les
différentes especes de pollen de graminées ne liberent pas le méme nombre de granules
cytoplasmiques. Effectivement, le pollen de fléole libere 5 fois plus de granules que celui d’ivraie
(Taylor et al., 2002).

Grote et al. (2001) ont suggéré que la différence entre les mécanismes de libération peut étre expliquée
par les différences dans la composition chimique du contenu cytoplasmique des grains de pollen (Grote
et al., 2001). Par exemple, le cytoplasme de pollen de bouleau et de graminées contient des
amyloplastes. Ces amyloplastes sont osmotiquement inactifs. En revanche, le cytoplasme des grains de
pollen des graminées contient de grandes quantités de particules polysaccharidiques. Ces particules
sont aptes a former des molécules osmotiques. Ces molécules osmotiques permettent un
développement des pressions osmotiques capables de causer une expulsion du contenu cytoplasmique
(Grote et al., 2001).
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La libération des grains de pollen dépend des facteurs climatiques. Schippi et al. (1997) ont montré
que la concentration des allergenes de pollen de bouleau dans I'atmospheére est liée a la quantité des
grains de pollen de bouleau présentent dans I'air (Schappi et al., 1997). En outre, il a montré que la
concentration des particules fines associées au Bet vl augmente fortement lors d’une pluie fine (Levetin
and Van de Water, 2008). En effet, les granules cytoplasmiques lessivés par la pluie, libérent des
allergénes qui peuvent induire des réponses allergiques et inflammatoires plus graves que le grain de
pollen intact (Chakra et al., 2010). Par exemple, a Derby (Angleterre), Lewis et al. (2000) ont observé
une augmentation du nombre des personnes asthmatiques hospitalisées pour crise d’asthme dans des
journées de pluie fine (Lewis et al., 2000).

Durant les orages, la quantité d’allergenes détectée est de 20 a 50 fois plus importante que durant les
conditions météorologiques normales. Suite a un orage, il a été par exemple enregistré une explosion
des réactions allergiques chez les patients allergiques aux graminées (Pulimood et al., 2007). Il a été
suggéré que les grains de pollen liberent les granules cytoplasmiques avec les premieres gouttes de
pluie. Ces granules cytoplasmiques sont ensuite transportés par les vents violents sur une zone pouvant
atteindre 1 km de hauteur. Ce transport des allergenes décrit par Marks et al. (2001) peut causer des

pics d’admission aux urgences pour des crises d’asthme chez les sujets asthmatiques qui se trouvent
ans cette zone (Marks et al. .
d tt ks et al., 2001

Par ailleurs, les allergenes peuvent étre libérés suite a I'action des polluants atmosphériques. La
pollution atmosphérique peut causer un changement morphologique du grain de pollen. Selon Shahali
et al. (2009) la pollution atmosphérique peut fragiliser la membrane pollinique (Shahali et al., 2009a).
Cette fragilisation peut faciliter la biodisponibilité des granules cytoplasmiques. En effet, Peltre et al.
(1991) ont observé une augmentation de la quantité de granules de pollens de graminées détectées suite
a une exposition aux échappements des voitures (Peltre et al., 1991). Par ailleurs, 'exposition des
pollens a O3, SOz, NO, peut causer une augmentation de la quantité des granules libérées (Rogerieux
et al., 2007).

7. PALLERGIE POLLINIQUE

7.1. Généralités

L’air contient des aérocontaminants biologiques et chimiques. Ces aérocontaminants peuvent ¢tre des
gaz, des particules inertes ou biologiques. IIs peuvent avoir des effets néfastes sur la santé. Parmi ces
effets, nous nous intéressons principalement a « la pollinose », maladie respiratoire causée par
I'inhalation des grains de pollen.

Il est estimé que plus de 10% de la population générale en France est touchée par des réactions
allergiques dues aux pollens (ANSES, 2014). Le processus de développement d’allergies se passe en
deux étapes : une phase de sensibilisation et une phase effective avec déclenchements de symptomes.
Lors de la premicre phase, aucun symptome n’est développé, car il s’agit du premier contact avec
Iallergene, ou I'individu atopique (c.-a-d. génétiquement prédisposé) devient sensibilisé et il résulte de
cette étape une production d’anticorps (IgE). La deuxieme étape se manifeste par des symptomes
d’allergie, causés par une exposition subséquente a cet allergene, entrainant ainsi la libération
d’histamines suite a la reconnaissance des allergénes par les anticorps (Valenta, 2002). Les
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manifestations cliniques de cette pathologie se présentent sous deux formes : la rhinite allergique et
Pasthme allergique.

7.2.Manifestations cliniques

7.2.1. Rhinite allergique
11 s’agit de la manifestation clinique la plus fréquente, elle touche 10 a 30% de la population mondiale
(Pawankar et al., 2011). La rhinite allergique, souvent appelée « thume des foins », est une inflammation
de la paroi nasale conséquente a une réaction immunitaire immédiate. Elle est déclenchée par un
allergéne respiratoire tel que les grains de pollen, les poils d’animaux, les acariens, la poussicre, etc.
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Figure 8: Estimation du nombre de personnes concernées par les allergies respiratoires (RNSA, 2018).

A présent plus de 16% des Frangais sont affectés par les différentes pathologies liées au pollen. Ce
pourcentage a doublé par rapport au taux généralement admis au début des années 1980 (Besancenot,
2007). L'inspiration ou le contact direct avec le pollen cause une libération d'histamine chez les
personnes allergiques. Ce contact se manifeste par différents symptomes : prurit, anosmie, rhinorrhée
(écoulement nasale), éternuements et obstruction nasale (Moneret-Vautrin, 1994). La rhinite allergique
est occasionnée par 'augmentation de la concentration des grains de pollen dans lair. La rhinite
allergique constitue un terrain favorable pour la survenue de 'asthme : la rhinite allergique multiplie le
risque d’apparition de I'asthme d’un facteur 4 environ (ANSES, 2014).

7.2.2. Asthme allergique
L’asthme allergique est une maladie chronique, potentiellement mortelle. 11 se manifeste par une
inflammation des bronches (gonflement de la paroi des conduits aériens), conséquence de I'inhalation
des allergénes en suspension dans D'air respiré. Il est reconnu que la présence des allergenes comme le
pollen peut aggraver les symptomes de 'asthme (Jacques, 2008). Les manifestations allergiques liées a
Iasthme sont linflimmation des voies aériennes, lhyperréactivité bronchique, 'cedeme et
I’hypersécrétion de mucus (ANSES, 2014).
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7.2.3. Mécanisme allergique

L’allergie aux pollens est typiquement un mécanisme d’hypersensibilité de type 1. Clest une
hypersensibilit¢é médiée principalement par les immunoglobulines d’isotype E (IgE). Ces IgE
représentent une classe d’immunoglobulines un peu particulicres. Leur rdle principal est la
sensibilisation des mastocytes tissulaires et des basophiles du sang, deux lignées cellulaires semblables
mais non identiques présentant dans leur cytoplasme des granules contenant des médiateurs de
I'inflammation et de la réponse allergique (Lane et al., 1994).

Phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation prend lieu lors du premier contact de I'allergéne avec le corps
humain, dans notre cas I'inhalation du pollen. Lorsque le pollen est inhalé, il entre en contact direct
avec les muqueuses respiratoires et les protéines, naturellement extraites, vont étre prises en charge par
des cellules présentatrices d’antigéne (CPA - cellules dendritiques, monocytes, macrophages...), comme
n’importe quel antigéne. Les antigenes (ou allergénes dans notre cas) sont apprétés, c’est-a-dire
dégradés et ré-exprimés en surface des CPA pour étre présentés aux cellules T de 'immunité acquise
dans un contexte qui va favoriser P'expression de cytokines pro-allergiques de la part des cellules T
activées. Les cellules B (cellules sécrétrices d’anticorps) spécifiques de I'allergéne, stimulées par ces
cytokines, les contacts cellulaires et les allergenes sont sélectionnés et vont, 2 fine, produire des
anticorps d’isotype IgE. Les IgE secrétées vont alors se fixer sur des récepteurs de haute affinité
spécifiques de 'IgE (FceRI) présents sur les mastocytes dans les tissus et les basophiles dans le sang
circulant. Cette phase de sensibilisation est muette, elle passe inapercue (Lane et al., 1994).

Phase symptomatique

La réintroduction dans I'organisme du pollen contenant les allergenes auxquels I'individu est
maintenant sensibilisé, correspond a la phase symptomatique ou de déclenchement des symptomes.
L’allergene se fixe sur les IgE spécifiques présents sur les mastocytes et les basophiles et permet ainsi
le pontage entre, au moins, deux FceRI. Les cellules mastocytaires ou basophiles recoivent alors un
signal d’activation qui entraine la libération de différents médiateurs inflammatoires (histamine,
prostaglandines...) contenus dans les granules et vésicules cytoplasmiques, provoquant ainsi les
manifestations cliniques immédiates telles que la rhinite, la conjonctivite, le prurit, la
bronchoconstriction et une sécrétion importante de fluide et de mucus (Traidl-Hoffmann et al., 2009).

L’activation des mastocytes est caractérisée par plusieurs évenements. En premier, il y a une
dégranulation et une libération des médiateurs préformés tels que I’histamine. Ces médiateurs
entrainent une vasodilatation importante, une augmentation du flux sanguin local et de la perméabilité
vasculaire ce qui aboutit a2 une accumulation de liquide dans les tissus environnants (cedeme). Puis, une
synthése et une libération des médiateurs lipidiques ont lieu. La majorité de ces médiateurs proviennent
des phospholipides membranaires tels que la prostaglandine, le thromboxane et certains leucotri¢nes.
Ces derniers permettent d’entretenir la réaction inflammatoire.
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Facteurs adjuvants de la réponse inflammatoire et allergique

A noter que les grains de pollen contiennent des molécules similaires a ces médiateurs lipidiques
(Mueller, 1998). Ces médiateurs lipidiques sont libérés suite au contact du grain de pollen avec la
mugqueuse nasale. Ces médiateurs polliniques vont jouer un role adjuvant dans la réaction allergique et
inflammatoire (Behrendt et al., 2001; Plotz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002). En outre, des
protéines et des lipides bioactifs présents sur le revétement pollinique du grain de pollen peuvent, par
leurs caractéristiques physico-chimiques et fonctionnelles, jouer un role adjuvant important dans la
réaction allergique et inflammatoire. Ces lipides peuvent causer une activation des neutrophiles et des
¢osinophiles humains (Bashir et al., 2013a; Pl6tz et al., 2004; Traidl-Hoffmann et al., 2002). Certains
allergenes, outre leur capacité a susciter une réponse IgE peuvent avoir une activité protéolytique
(Bashir et al., 2013b). Par exemple, des cystéine-protéases présentes dans le revétement pollinique du
grain de pollen peuvent causer une déstabilisation de l'intégrité de la barricre épithéliale des voies
respiratoires en clivant les jonctions cellulaires (Bashir et al., 2013b) favorisant ainsi la pénétration des
allergenes. Allakhverdi et al. (2005) ont montré que les grains de pollen intacts jouent un role important
dans la phase d’induction de la réponse immunitaire allergique (Allakhverdi et al., 2005) grace aux
propriétés intrinseques de molécules adjuvantes arrivant avec le grain de pollen. Une fois inhalés, il
sont capables d’initier et favoriser des réactions allergiques relayées principalement par les IgE en
quelques secondes apres le contact avec la muqueuse respiratoire (Grote et al., 2003; Schippi et al.,
1997).

Les allergénes sont non seulement associés a la membrane du pollen mais aussi aux organites intra
cytoplasmiques du grain de pollen tels que les mitochondries et les granules cytoplasmiques (Howlett
et al.,, 1973). Lorsque le pollen est fracturé, les granules, sont déversés dans le milieu ambiant et ont la
capacité, a cause de leurs petites tailles, de descendre plus profondément dans I’arbre bronchique. En
contact avec I’épithélium des voies respiratoires profondes, les allergénes sont libérés et se rendent
accessibles au systeme immunitaire pour tout d’abord sensibiliser 'individu et par la suite déclencher
une réaction allergique chez les personnes sensibilisées (Behrendt and Becker, 2001).

D’autres facteurs tels que les facteurs climatiques et la pollution atmosphérique (gazeuse ou
patticulaire) font partie des facteurs adjuvants qui causent une aggravation de la fréquence et/ou de la
gravité des crises d’asthme ou de rhinites allergiques (Dockery and Stone, 2007). D’Amato et al. (2010)
ont montré une corrélation positive entre la pollution de lair en milieu urbain et les maladies
respiratoires observées chez les adultes et chez les enfants (ID’Amato et al., 2010).

7.3.Les facteurs de risque

7.3.1. Age et sexe
Certaines études indiquent que ’age et le sexe sont des facteurs de risques dans les allergies. La rhinite
allergique et 'asthme affectent principalement les enfants et les adultes et moins les personnes agées.
Selon Banken et al. (1990), I'incidence maximale de la rhinite allergique, causée par Ambrosia trifidia
dans les deux municipalités de Laurentides, est observée chez le groupe d’ages entre 0 et 24 ans, qui
représente 70,2% de la totalité des cas (Banken and Comtois, 1990). Rancé et al. (2007) ont révélé que
les symptomes des allergies tendent a diminuer avec Iage et disparaissent avec le vieillissement du
systeme immunitaire (Rancé et al., 2007). La fréquence de I'asthme est dépendante du genre : elle est 2
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fois plus élevée chez les garcons que chez les filles. A I'opposé, cette différence n’était pas observée
entre les 2 sexes pour les rhinites (Sears et al., 1993).

7.3.2. Prédisposition génétique
La prédisposition génétique est un facteur de risque important pour le développement des allergies
respiratoires. Quelques études révelent que 50% de cas d'asthme dans la population générale sont liés
a des facteurs héréditaires (Pearce et al.,, 1999). En effet, si I'un des parents est asthmatique, cela
multiplie par 2 le risque d’étre un sujet asthmatique (Bousquet and van Cauwenberge, 2002).

7.3.3. La pollution atmosphérique

Les polluants gazeux et particulaires sont considérés comme facteurs aggravants de la réaction
allergique puisqu’ils agissent d’une maniere directe en fragilisant Pappareil respiratoire. Ils peuvent agir
sur les aéroallergenes tels que les grains de pollen en modifiant leur allergénicité, ou encore leur
structure (Sénéchal et al., 2015). Seuls les effets de 'ozone sur les voies respiratoires sont abordés dans
cette partie. Des nombreuses études ont évalué les effets de ’'ozone sur les voies respiratoires. D’apres
la littérature, exposition immédiate a I'ozone aggrave l'obstruction bronchique chez les sujets
asthmatiques (Ball et al., 1996). Ce polluant peut altérer également la muqueuse respiratoire en
augmentant sa perméabilité (De Blay et al., 2000). Un des effets les plus conséquent de 'ozone est
peut-étre Paggravation de I'inflammation chronique des voies aériennes (Vagaggini et al., 2002).

7.3.4. Le changement climatique

Le changement climatique est devenu, au cours de ces dernicres années, un des plus grands enjeux
environnementaux de la planete. Les conséquences du changement climatique sont de plus en plus
préoccupantes au niveau de la saison pollinique (Besancenot and Thibaudon, 2012). Les observations
polliniques et les systemes de prévision ont montré des modifications de la productivité pollinique, qui
pourraient générer des impacts sur la période et I'intensité des allergies, provoquant une aggravation
des problémes respiratoires comme I'asthme (Thibaudon, 2007). En outre, les hausses de température
peuvent causer des allongements des saisons polliniques et peuvent également entrainer une
augmentation de la quantité d’allergenes des pollens dans l'air (Damialis et al., 2007).

7.3.5. Activité physique et mode de respiration
Berry et al. (1996) montrent qu’apres une activité physique d’une heure la fréquence respiratoire
augmente d’un facteur de 7 (Berry et al., 1996). Zhang et al. (2012) ont montré que 'augmentation de
la fréquence respiratoire augmente la quantité d’allergénes de pollen de bouleau dans le plasma humain
(Zhang, 2012). En outre, le mode de respiration affecte la quantité des aérocontaminants déposés dans
les poumons. En effet, la respiration par la bouche augmente considérablement le risque de dépot de
particules dans les poumons (Martonen and O’rourke, 1993).
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CHAPITRE II ETUDE PRELIMINAIRE







INTRODUCTION GENERALE

Ce chapitre est séparé en deux parties A et B. Il présente les études préliminaires menées au laboratoire.
Le chapitre II-A présente P'analyse de grains de pollen individuels par microscopie Raman et par
microscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF). La partie B de ce chapitre concerne le
développement d’une méthode de prélevement individuelle passive des grains de pollens en milieu
extérieur.
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CHAPITRE II-A ANALYSE DE GRAINS DE POLLEN DE
BOULEAU INDIVIDUELS PAR MICROSCOPIE RAMAN ET PAR
MICROSCOPIE INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE
FOURIER (IRTF)

1. INTRODUCTION

Les grains de pollen sont des particules de tailles typiquement comprises entre 10 et 100 um, ce qui
explique que la microscopie optique soit parfaitement adaptée a leur observation. Il n’est donc pas
surprenant que la méthode conventionnelle d’identification et de dénombrement des grains de pollen
ambiants recueillis par les capteurs de type Hirst utilise la microscopie optique. D’autres techniques
microscopiques se prétent a 'analyse du pollen, notamment les microscopies Raman et infrarouge qui
ont 'avantage de permettre une caractérisation biochimique du pollen (Zimmermann, 2010).

La microscopie Raman confocale est la combinaison de la microscopie optique et de la spectroscopie
Raman. C’est une méthode d'analyse laser non destructive qui, de par sa sélectivité spatiale, est
clairement adaptée a I’étude des grains de pollen. Grace a sa résolution latérale de I'ordre de 1 um, il
est non seulement possible d'analyser des grains de pollen individuels, mais aussi d'étudier des détails
a I’échelle de la microstructure du grain de pollen, en positionnant le faisceau laser au milieu du grain
pour sonder l'intérieur de la cellule, ou sur le bord du grain pour sonder spécifiquement la membrane
pollinique. Selon les conditions de focalisation du laser d'excitation, des profondeurs de quelques
micrometres peuvent étre sondées dans le grain de pollen (membrane et cytoplasme).

Dans les études antérieures rapportées dans la littérature, la microscopie Raman du pollen est
principalement réalisée dans le but de discriminer les types de pollens (taxons) en fonction de leur
signatures spectrales (Guedes et al., 2009; Ivleva et al., 2005; Pereira et al., 2021b; Schulte et al., 2008).
Des spectres Raman caractéristiques ont été enregistrés pour des pollens courants, souvent choisis
pour leur caractere allergisant, afin de constituer des bases de données spectrales. Bien que de
nombreuses caractéristiques spectrales soient assez similaires entre les pollens étudiés, ce qui est
logique étant donné les éléments constitutifs communs du pollen, des différences suffisamment
importantes dans les spectres Raman ont été observées pour permettre une discrimination fiable entre

especes végétales (Bagcioglu et al., 2015).

La résolution latérale typique de la microscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est de
l'ordre de 20 a 50 um. C’est donc une technique de spectroscopie vibrationnelle plutot adaptée a
'analyse en mode individuel de grains de pollen entiers de tailles supérieures a 20 pm, ou ’analyse d’un
ensemble de grains de pollens en mode multi-grains. Dans la littérature, la spectroscopie infrarouge
du pollen est présentée comme une technique permettant non seulement d'identifier le genre mais
aussi l'espece de la plante (Bagcioglu et al., 2015; Depciuch et al., 2018; Pappas et al., 2003;
Zimmermann and Kohler, 2014).
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Récemment, ces deux techniques vibrationnelles, Raman et infrarouge, ont été appliquées a I’étude
des effets de la pollution atmosphérique sur le pollen (Depciuch et al., 2016b, 2016a; Gong et al., 2019;
Kanter et al., 2013; Pereira et al., 2021b). Gong et al. (2019) ont conclu que les lipides et les acides gras
insaturés d'un fragment de pollen de Broussonetia papyrifera étaient plus sensibles aux attaques de l'ozone
que les protéines. Kanter et al. (2013) ont mis en évidence des modifications chimiques pour le pollen
d'ambroisie (Ambrosia artemisiifolia) apres exposition des plantes a une concentration élevée d'ozone
(80 ppb) pendant toute une saison de croissance. Les polysaccharides, notamment de la pectine,
augmentent et les lipides sont clairement réduits en raison du traitement a 'ozone car ils ont observé

une nette réduction des bandes FTIR du pollen traité a l'ozone correspondant aux glycérolipides
(Kanter et al., 2013).

Ce chapitre a pour objectif de déterminer les conditions et les parametres les plus adaptés pour I’étude
des grains individuels de pollen de bouleau par microscopie Raman et microscopie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF). Plus spécifiquement, les conditions opératoires doivent permettre
d’identifier si des composés moléculaires apparaissent ou disparaissent en comparant les spectres
vibrationnels de grains de pollen de bouleau exposés et non exposés a I'ozone. L’étude a été menée
sur des grains de pollen de bouleau (Betula pendula) collectés sur le campus de 'Université de Lille,
faculté des Sciences et Technologies en mars-avril 2019.

2. GENERATION ET SUIVI DE I’OZONE

La génération de 'ozone est effectuée 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). Une lampe a mercure parallele a un tube en quartz dans lequel circule un flux d'air synthétique
de débit de 1,5 L.min" est utilisée pour générer le rayonnement UV. La concentration d'ozone produite
peut étre ajustée en changeant la longueur d’exposition du flux de dioxygene a la lampe UV en
déplacant un cache (Figure 9) ou en modifiant le débit d'air synthétique.

N

Cache de la lampe
uv

Figure 9: Génératenr d’ozone.

Le flux d’ozone est ensuite introduit dans un réacteur en acier ou les pollens sont immobilisés entre
deux filtres papiers en cellulose (Whatman, diameétre 55 mm). Les grains de pollen sont exposés durant
24 heures a une concentration de 1000 ppb d’ozone. Cette concentration est bien plus élevée que celles
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couramment rencontrées dans 'atmosphere. Toutefols, cette concentration est utilisée pour faciliter
I'identification des espéces chimiques et d’éventuelles changements de rapport de bandes.

La concentration d’ozone est mesurée toutes les 10 secondes en sortie de réacteur par un analyseur
d’ozone (Thermo Fisher Scientific, mode¢le 491) avec une limite de détection de 1 ppb. Le dispositif
expérimental est présenté dans la Figure 10.

Entrée de I'ozone
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Figure 10 : Schéma du dispositif d’excposition des grains de pollen anx polluants gazenx (Os). Les grains de pollen
sont placés entre les deux filtres en cellulose (diameétre 55 mm). La concentration d’ozone est mesurée a la sortie du
réactenr par un analysenr d’'ozone photométrique U1

3. MICROSCOPIE RAMAN

3.1. Optimisation des conditions d’acquisition en microscopie Raman

Des premiers tests ont été réalisés par microspectrométrie Raman afin de déterminer les parametres
d’acquisition les plus adaptés pour I’analyse des grains de pollen de bouleau individuels. Le pollen est
constitué de nombreuses molécules organiques (Visez et al., 2021). La couche externe (exine) est
constituée de sporopollénine, qui est l'une des substances les plus résistantes que 1'on trouve dans la
nature. I’exine est un site d’accumulation de pigments flavonoides et caroténoides qui conferent la
couleur jaune du pollen de bouleau. La couche interne (intine) est constituée de matieres cellulosiques
et de pectine. Ces molécules, souvent fluorescentes, rendent les mesures par spectroscopie Raman
difficiles en raison de la trés faible intensité du signal Raman en comparaison de I'intensité de la
fluorescence (faible rapport signal sur bruit). En effet, les raies Raman peuvent étre completement
masquées par la forte interférence du signal de fond de fluorescence. L’une des techniques utilisées
pour éviter cet inconvénient consiste a modifier la longueur d’onde d’excitation Raman. Ainsi, afin de
déterminer la longueur d’onde la mieux adaptée a ’étude du pollen, des spectres Raman ont été
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mesurés avec cing longueurs d’onde d’excitation disponibles dans le laboratoire LASIRE : 473, 514,
532, 633 et 785 nm.

Ces expériences ont été conduites sur un microscope confocal Raman LabRAM HR (Horiba
Scientific) de focale 800 mm équipé avec des objectifs de microscope X10, X50 et X100, des réseaux
de diffraction de 300, 600 et 1800 traits/mm et d’un systeme DuoScan qui est un mode d'imagerie
confocale utilisant des miroirs pour permettre de balayer le faisceau laser sur une surface
prédéterminée a cartographier sans déplacer 1'échantillon et d’obtenir un spectre moyen de la région
balayée. Les grains de pollen intacts ont été déposés sur une lame de verre placée directement sur la
platine du microscope (sans aucune préparation préalable) et analysés dans des conditions
atmosphériques ambiantes. Les grains de pollen ont d’abord été inspectés visuellement en lumicre
blanche pour sélectionner un grain isolé a étudier. Une fois le grain de pollen focalisé sous I'objectif
du microscope, la lumicre blanche a été éteinte et le laser a été allumé. Le spectre Raman a été
enregistré avec chacune des cinq lignes d’excitation et affiché avec le logiciel LabSpec6 (Horiba
Scientific).

La Figure 11 montre les spectres Raman moyennés (en unités de longueur d’onde) mesurés avec
chacune des lignes d’excitation disponibles au laboratoire. L’allure de I'ensemble des spectres met en
évidence une forte bande de fluorescence avec un maximum centré vers 560 nm. Dans une étude
antérieure, le spectre de fluorescence du pollen de Betula pendula obtenu avec une ligne excitatrice a
370 nm présente plusieurs maxima, dont un dans la région spectrale 500-600 nm attribué a la présence
de caroténoides, lipopigments et flavines (O’Connor et al., 2011). Les raies Raman dans les spectres
collectés avec les lignes 473, 514 et 532 nm sont masquées par la forte fluorescence. Des raies Raman
sont plus distinctement observables sur les spectres collectés avec les lignes d’excitation a 633 et 785
nm. Ces deux lignes excitatrices sont également celles qui ont été retenues dans des études antérieures
pour d’autres types de pollens d’arbres (Laucks et al., 2000; Schulte et al., 2008). Sur la Figure 11, le
spectre obtenu avec la ligne d’excitation 2 633 nm montre un bon ratio signal/bruit tandis que les
intensités Raman collectées avec la ligne excitatrice a 785 nm sont de faible intensité pour le méme
temps de mesure. Ceci s’explique par Iefficacité de I'excitation : le signal de diffusion Raman est
proportionnel 2 1%, ot A est la longueur d’onde du laser d’excitation. La diffusion Raman 2 633 nm est
2,4 fois plus importante qu’a 785 nm. Ainsi, la ligne excitatrice a2 633 nm est la plus favorable a I’étude
du pollen de bouleau.

72



Intensité/unité arb.

500 600 700 800

900 1000 1100

Longueurd'onde/nm
Figure 11: Spectres d'intensité Raman en fonction de la longuenr d’onde obtenus pour un grain de pollen de bonlean
avec cing lignes d'excitation : 473, 514, 532, 633 et 785 nm.

Apres avoir choisi la ligne d’excitation Raman appropriée, la distribution des especes chimiques a la

surface des grains de pollen individuels a été explorée par imagerie Raman. Les conditions
d’acquisition des cartographies Raman des grains de pollen de bouleau sont indiquées dans le Tableau

11. En utilisant ces parametres d’acquisition, la puissance laser transmise a ’échantillon est d’environ

10 mW, la résolution latérale d'analyse est de l'ordre de 1 um et la résolution spectrale est de 2 cm™

(correspondant 2 3X0,7 cm™ /pixel).

Tablean 11 : Conditions d'acquisition des spectres Raman des grains de pollen de boulean

Temps acquisition (s) 10
Accumulation (nombre de spectres par point) 3
Gamme spectrale (cm™) 100-4000

Objectif 100x (NA 0,9)
Réseau (traits/mm) 600
Laser (A) 633 nm
Trou confocal 1000 um
Fente d’entrée du spectromeétre 100 um
Pas (xxy) pour les cartographies 2x2 um
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3.2.Etude de la composition de la surface d’un grain de pollen avant et aprés
exposition a ’ozone par microscopie Raman

Dans un premier temps, des spectres Raman ont été acquis en mode ponctuel en focalisant le laser en
différents points de la surface de grains de pollen de bouleau. On observe que certains spectres
ponctuels présentent un fond de fluorescence plus important que d’autres (Figure 12). Cette variabilité
du fond de fluorescence peut avoir plusieurs origines. La paroi externe du pollen (exine) est un site
d'accumulation de divers pigments flavonoides et caroténoides, qui sont des fluorophores ; I'intensité
du fond de fluorescence pourrait varier selon la concentration de ces pigments non uniformément
répartis sur la surface du grain. Une autre explication possible de cette variabilit¢é du fond de
fluorescence est la non planéité de la surface pollinique. Si I'on considére que le diametre des grains
de pollen de bouleau est de 'ordre de 20 pum et que la profondeur de pénétration du laser d'excitation
dans la matiere pollinique est de 'ordre de quelques micrométres, on peut supposer que l'on sonde la
paroi externe du pollen (exine), la couche intine riche en cellulose située en dessous et l'intérieur
cellulaire du pollen. Nous rechercherons donc les signatures spectrales des bases nucléotidiques, des
acides aminés aromatiques des chaines latérales des protéines, des molécules lipidiques, des squelettes
amides des acides nucléiques et des protéines, des pigments caroténoides et flavonoides, des sucres et
de leurs polymeéres.
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Figure 12 : Fond de fluorescence variable selon la localisation du faiscean laser a la surface du grain de pollen de
boulean.
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A la lumiere de la variabilité intra-grain du fond de fluorescence mise en évidence par les acquisitions
spectrales en mode ponctuel, des cartographies Raman ont été acquises sur la totalité de la surface du
grain de pollen de bouleau avec un pas de 2 pm dans les deux directions (x et y). Pour éliminer le fond
de fluorescence variable entre chaque spectre point, une correction de ligne de base polynomiale a été
appliquée en utilisant 'algorithme de traitement spectral de LabSpec6.

La Figure 13 montre (a) 'image optique, (b) un spectre typique d’un pixel de la surface et (c) les
images Raman d’un grain de pollen de bouleau avant exposition a 'ozone. Les spectres polliniques se
composent de signaux superposés provenant de diverses biomolécules, telles que les acides nucléiques,
les lipides et les protéines. Les images Raman montrent des espéces chimiques distribuées de fagon
hétérogene a la surface du grain.

1607 cm™ 2824-3035cm™

5um
—
1- Acides nucléiques, 2- Guanine, tyrosine 3- Phénylalanine, 4- v(C=0) Uracile, 5- v(C-H)
tyrosine, protéines et tryptophane, sporopollenine + Cytosine,
nucléotides: base caroténoides Guanine
v(C-N)

Figure 13: a) Image optique d’un grain de pollen de bouleau non exposé a 'ozone, b) Spectre Raman avec un pointé de
pics, ¢) Images Raman reconstruites pour les cing bandes indiquées en b). La taille de la cartographie est de 30x30um.

Le Tableau 12 liste les nombres d’onde des raies Raman obtenues pour un grain de pollen de bouleau
avant exposition a 'ozone. Schulte et al. (2008) ont proposé une interprétation des spectres Raman
attribuables a la paroi externe pour 15 taxons de pollens (Schulte et al., 2008). Ces spectres présentent
des signaux provenant de plusieurs biomolécules telles que les acides nucléiques, lipides et protéines.
Dans le Tableau 12, nous avons reporté les attributions possibles des bandes spectrales présentes dans
la région entre 312 et 3015 cm™ pour nos propres spectres par analogie avec les attributions trouvées
dans la littérature (Boyain-Goitia et al., 2003; Ivleva et al., 2005; Laucks et al., 2000; Mondol et al.,
2019; Pereira et al., 2021a; Pummer et al., 2013).
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Tablean 12: Nombres d’onde et attributions des pics observés sur le spectre Raman d’un grain de pollen de bonlean

intact.
d,i:’:;_l) Attribution ** d,:l:’;e“:’:;_l) Attribution **
312 1060
368 1084 Vas (C-O-C) glycosidique
416 1130 caroténoide vs, v(C-H),
v(C-C)
Guanine, tyrosine et
446 1172 tryptophane,
nucléotides: base v(C-N)
479 V‘bgz(‘gf’gféfﬁi?;ues 1207 Phosphate
523 V(S-S) cystéine 1237
545 3 (C-O-C) glycosidique 1262 protéine: amide III
phénylalanine, S(N-H), 5(C-H)
604 sporopollénine + 1312 n
caroténoides protemnes
617 phénylalanine, protéines 1441 lipides, protéines, 8(CHo,
(anneau) CH5)
643 Acides nucléi(fl.ues, tyrosine, 1455 spo?éioﬁéiil’e N
protéines o o
caroténoides, lipides
Acides nucléiques, tyrosine, Acides nucléiques
715 protéines : v(C-S) 1569 puriniques Guanine,
méthionine Adénine
795 Acides nucléiques, tyrosine, 1588 protéines: phénylalanine,
protéines tyrosine
3(C-C-H) aliphatique, Phénylalanine,
854 tyrosine (anneau), 1607 sporopollénine +
protéines, caroténoides
867 v,(C-O-C) glycosidique, 1660 V(C:.O) Uracil.e,
v(C-C) Cytosine, Guanine
908 2856 v(C-H)
phénylalanine,
942 sporopollénine + 2914 v(C-H)
caroténoides
980 caroténoide 2932 v(C-H)
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Phénylalanine, protéines,
C=C (mode de respiration)
1007 caroténoide vs, C=C (mode 3015 v(C-H)
de respiration de 'anneau
aromatique)
“ d’aprés Pummer et al., 2013; " d'aprés Schulte et al., 2008

La Figure 14 présente (a) I'image optique, (b) un spectre typique d’un pixel de la surface et (c) les
images Raman d’un grain de pollen de bouleau apres exposition a 'ozone pour les mémes bandes
repérées sur la cartographie du grain de pollen de bouleau non traité a ’'ozone (Figure 14). On constate
que la répartition des especes chimiques est hétérogéne, comme observé pour le grain de pollen non
traité a ozone.

(a)

(b) T

Intensity
S

/oW R i VN

) Raman;hif!/cm"i

1660 cm! 2824-3035cm

2
1-Acides nucléiques, 2-Guanine, tyrosine 3-Phénylalanine,  4-v(C=0) Uracile, 4-v(C-H)
tyrosine, protéines et tryptophane, ~ Sporopollenine+ cytosine, guanine
nucléotides: base caroténoides
v(C-N)

Figure 14: a) Image optique d’un grain de pollen de bouleau exposé a l'ozone, b) Spectre Raman apres soustraction de
la ligne de base avec un pointé de pics, ¢) Images Raman reconstruites pour les cing bandes indiguées en b). La taille de
la cartographie est de 26x24um.

Afin de tenir compte de hétérogénéité de la surface des grains, des spectres Raman moyennés des
grains de pollen intacts (non exposés a 'ozone) et exposés a 1000 ppb d’ozone pendant 24 heures ont
été enregistrés en utilisant un objectif X10 avec le systtme DuoScan du microspectrometre Raman
paramétré pour que le faisceau laser balaie une surface circulaire équivalente a la taille du grain (environ
20 um de diameétre). La Figure 15 montre les spectres moyennés mesurés pour un grain de pollen
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intact et un grain exposé a 'ozone. Quelques petites variations ont été observées sur les spectres,
principalement sur les bandes 2 545 cm™ et 1455 cm™ attribuées respectivement aux déformations des
groupements C-O-C et CH,. En outre, une nouvelle raie de faible intensité semble croitre vers 1643
cm’', probablement due 2 la formation d’'un composé contenant un groupement C=0O. Cependant,
avant de conclure de manicre définitive quant aux changements d’intensités a ces positions spectrales,
et en raison de la variabilité de la composition inter- et intra-grain de pollen, ces observations ont
besoin d’étre confortées par d’autres analyses afin de confirmer la répétabilité des résultats.
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Figure 15: Spectres Raman moyennés d'un grain de pollen intact et un grain de pollen exposé a I'ozone.
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4. MICROSCOPIE INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE
FOURIER (IRTF)

La microscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une technique de spectroscopie
vibrationnelle basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par I’échantillon a analyser. Plus
précisément, le principe de la microscopie IRTF repose sur 'absorption du rayonnement infrarouge
lorsque des longueurs d'onde (énergies) du faisceau infrarouge sont égales aux énergies de vibrations
des molécules présentes au sein de ’échantillon. Elle permet donc de déterminer la présence de
certaines fonctions chimiques présentes dans I’échantillon via Pabsorption des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques.

Le dispositif utilisé pour I’analyse des grains de pollen est un microscope IRTF Hyperion (Bruker).
Afin de caractériser les structures moléculaires de nos grains de pollen, nous avons sondé les vibrations
des molécules, en travaillant dans le moyen IR entre 2,5 et 25 um (400-4000 cm™) comme pour le
Raman. La résolution spectrale est 4 cm™. Chaque mesure a été répétée trois fois. Avant chaque
mesure, un background est réalisé afin de soustraire le bruit de fond. Le logiciel OPUS (Bruker) est
utilisé pour 'acquisition et le traitement des spectres.

Les grains de pollen intacts ont été déposés sur les substrats transparents en IR, soit sur lame de KBr
ou Cal; ou ZnSe placée directement sous 'objectif du microscope (sans aucune préparation préalable)

(Figure 16).

Figure 16: Image optique d’un grain de pollen de boulean observé an miicroscope IRTE Hyperion (Bruker). Les
diaphragmes permettent d'adapter le spot de mesure a la taille de I'échantillon pour acquérir un spectre de grain de
pollen individuel.

L’absorption du rayonnement infrarouge par le matériau de I'échantillon est mesurée en fonction de
la longueur d'onde. La gamme spectrale étudiée va de 650 a2 1800 cm™. Afin de tenir compte de
I’hétérogénéité de la surface des grains, des spectres moyennés sont présentés dans la Figure 17 pour
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des grains de pollen de bouleau intacts non exposés a 'ozone et des grains de pollens exposés a 1000
ppb d’ozone durant 24 heures. Cette concentration est loin d’étre représentative des concentrations
d’ozone enregistrées dans 'atmosphere, mais a été choisie pour bien mettre en évidence d’éventuels
changements spectraux. Méme avec une telle concentration, seules de légeres différences sont
observées sur les bandes 2 1016 cm™, 1417 cm™, 1525 cm™ et 1747 cm™ (Figure 17).
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Figure 17: Spectres infrarouges moyennés mesurés pour un grain de pollen non exposé (spectre témoin) et un grain
exposé a l'ozone (en haut) et différence (A Absorption) entre le spectre témoin et le spectre du pollen traité a 'ozone (en
bas).
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Cela suggere que le traitement a 'ozone modifie certaines liaisons dont les nombres d’onde des
vibrations se situent dans cette zone spectrale entre 650 et 1800 cm™. Ces bandes se trouvent dans
une région caractéristique des modes d’¢longation des liaisons C=C et des vibrations des squelettes
C-C, mais encore des modes de déformation des liaisons C-H. I’analyse de cette gamme spectrale est
relativement complexe. En fait, selon Depciuch et al. (2018), cette zone correspond a la région qui
constitue 'empreinte de chaque espéce de pollen de bouleau, car dans cette gamme spectrale chaque
espece de pollen présente des vibrations spécifiques (Depciuch et al., 2018).

Le Tableau 13 montre les nombres d’onde des raies obtenues pour un grain de pollen de bouleau
avant exposition a 'ozone (Depciuch et al., 2018).

Tablean 13: Nombres d’onde et attributions des pics observés sur le spectre IRTF d’un grain de pollen de boulean

Nombre d’onde (cm™) Attribution *
1032 Elongation C-O-C
1000-1075 Elongation C-O
1460 Elongation CH,
1515-1570 -CNH (amide II)
1600 Elongation C=0 (protéines)
1650 Déformation N—H, (amide I)
1738 Elongation C=0 (lipides)
2850 Elongation CH, (lipides)
2930 Elongation CH; (lipides)
3007 C=C-O-H
3300 Elongation O-H (eau)

“ d’aprés Depcinch et al. (2018)

Nous observons qu’aprés expositions de pollen de bouleau a ’'ozone les bandes 1016 cm™, 1417 cm'™
sont devenues moins intenses. Cela peut étre d a une déformation des groupements C-O et CH,. Par
contre, le cas contraire est observé pour la bande 1747 em™ qui semble augmenter d’intensité apres
exposition a 'ozone, qui peut correspondre a une formation d’un groupement C=0O. En ce qui
concerne la bande 1525 cm™ nous remarquons qu’elle a presque disparue aprés exposition a 'ozone.
Une hypothese est que 'ozone a réagi avec le groupement —CNH, causant la formation d’un autre
composé (Kanter et al., 2013) .

5. CONCLUSION

La spectroscopie Raman constitue avec la spectroscopie infrarouge une des branches de la
spectroscopie de vibration. Elles permettent la caractérisation chimique d’échantillons biologiques tels
qu’ici les pollens. Elles sont deux techniques complémentaires importantes utilisées déja fréquemment
pour la discrimination de différentes especes de pollen a partir de leurs signatures spectrales (Ivleva et
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al., 2005; Laucks et al., 2000; Schulte et al., 2009). Dans cette étude préliminaire, les analyses ont été
effectuées a ’échelle du grain de pollen en utilisant ces deux techniques.

La forte fluorescence rend les mesures par spectroscopie Raman difficiles mais pas insurmontables.
Par rapport a la microscopie IRTF, la microspectrométrie Raman présente I'avantage de fournir des
informations sur la composition chimique avec une résolution spatiale de 'ordre de 1 um? 1.’étude de
la distribution spatiale des espéces sur la surface extérieure d’un grain de pollen peut refléter sa
composition chimique treés complexe. En conséquence, la réactivité chimique, face aux polluants, peut
varier et dépendre de la composition locale. Ainsi, une étude sur des grains de pollen individuels par
imagerie Raman a été conduite afin de prouver le potentiel de la technique pour étudier la composition
a I’échelle microscopique de la surface. La variabilité intra-grain de la composition chimique des grains
de pollen a pu étre montrée.

Les observations spectrales faites concernant I'effet d’un traitement a 'ozone a 1000 ppb pendant 24h
ne sont pas définitives et ont besoin d’étre confortées par d’autres analyses pour confirmer la
répétabilité des résultats. Par ailleurs, la recherche d’un indicateur de pollution par 'ozone d’un grain
de pollen de bouleau doit se poursuivre par le suivi microspectroscopique de 'exposition a 'ozone 7
sitn et Putilisation de méthodes chimiométriques afin d'obtenir des informations spectrales exploitables
avec des concentrations d’ozone proches de la réalité.
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CHAPITRE II-B DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE DE
PRELEVEMENT INDIVIDUELLE PASSIVE DES GRAINS DE
POLLENS EN MILIEU EXTERIEUR

1. INTRODUCTION

Les grains de pollen présentent une structure aérodynamique complexe, autrement dit une
morphologie qui différe fortement d'une forme purement sphérique (Frenguelli, 2004). Outre leur
morphologie spécifique, les grains de pollen présentent une membrane externe finement sculptée,
appelée ornementation de lexine, caractéristique de lespéce végétale (Diethart et al., 2007).
Historiquement, la microscopie électronique a balayage (MEB), avec une résolution latérale de 'ordre
de 5 nm en mode d’imagerie en électrons secondaires qui permet d’observer 'ultrastructure de I'exine,
est employée pour identifier les différentes variétés de pollens, dans la plupart des cas sans ambiguité
(Halbritter et al., 2018; House and Balkwill, 2013). Quand elle est couplée a la spectrométrie d’émission
de rayons X dispersive en énergie (EDX), la MEB rend possible a la fois observation de surfaces
polliniques mais également I'analyse de la composition élémentaire a ’échelle du grain de pollen
(Iwano et al., 1999). Ainsi, le MEB/EDX est devenue une technique de choix dans les études sur les
effets de la pollution atmosphérique sur le grain de pollen, tant pour examiner lintégrité de la
membrane pollinique (Motta et al., 2006; Visez et al., 2015) que pour explorer la contamination
particulaire de sa surface (Behrendt et al., 1992). Dans une précédente étude, du pollen de bouleau
(Betula verrucosa), fraichement recueilli dans les anthéres puis placé le long d'une route a fort trafic, s'est
révélé étre un excellent marqueur de la pollution, en termes d'altération de la composition inorganique
de I'exine et de présence de particules de polluants inorganiques collées a la surface du pollen (Cetrceau-
Larrival et al., 1991). La présence de particules adhérées en surface du pollen peut exacerber la réaction
allergique d’une personne sensible (ID’amato, 2000). C’est pourquoi par la suite, de nombreuses autres
études se sont intéressées a I'adhésion de microparticules de pollution a la surface du pollen (Duque
et al., 2013; Okuyama et al., 2007; Sedghy et al., 2016; Shahali et al., 2009a; Wang et al., 2012).

Dans notre revue de la littérature, nous avons recensé toutes les études relatives a la contamination
particulaire du grain de pollen connues a ce jour (Visez et al., 2019). Dans P'objectif de connaitre le
degré réel de pollution particulaire du pollen respiré, nous avons souligné que dans la plupart des cas,
la stratégie de prélevement du pollen utilisée dans les études antérieures n’était pas adaptée. En effet,
les techniques de prélevement du pollen employées (capteur de Hirst, notamment), pouvaient elles-
mémes entrainer une pollution particulaire, conduisant a une surestimation de celle-ci (artefact de
prélevement) (Choél et al.,, 2020). Pour quantifier le degré de contamination particulaire du pollen
ambiant de maniere réaliste, il faut avoir recours a un préleveur muni d’étages de collecte pour les
différentes fractions de taille des particules atmosphériques, tel qu’un impacteur en cascade PM10,
dans lequel un étage permet de collecter la fraction grossi¢re d’appartenance du pollen. En utilisant
un tel dispositif, nous avons quantifié une contamination de la surface pollinique de 2+1 particules
par grain de pollen de bouleau en moyenne pour 38 % des grains de pollen de bouleau pollués
échantillonnés dans des conditions de pollution atmosphérique modérée (PM10 moyenne = 26,3 pg
m”) (Choél et al., 2022). Cette étude, la premiére du genre, a été menée sur une plateforme
d’observation des aérosols située sur le toit d’un batiment du campus de I'Université de Lille, a environ
20 metres de hauteur.
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Les mesures des capteurs de pollens situés au niveau du sol sont fortement influencées par les sources
proches issues de la végétation locale, tandis que les mesures des capteurs de pollens situés sur les
toits fournissent des niveaux de pollen de fond représentatifs de grandes zones a Iéchelle de
'agglomération urbaine (Rojo et al., 2020). De plus, il existe de grandes variations spatiales en termes
de concentrations de pollens anémophiles au sein des villes (Werchan et al., 2017). Afin de connaitre
le degré de contamination particulaire du pollen ambiant auquel un individu est réellement exposé, il
est souhaitable d’échantillonner les pollens ambiants a hauteur d’homme. L’impacteur en cascade
utilisé (Dekati-PM10™) dans notre précédente étude pesant 2,5 kg, et nécessitant un raccordement 2
une pompe a air, est un dispositif trop lourd a porter pour raisonnablement en faire un préleveur
portatif personnel de pollens. Récemment, de Weger et al. (2020) ont décrit le « Pollensniffer », un
préleveur personnel léger (environ 0,6 kg) alimenté sur batterie pour caractériser I'exposition
individuelle (de Weger et al., 2020). Ce capteur portatif est dit actif, c’est-a-dire basé sur le principe
d’aspiration de Dair. Il est porté par un seul individu pour caractériser son exposition individuelle au
cours de ses déplacements en ville. De Weger et al. (2020) ont montré que I'exposition individuelle
aux pollens allergisants de bouleau dans les rues de la ville était effective 11 jours avant que le capteur
de Hirst situé sur une plateforme-toit ne détecte la présence de ces pollens, ce qui explique le
déclenchement des symptomes de D'allergie chez les personnes sensibilisées, bien avant I'alerte du
bulletin pollinique. Les auteurs n’ont pas ¢étudié la contamination particulaire des pollens sur les
¢chantillons qu’ils ont collecté. Cela nécessiterait 'estimation de 'artefact de prélevement.

Dans ce chapitre, nous présentons une méthode de prélevement mobile développée par notre équipe
pour étudier Pexposition individuelle aux pollens. Cette méthode passive, sans aspiration de lair, est
simple 4 mettre en ceuvre. Son principe est basé sur le dépot naturel/spontané du pollen sur pastille
adhésive portée par un individu au cours de ses activités de plein air. En parallele, nous avons prélevé
les pollens ambiants de maniére active mais statique en un point fixe au centre-ville au moyen de
I'impacteur en cascade. L’analyse de nos échantillons est effectuée par microscopie électronique a
balayage couplée a la spectrométrie d’émission X dispersive en énergie MEB/EDX).

84



2. TRAVAUX PRELIMINAIRES DE PRELEVEMENT ET
D’ANALYSES DES GRAINS DE POLLEN

Des grains de pollen ambiants ont été prélevés au cours d’activités de plein air dans deux parcs urbains
et en plein centre-ville (Figure 18).
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Figure 18 : Image satellitaire présentant la position relative des trois sites de prélevement et la station Lille-Fives
(ATMO Hants-de-France) la plus proche des sites de prélevement (Google maps).

Les deux premiers sites de prélevements (Parc de la Citadelle de Lille et Parc du Héron a Villeneuve
d’Ascq) sont des parcs urbains caractérisés par la présence d’un grand nombre d’arbres de bouleau et
constituent des lieux treés fréquentés pour les activités sportives et récréatives familiales. Le troisieme
site est localisé dans 'agglomération lilloise a Hellemmes, ville marquée par une forte densité de
population avec 5 562 hab/km? soit 18 577 habitants en 2019 (mairie d’Hellemmes). Cette
agglomération présente un grand nombre de sources d’émission de particules comme par exemple,
une centrale a charbon (fermée en 2021), des voies ferrées, un important trafic routier avec en
moyenne 5 700 véhicules/jour sur I'axe principal (MEL, 2021) et des chantiers de construction. Des
détails sur les sites choisis et les conditions de prélevement sont présentés dans le Tableau 14. Les
prélevements de pollens ambiants ont été réalisés le 30 mars 2019, début de la saison pollinique du
bouleau, entre 12h00 et 15h30. Le milieu de la journée est en effet le moment ou généralement la
concentration en pollen de bouleau est la plus élevée lorsque la température de I'air est maximale
(Berggren et al., 1995).
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Tablean 14 : Détails sur les sites choisis et les conditions de prélevement.

Trajet Temps
Site Coordonnées GPS Tyspifede rZ?:mdznt parcouru d’exposition

prefev (km) (min)
Parc de la citadelle 50°38'32.5"N, 3°02'18.1"E Urbain Passif, mobile 2,7 33
Parc du Héron 50°38'08.5"N, 3°10'15.4"E Péri- Passif, mobile 3.2 39

utrbain
Centre-ville 0 " onst " . . .

50°37'52.7"N, 3°06'38.6"E Urbain Actif, statique 0 120

d’Hellemmes-Lille

Les trois sites sont présentés en vue élargie sur la Figure 19 avec les parcours en pointillés pour les

deux premiers sites.

e \ fhz£7
- J

59650 Villeneuve-d'Ascqlo

Figure 19 : Images satellitaires élargies des sites de préfevements : A) le pare de la citadelle de Lille B) le parc dn
Héron a Villenenve d’Ascq et C) le centre-ville d’Hellemmes-Lille (Google maps).
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Figure 20: Pastille adbésive collée sur un plot de MEB fix¢ sur une casquette.

Dans les deux premiers sites, les grains de pollen ont été prélevés directement sur une pastille adhésive
collée sur un plot MEB fix¢é sur une casquette (Figure 20). En ce qui concerne le prélevement en plein
centre-ville, la pastille adhésive a été placée dans un impacteur en cascade (Dekati-PM10™) installé
dans un jardin privé a Hellemmes-Lille. Cet impacteur a un orifice d’entrée de 8 mm de diametre, I’air
est aspiré sous un débit de 10 L.min™, soit 3,3 m.s". Le premier étage d’impaction PM>10 a été choisi
pour la collecte des pollens sans artefact de prélevement (Choél et al., 2020). A la fin de chaque
prélevement, la pastille a été gardée a I'abri de toute pollution dans une boite de Pétri en verre. Les

™) installée

parametres météorologiques ont été mesurés par une station météo (Davis Vantage Pro
sur le toit d’un batiment du campus de 'Université de Lille, faculté de Sciences et Technologies. Le
jour des prélevements, la température moyenne était de 14°C, le temps était sec, la vitesse du vent était
de 312 m.s" et ’humidité relative de 68+15%. Les données de concentrations en PM10 et PM2.5 ont
été obtenues pour la station Lille-Fives (ATMO Hauts-de-France) la plus proche des sites de
prélevement. Les concentrations massiques journalieres des particules PM2.5 et PM10 étaient
respectivement de 79 pg.m” et 93 ug.m” le jour des prélévements. Ces concentrations excédaient
largement les limites journalieres fixées par ’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qui est de 15

ug.m” pour les PM2.5 et de 45 pug.m™ pour les PM10 (Figure 21) (OMS, 2021).
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Figure 21 : Variations des concentrations journaliéres des pollens de bonlean dans la métropole lilloise présentées sous
Sorme d’bistogramme et des concentrations ambiantes des particules PM s et PMo représentées respectivement en rouge et
en marron clair. Les limites journaliéres recommandées par 'organisation mondiale de la santé (OMS) pour les PN 5
(15 wg.n’) sont présentées par une ligne pointillée ronge et celles des PMyo (45 ug.ni’) par une ligne pointillée marron
clair.

Les concentrations polliniques mesurées par le Réseau National de Surveillance Aérobiologique
(RNSA) indiquent que la concentration de pollens de bouleau était de 1 060 grains de pollen.m™ le
jour des prélevements. Le pic pollinique pour le bouleau a été enregistré le 10 avril avec 9 381 grains
de pollen.m” (Figure 21).

2.1. Analyses MEB
2.2.Conditions opératoires

Les observations des pollens ont été effectuées par MEB (Hitachi, mod¢le FlexSEM 1000) a filament
de tungstene. La distance de travail est de 25 mm. Le microscope est équipé d’un détecteur d’électrons
secondaires (Thornley-Everhart-Photomultiplier R6249), d’un détecteur d’électrons rétrodiffusés
(BSE) de type scintillateur a quatre quadrants avec diode Si, placé a un angle de 30°, et d’un détecteur
de rayons X dispersif en énergie (EDX) équipé d’une fenétre ultramince permettant la détection des
éléments a partir du bore (Z206). Ce détecteur est constitué d’une plaque semi-conductrice en silicium
d’une surface active de 10 mm® et d’environ 300 um d’épaisseur. Les spectres ont été acquis A une
tension d’accélération prise entre 10 et 15 kV avec des temps de comptage relativement de 15 a 30 s.
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Pour chaque grain de pollen une image de haute résolution a été acquise a I'aide du détecteur
d’électrons secondaires (SE), puis un spectre a été acquis en positionnant le faisceau électronique sur
chaque particule repérée a la surface du grain de pollen considéré.

2.3.0bservation des pollens par microscopie électronique a balayage

Les grains de pollen en suspension dans I'air se sont collés directement sur une pastille de carbone
adhésive double face fixée sur une casquette. L’observation est effectuée sous vide poussé. Les grains
de pollen sont des échantillons biologiques peu conducteurs ce qui cause une accumulation des
électrons a leur surface lors du balayage par le faisceau électronique. La surface du grain de pollen
observé sans préparation d’échantillon se charge et provoque une surbrillance qui géne 'observation
(Figure 22). Les échantillons ont donc été métallisés au carbone avant observation au MEB. Cette
préparation des échantillons consiste d’une part a leur permettre de résister au faisceau d’électron et a
I’exposition au vide partiel ou poussé, et d’autre part a les rendre conducteurs. Comme les grains de
pollen contiennent de ’eau et que la pression dans la chambre d’observation du MEB est tres faible,

les grains de pollens se déshydratent, ce qui explique qu’on les observe « dégonflés ».

:

ML pr0 ' b o - 3 T
0006 5.00KV 5.6mm x3.70k SE T 0.0um

Figure 22 : Grain de pollen de boulean observé avec un manvais écoulement des charges électroniques.

L’observation des échantillons prélevés sur les casquettes dans les deux parcs urbains a révélé des
pollens d’arbres pollinisant en mars-avril, dont le bouleau, le saule, 'aulne et le peuplier (Figure 23).

0007 5.00kV 10.4mm x2.30k SE 0003 5.00kV 10.4mm x2.50k SE
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Figure 23 : Différents types de pollens observés : A : aunlne , B : saule , C : peuplier ou cypres, D : boulean.

D’autres bioaérosols tels des spores de champignon ont été observés (Figure 24) (Wittmaack et al.,
2005). Pour certains grains de pollen de bouleau, nous avons observé la présence de champignons
filamenteux (hyphae) qui ont colonisé la surface (Figure 24). Ces champignons sont reconnaissables
par leurs hyphes (chalnes de cellules a structure tubulaire) allongés, formant un réseau filamenteux qui
recouvrent progressivement la surface sur laquelle ils se développent (Steinberg et al., 2017). Ces
organismes fongiques peuvent provenir du microbiote viable de la surface du pollen (Ambika
Manirajan et al., 2010).

0001 5.00kV 10.4mm x13.0k SE ' 40016 5.00kV 9.6mm x3.70k SE Tttt 0013 5.00KV 9.6mm x3.70k SE

Figure 24 : Autres particnles d'origine biologique : A : Probablement des spores de champignon et B : champignons
flamenteux: colonisant ['exine.
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0018 5.00kV 9.6mm x3.70k SE " " 10.00011 5.00kV 9.6mm x4.20k SE

Figure 25 : Grains de pollen de bounlean observés sans particules extrapolliniques a lenr surface.

Un grand nombre des pollens observés présentent clairement des particules adhérées sur leur surface
(Figure 26). Au total 33111 grains de pollen de bouleau sont comptés dans les échantillons prélevés
a laide de la casquette. Ce nombre s’éleve a 50 grains de pollen pour I’échantillon placé dans
I'impacteur (Tableau 15). Dans les deux parcs urbains, du Héron et de la Citadelle, respectivement a
6% et 10% de la totalité des pollens comptés présentent des particules sur leur surface. Ce pourcentage
s’éleve a 30% pour les pollens de bouleau prélevés en plein centre-ville par I'impacteur en cascade

(Tableau 15).

L’échantillon placé dans I'impacteur en cascade n’a subi aucune métallisation, ceci afin de mieux
analyser la nature des particules présentes sur la surface des pollens. Dans ces prélévements, seuls des
grains de pollen de bouleau ont été observés. Cela indique une moindre diversité végétale

environnante sur le site de centre-ville.
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Tablean 15 : Récapitulatif dn nombre de grain de pollens de bouleau observés et de leur pollution particnlaire pour chague site.

T d Nomb
ype de Nombre de Nombre de ombre
capteur . . moyen de
. grains de grains de pollens .
Site particules par
pollens de de bouleau cain de pollen
bouleau pollués g P ,
pollué
CitaLdiel:llle de Passif 40 4 949
e
Parc du Héron Passif 25 2 2+2
Hellemmes Actif 50 15 6t5

v Vo 1 [ B e
0021 5.00kV 5.4mm x3.70k SE 10.0pm 0032 5.00kV 5.3mm 20.0um

| WAL

0077 5.00kV 5.5mm x3.50k SE 10.0um 0017 5.00kV 9.6mm x3.70k SE

Figure 26 : Grains de pollens de boulean présentant des particules sur lenr surface.
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2.4.Analyses MEB/EDX

Des analyses par MEB/EDX ont été réalisées pour déterminer la nature de la pollution particulaire.
La Figure 27 présente les grains de pollens pollués apres analyse EDX : les particules (a) et (b) sont
celles de la Figure 26 ct sont des grains de pollens non métallisés observés pour Iéchantillon prélevé
dans l'impacteur. Clairement, ces trois particules ont subi un échauffement sous le faisceau
électronique lors de 'analyse X qui utilise un courant de sonde et une tension accélératrice plus élevés
que celui du mode imagerie topographique. Ces dégradations dues au faisceau pendant I'analyse X des
particules de la surface des grains de pollen provoquent des boursouflures sur la membrane pollinique.

0pm 10um

Figure 27 : Images électroniques en mode d'imagerie d'électrons rétrodiffusés (BSE) de certains pollens de bonleau présentant des
particules sur lenr surface acquises apres analyse EDX.

L’analyse EDX des particules présentes sur la surface des pollens prélevés montre que les particules
trouvées sur les grains de pollen sont de différentes natures : certaines contiennent du chlorure de
sodium NaCl (sels marins), d’autres sont des minéraux argileux riches en Si et Na, et certaines
contiennent des métaux (Fe, Al, Cu, Ca). Leur présence peut étre due a des travaux de construction a
coté du site de prélevement avec 'impacteur. En fait, des particules de type Al et Fe ont également
été trouvées seules sur le support de prélevement (Figure 28 et Figure 29). Cela suggere que ces
particules métalliques ont pu se déposer sur le pollen dans 'impacteur au moment du prélevement.
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20.0pm

Figure 28 :(1) Image d’une particule grossiére en mode SE. (2) Image électronique de particules en mode BSE. (3) Analyse
cartographique élémentaire (Al Ka) des particnles en mode EDX.

W specire 4

T I S R B R R T R S SRR S
4 8 0 2 4 16 18 eV

Figure 29 : Image électronique de particnles en mode BSE (a ganche) et spectre EDX de la particnle riche en oxyde de fer (a
droite).

Le prélevement des pollens par impacteur en cascade a été mis en place pour comparer Iefficacité
de notre méthode qui consiste a prélever les pollens par une pastille adhésive carbonée fixée sur une
casquette de manicre passive. Les pollens prélevés par I'impacteur présentent plus de particules (615)
sur leur surface que celles prélevées par la caquette (2£2) (Tableau 15). Les pollens prélevés par les
deux méthodes étant collés a la surface de I'adhésif, nous ne pouvons pas estimer la pollution
particulaire sur la face qui adhere au substrat, d’ou une probable sous-estimation du niveau de
pollution des pollens par les particules (Figure 30). Il est a noter que sur ensemble des sites étudiés
nous n’avons pas observé de pollens de bouleau rompus.

0006 5.00KV 5.6mm x3.70k SE CU T 0.0um [00765.00kV 5.4mm x3.20k SE

Figure 30 : Grains de pollen prélevés par limpactenr en cascad.
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3. DISCUSSION ET CONCLUSION

De maniére surprenante, notre méthode d’échantillonnage passive (pastille adhésive fixée sur une
casquette) s’est révélée efficace pour le prélevement de grains de pollen de bouleau. Environ 33+11
grains de pollen de bouleau ont été comptés sur les plots de MEB fixés sur une casquette apres une
exposition a lair libre de seulement 30 a 40 min au cours d’activités de promenade dans deux parcs
urbains. L’exposition a un tel nombre de pollens constitue un probleme majeur pour les personnes
allergiques. D’apreés la littérature, 8 a 20 grains de pollen de bouleau suffisent pour déclencher une
réaction allergique chez les personnes sensibilisées (Comtois and Gagnon, 1988).

La présence de particules sur la surface des pollens est susceptible de causer une aggravation des
symptomes allergiques (Choél et al., 2022). Nos prélevements ont été réalisés dans des conditions de
pollution particulaires PMzs et PMio importantes, 79 pug.m” et 93 ug.m” respectivement. Ces
concentrations excédaient largement les limites fixées par ’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
qui est de 15 pg.m” pour les PMa;s et de 45 ng.m” pour les PMio, ce qui augmente la probabilité de
présence de particules sur les pollens. Nous avons en effet observé un nombre important de particules
sur la surface des grains de pollen prélevés. Le pourcentage de ces pollens constitue 6% a 10% de la
totalité des pollens comptés dans les échantillons prélevés dans les deux parcs. Ce pourcentage s’éleve
a plus de 30% pour les pollens de bouleau prélevés en ville par impaction. Les analyses EDX réalisé¢es
ont montré que la majorité des particules présentes sur la surface des grains de pollen sont de nature
minérale et certaines autres présentent des résidus de métaux.

D’aprés nos premiers essais réalisés en 2019, nous pouvons constater que cette méthode de
prélevement employée est efficace et permet aussi d’évaluer la nature de la pollution particulaire des
grains de pollen auxquels les personnes sont exposées durant la saison pollinique. Le confinement
généralisé lié a la pandémie n’a pas permis d’effectuer de tels prélevements en 2020 mais uniquement
en 2021. Le traitement des données de chromatographie n’a pas permis d’analyser au MEB cette
nouvelle série de prélevements passifs dans le cadre de ce travail de these. L’analyse de ces échantillons
permettra de continuer a évaluer efficacité de la méthode de prélévement, notamment afin de savoir
si le nombre de grains de pollen adhérés sur le plot de MEB fixé sur la casquette varie en fonction de
intensité de la saison pollinique ou encore si le niveau de pollution particulaire ambiant influence la
contamination des grains de pollens.
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CHAPITRE III CAPACITE DE CAPTURE
DE I’OZONE PAR LE POLLEN







1. INTRODUCTION

Les polluants chimiques peuvent agir soit directement sur les sujets sensibilisés mais également sur les
grains de pollen en altérant par exemple leur paroi et leur contenu allergénique. I’ozone peut altérer
la muqueuse respiratoire, notamment en augmentant sa perméabilité (De Blay et al., 2000). De faibles
concentrations de ce polluant peuvent augmenter la réponse bronchique chez les personnes
asthmatiques (Molfino et al., 1991). L’ozone peut également agir directement sur le pollen et la
littérature regorge de publications sur I'effet de 'ozone sur les pollens allergisants (Sénéchal et al.,
2015).

A Theure actuelle, il est possible d’affirmer que la pollution atmosphérique change le potentiel
allergisant du pollen avec des différences d’effets observées selon les taxons. A notre connaissance, il
n’existe que tres peu d’études permettant une comparaison de pollens de différents taxons soumis a
un polluant gazeux dans des conditions strictement identiques d’exposition. Quelques études ont en
effet montré, sur un nombre limité de taxons, que des pollens de différents taxons réagissent
différemment a une exposition a des polluants atmosphériques effectuée dans des conditions
expérimentales strictement identiques (Gute et al., 2020; Pereira et al., 2021b; Ribeiro et al., 2013;
Roshchina and Mel’'nikova, 2001). L’effet sur le pollen dépend vraisemblablement en effet a la fois de
la dose recue en polluant et du grain de pollen considéré (et d’éventuels effets synergétiques ou
antagonistes lors d’une exposition simultanée avec d’autres polluants).

La sensibilité a 'ozone du grain de pollen varie clairement selon les espéces, et également selon les
conditions d’exposition (Sénéchal et al., 2015; Wolters and Martens, 1987). De ce fait, il est difficile
d’estimer si une ou des especes sont plus sensibles a ’ozone ou si d’autres sont plus résistantes. Cest
pourquoi nous proposons dans ce travail une exposition en laboratoire d’une vingtaine de taxons de
pollens dans les mémes conditions expérimentales afin de quantifier la quantité d’ozone capturée par
différentes espéces et ultimement de comprendre la cause de ces différences.

Dans un premier temps, nous décrirons le dispositif expérimental mis en place pour réaliser les
expositions a ’'ozone, ensuite nous présenterons les analyses effectuées sur les différents facteurs qui
pourraient modifier la capacité de capture d’ozone par les pollens. Enfin, nous donnerons une
conclusion a la fin de ce chapitre.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Pollens étudiés

Les pollens étudiés sont présentés dans la partie 2 du chapitre I. Les pollens utilisés dans cette étude
proviennent de trois sources : du pollen de bouleau récolté sur le campus de I'Université de Lille sur
plusieurs années et pour le méme arbre, du pollen de bouleau récolté pour cette étude par Bonapol
sur différents sites en 2020 en République Tcheque, et enfin, tous les autres taxons proviennent du

catalogue commercial de Bonapol.

2.1.1.Pollen de bouleau (Lille)

Le campus universitaire de Lille est de 110 hectares, il se trouve en zone urbaine a Villeneuve d’Ascq
a proximité de plusieurs autoroutes. Le campus présente une tres grande surface d’espaces verts, avec
une biodiversité spécifique. Il existe de nombreuses especes d’arbres sur le campus comme 'aulne, le
bouleau, le cédre du Liban, le charme, le chataignier, le chéne, le cypres, ’érable, ou encore le fréne.
Dans cette partie de la these, nous nous intéressons au pollen d’arbre de bouleau (Figure 31). Les
pollens de bouleau ont été récoltés sur le campus de 'Université de Lille, faculté des Sciences et
Technologies de 'année 2016 a 2020 aux mois de mars ou avril, juste avant la déhiscence des antheres,
et par conséquent avant la pollinisation des bouleaux.

2.1.2. Pollen de bouleau (Bonapol)
D’autres pollens de bouleau ont été gracieusement fournis par Bonapol (fournisseur de pollen). Ces
derniers ont été récoltés en Croatie (région de Zahgreb) et en Tchéquie (Bohéme et Moravie du sud)
(Tableau 16) sur 9 localisations durant la saison pollinique de 2020. Les pollens ont été récoltés sur
trois sites de différentes typologies : en forét, en zone urbaine et en zone rurale (Figure 32).

Les pollens de bouleau sont récoltés juste avant la déhiscence. Les chatons sont séchés a I’air ambiant
en laboratoire puis tamisés a 40 um. Le pollen est ensuite placé dans un dessiccateur afin de leur faire
perdre leur contenu en eau ; la teneur en eau des pollens ainsi traitée est de Pordre de 1 a 2 %. Les
pollens sont finalement stockés dans des vials hermétiques a une température de 4°C jusqu’a leur
utilisation.
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Figure 31 :17ue satellite du site de l'arbre de boulean qui est indiqué par une croix rouge (image de ganche).
Photographie de larbre (image de droite). 1.es coordonnées GPS de 'arbre sont 50°36'35.7"N 3°08'34.6"E
(Google maps).

Tablean 16: Coordonnées GPS' et types de sites de prélevement des pollens pour le pollen fourni par Bonapol.

Pollen de Coordonnées GPS Site de prélevement
bouleau

1 45°47'06.9"N 15°57'55.0"E Utrbain

2 45°58'47.9"N 16°08'21.3"E Forét

3 45°54'12.7"N 16°04'02.0"E Rural/Forét

4 48°58'56.3"N 14°22'12.5"E Forét

5 48°49'05.4"N 16°21'07.4"E Forét

6 48°59'11.5"N 14°25'00.1"E Forét

7 48°56'35.3"N 17°01'01.0"E Rural

8 49°01'27.2"N 14°20'40.1"E Forét

9 48°53'34.1"N 17°18'40.8"E Utrbain
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Figure 32 : Images satellites de localisation des zones de prélevements effectués en Républigue Tchéque par Bonapol
(Google maps).

2.1.3. Autres taxons (Bonapol)
Les autres taxons de pollens ont été commandés chez Bonapol. Aucun des pollens commandés n’a
subi de lavage préalable par solvant organique (dénomination commerciale : non-defatted). De plus,
les fournisseurs ont certifié que leurs pollens sont récoltés dans des zones non polluées. Le Tableau
17 récapitule tous les taxons des pollens étudiés.

Tablean 17: Résumé des taxons de pollen utilisés dans les expériences de capture de 'ozone

Genre et espéce Genre et espéce (suite)

Arbres Platanus x hispanica
Acer negundo Populus nigra
Alnus glutinosa Herbacées
Betula pendula Awmbrosia artemisiifolia
Corylus avellana Artemisia vulgaris

Cupressus sempervirens

Chrysanthennm leucanthemum

Fagus sylvatica

Parietaria officinalis

Fraxinus excelsior

Plantago lanceolata

Quercus rubra

Rumex acetosella

Salix caprea Urtica dioica
Olea europaea Graminées
Pinus halepensis Phlenm pratense

2.2.Expositions du pollen in vitro a ’ozone

La Figure 33 représente le schéma du dispositif d’exposition 7z vitro des grains de pollen a 'ozone
d’apres le travail de Zhu et al. (Zhu et al, 2018). L’exposition a 'ozone a été réalisée a une
concentration d’environ 100 ppb pour tous les pollens (mesurée avec une précision de 1 ppb). Cette
concentration a été choisie afin de s’approcher des conditions atmosphériques réelles. La durée
d’exposition est d’en moyenne de 25 minutes (1500 secondes). La capacité de capture des grains de
pollen est étudiée par la mesure de la quantité d’ozone adsorbée (Nos) jusqu’a un retour de 'ozone a
son niveau antérieur a introduction du pollen (exprimée en ng.mg"). Cette quantité est calculée par
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Pexposition d’une masse de 5 mg de grains de pollen (balance précise a £0,1 mg.) Cette masse est
mesurée dans un vial de 2 mL qui est ensuite connecté au dispositif d’exposition (Figure 33). La
concentration d’ozone est mesurée avant I'introduction des pollens et, lorsque la concentration en
ozone est stable a 'intérieur du systéme d’exposition, le pollen est libéré du vial vers un filtre en PTFE
pour subir Pexposition a I'ozone.

Valve
A — 0,
5 mg de pollen 100=10 ppb

< Filtre papiers
de 47 mm

=»  Evacuation

Analyseur
d'ozone

—
i
Figure 33: Schéma du dispositif d’excposition in vitro des grains de pollen a l'ozone (Zhu et al., 2018).

2.3.Génération et suivi de ’ozone

Pour la génération de l'ozone, une photolyse du dioxygene s’effectue sous l'action d’une lampe
émettant un rayonnement UV centré sur la longueur d’onde de 254 nm (modele SOG-2 fournisseur
UVP). Une lampe a mercure parallele a un tube en quartz dans lequel circule un flux d'air synthétique
de débit de 1,5 L.min" est utilisée pour générer le rayonnement UV. Pour faire vatier la quantité
d’ozone générée, une partie de la lampe est occultée en déplagant un cache ou alors en modifiant le
débit d'air synthétique.

Le pollen est exposé une fois la concentration d’ozone stabilisée a environ 100 ppb. Une masse de
pollen de 5 mg est alors introduite dans le dispositif apres ouverture de la valve reliée au vial contenant
les pollens. Une fois envoyés dans le dispositif, les grains de pollen sont piégés sur un filtre (Merck

Fluoropore™

, PTFE Membrane, diamétre 47 mm). Les grains de pollen sont alors exposés a 'ozone.
La concentration d’ozone est mesurée toutes les 10 secondes en sortie de réacteur par un analyseur
d’ozone (Thermo Fisher Scientific, modéle Megatec 49i) avec une limite de détection de 1 ppb.

L’exposition du pollen a été répétée entre trois et quatre fois pour chaque taxon.

Il a par ailleurs été vérifié en effectuant ces manipulations sans pollen que la capture de 'ozone est
négligeable apres ouverture de la vanne reliant le vial de 2 mL au reste du systeme.
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2.4.Parametres susceptibles d’influencer la capacité de capture de ’ozone

2.4.1. Facteurs intrinséques
2.4.1.1. Détermination de la fraction lipidique pollinique
Afin de mesurer la quantité des lipides totaux des pollens étudiés, une masse de 500 mg de pollen a été
extraite par du dichlorométhane (DCM). L.a méthode d’extraction des pollens de bouleau consiste a
rincer une masse de 500 mg de pollen, déposé sur du coton (préalablement nettoyé par le méthanol et
le DCM) dans une pipette pasteur, par un volume de 8 mL. de DCM. Le temps de contact entre le
pollen et le solvant était de 'ordre de quelques minutes. Apres filtration, le solvant a été évaporé et le
résidu sec pesé (£ 0,1 mg). La procédure a été répétée entre trois et quatre fois pour chaque taxon.

2.4.1.2.  Préparation de pollens ‘défattés’

Pour étudier Peffet de la fraction lipidique sur la capacité de capture d’ozone par les pollens, des
expériences ont été menées sur quatre taxons de pollen défattés de leurs fractions lipidiques. Les grains
de pollen étudiés sont Betula pendula, Ambrosia artemisiifolia, Pinus halepensis et Fagus sylvatica. 1.e défattage
des grains de pollen consiste a laver les grains de pollen par un solvant organique, celui-ci favorisant
Iextraction des especes organiques localisées dans la fraction lipidique du revétement pollinique. Une
masse de 50 mg de pollen est extraite par un volume de 5 mL de DCM, puis filtrée a 'aide d’un coton
préalablement nettoyé au DCM. Le temps de contact entre le pollen et le solvant était de quelques
minutes. Les pollens extraits ont été séchés sous flux d’azote, puis placés dans des vials fermés
hermétiquement avant d’étre exposés a 'ozone. A noter que I'exposition de ces pollens défattés
a l'ozone a été réalisée directement apres défattage sans conservation préalable.

2.41.3. Teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée comme étant la masse d'eau contenue dans le grain de pollen. Elle
est exprimée en pourcentage de la masse totale du pollen. Les échantillons de pollens destinés a la
mesure ont été placés dans un récipient en verre puis ont été séchés dans une étuve a une température
de 110°C. Trois masses de 150 mg ont été pesées pour chaque pollen, puis le poids sec d’une quantité
donnée de pollen a été mesuré apres dessiccation pendant 24 h et 48 h. Cette étude a été menée sur 7
grains de pollen choisis pour leurs différentes capacités de capture d’ozone : Betula pendula, Alnus
Glntinosa, Salix caprea, Urtica dioica, Fraxinus excelsior, Pinus halepensis et Cupressus sempervirens.

2.414.  Caractéristiques morphologiques
Les caractéristiques morphologiques sont en rapport direct avec les pollens tels que leur taille, leur

masse, le type et le nombre d’apertures présent sur leur surface.

La taille et la masse du pollen ainsi que le nombre et le type d’apertures des pollens sont extraits de
PalDat (PalDat, 2022), une base de données palynologiques en ligne et de la littérature (Chapman,
2015; Gonzalez-Mancera et al., 2021; Guérin, 1993).
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2.4.1.5.  Risque allergique et période de pollinisation
Tous les pollens ne sont pas équivalents du point de vue allergique. Le risque allergique des pollens est
la capacité du pollen d’une espéce a provoquer une réaction allergique pour une partie de la population.
11 peut étre faible ou négligeable (0/1), modéré (2) ou fort (3). La période de pollinisation correspond
au mois de démarrage de la saison pollinique. Ces deux parameétres sont extraits du site du RNSA
(RNSA, 2018).

2.4.2. Facteurs extrinséques
2.4.21.  Durée de stockage depuis la récolte du pollen
I’objectif de cette étude est de savoir sila capacité des pollens a capturer de 'ozone varie d’une période
pollinique a une autre pour le pollen de bouleau issu d'un méme arbre. I’étude a été menée sur des
pollens de bouleau Betula pendula récoltés sur le campus de ’'Université de Lille, faculté des Sciences et
des Technologies, pendant 5 périodes de pollinisation différentes de 2016 a 2020 (cf. partie 2.1.1 de ce
chapitre). Les expositions a ’'ozone ont eu lieu en 2021, soit entre 1 et 5 ans apres récolte.

2.4.2.2. Localisation de récolte
Les pollens de bouleau Befula pendula fournis par 'entreprise Bonapol ont été récoltés dans 9
localisations différentes : urbaine, rurale et en forét (cf. partie 2.1.2 de ce chapitre). La question que
nous nous posons est de comprendre si la capacité de capture de 'ozone difféere d’une localisation de

récolte a une autre pour un méme taxon.
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3. ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel XLSTAT (pour Windows version 16.8).
Ces analyses ont pour objectif d’étudier existence de corrélations entre le taux de capture d’ozone
par les pollens et les différents parametres susceptibles d’influencer la capacité de capture de 'ozone.
Les associations entre les variables étudiées avec le taux de capture d’ozone ont été testées en utilisant
les coefficients de détermination et les coefficients de corrélation (Spearman et Pearson).

Le test Pearson s’applique dans le cas des séries de données provenant de I’échantillonnage d’une ou
de deux variables métriques (quantitatives). Il est utilisé pour étudier les données dont la distribution
suit une loi Normale. Si deux variables X et Y sont parfaitement dépendantes, alors 1, = 1 ou 1, = -1.
Les deux variables sont parfaitement indépendantes si r, = 0. Plus le coefficient corrélation r, de
Pearson est proche de 1, plus la relation linéaire positive entre les variables est forte. Inversement, plus
le coefficient est proche de -1, plus la relation linéaire négative entre les variables est forte. Plus le
coefficient est proche de 0, plus la relation linéaire entre les variables est faible.

Le test de normalité nous indique que la distribution de la plupart des données étudiées ne suit pas
une loi Normale, donc nous avons effectué des tests statistiques non paramétriques. Les données ont
¢été soumises a une analyse de corrélation non paramétrique en calculant le coefficient de corrélation
t; de Spearman qui permet de calculer la dépendance entre deux variables aléatoires de relation non
affine. Ce test de corrélation non paramétrique utilise pour cela des variables de rang, calculées a partir
des échantillons X, Y.

Le coefficient de Spearman détecte des tendances monotones. Lorsque la tendance est affine il se
comporte de fagon similaire au coefficient de Pearson, il sera alors plus élevé si la tendance est
monotone. Si la tendance suit parfaitement une fonction monotone, alors r; = 1 ou r, = -1.

Drautres analyses statistiques sont menées en calculant la valeur ‘p-value’. Elle représente le niveau de
signification marginale mettant en avant la probabilité d’occurrence d’un résultat donné. Pour la
comparaison entre deux parametres, les calculs ont été effectués par le test de Wilcoxon. C’est un test
statistique non paramétrique qui permet de tester I'hypothese selon laquelle les distributions de chacun
de deux groupes de données sont proches.

Pour la comparaison de plus de deux échantillons, les calculs sont effectués par le test de Kruskal-
Wallis. C’est une méthode non paramétrique utilisée pour tester si des échantillons trouvent leur
origine dans la méme distribution.

Les résultats des tests sont considérés comme significatifs lorsque la p-value du test est inférieure a
5%. Ainsi, si p-value<0,05, nous pouvons accepter hypothese selon laquelle le parametre étudié
influence le taux de capture d’ozone avec un risque d'erreur a=5%. Au contraire, si p-value>0,05 alors
nous ne pouvons pas affirmer I’hypothese selon laquelle le parameétre étudié influence le taux de
capture de 'ozone par le pollen.
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4. RESULTATS

4.1. Capture de ’ozone par les pollens

4.1.1.Calcul du taux de capture d’ozone par les pollens

La concentration d’ozone normalisée ([O3]./[Os].) en fonction du temps de contact entre un pollen
de bouleau intact et 'ozone est présenté dans la Figure 34. La concentration initiale d’ozone [Os], est
comprise entre 90 et 100 ppb pour toutes les expériences. La valeur initiale est calculée pour chaque
expérience par la moyenne sur 100 secondes avant 'introduction de pollen dans le flux d’ozone. Une
décroissance rapide de la concentration d’ozone est observée dés I'introduction des grains de pollen
dans le réacteur. La concentration [O;]. correspond aux concentrations d’ozone apres I'introduction
des pollens dans le systeme. La masse d’ozone capturée par le pollen est calculée par intégration du
signal en prenant en compte [O3], - [O3];, le temps d’analyse (10 s) et le débit (1,3 L.min™"). Apres cette
décroissance initiale, la concentration d’ozone revient vers sa valeur initiale, ce qui signifie que la
surface de pollen est saturée.

Introduction du pollen dans le flux d'ozone
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Figure 34: Concentration relative normalisée d’ozone en fonction de la durée d’excposition apres Uintroduction de 5 mg
de grains de pollen de boulean.

4.1.2. Etude de répétabilité
Afin d’étudier la répétabilité des essais, un exemple de 4 essais identiques sur le pollen d’Olea europacea
est présenté dans la Figure 35. Les expériences ont été menées pour une masse de 5+0,2 mg de pollen
d’olivier. Les pollens sont exposés a une concentration d’ozone [Os] proche de 100 ppb. La
concentration de la capture de 'ozone pour ce pollen est de 141+3 ng.mg". Cette valeur correspond
a la moyenne plus ou moins I’écart-type des quatre mesures observés dans la Figure 35 pendant 2500
secondes environ (42 minutes).
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Concentration relative d'ozone
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Figure 35: Comparaison des expériences de captures effectuées sur le méme pollen. Les résultats concernent le pollen
d'Olea europaca.

Pour les 4 essais réalisés, le taux de capture de 'ozone par le pollen d'Olka europaea varie entre 137 et
144 ng.mg™. Les variations entre les essais sont faibles et sont de 'ordre de 2 %. C’est le cas pour
toutes les autres expositions de pollen réalisées avec des variations faibles comprises entre 1 et 3 %.
De plus, le générateur produit de 'ozone a une concentration [Os] entre 90 et 110 ppb, ce qui constitue
une variation faible de 'ordre 9 %. Compte tenu de ces résultats et de la stabilité du générateur d’ozone,
les expériences apparaissent répétables.

4.1.3. Evolution de capture d’ozone
La quantité d’ozone adsorbée sur la surface des pollens étudiés et le nombre d’expériences réalisées
pour chaque pollen sont présentés dans le Tableau 18. Nous observons que les quantités d’ozone
adsorbées sur la surface des grains de pollen font apparaitre une grande variation entre les pollens
étudiés. Les quantités d’ozone mesurées vatient entre 0 et 141 ng.mg”. La durée de capture de 'ozone
s’étend jusqu’a 2500 secondes d’exposition (Olea europaea). Le pollen d’Olea europaea capture la plus
grande quantité d’ozone (141 ng.mg™) suivi par Parietaria officinalis (130 ng.mg™), Acer negundo (82 ng.mg’
Y et Urtica divica (66 ng.mg"). Une exposition de 1000 secondes est suffisante pour une capture
importante de 'ozone par certains pollens comme Betula pendula, Cupressus sempervirens, Phleum pratense,
Fraxinus excelsior et Alnus glutinosa. 1La capture d’ozone pour ces pollens vatie entre 12 et 50 ng.mg".
Certains autres échantillons de pollen ne capturent pas d’ozone ; ces pollens sont Fagus Sylvatica,
Platanus x hispanica, Plantago lanceolata, Pinus halepensis, Salix caprea, Populus nigra, Ambrosia artemisiifolia,
Chrysanthenum lencanthemunr, Artemisia vulgaris et Rumex acetosella. 1a quantité d’ozone capturée par ces
derniers varie entre 0 et 2 ng.mg"' (Tableau 18).

109



Tablean 18: Capture de ozone selon les différents taxons des grains de pollen étudiés. Tous les pollens sont intacts et
exposés d une concentration proche de 110 ppb d’ozone.

Genre et espéce

N(Os) / ng.mg”

Arbres
Acer negundo 8212 (n=3)
Alnus glutinosa 1212 (n=3)
Betula pendula 37£2 (n=3)
Corylus avellana 3412 (n=3)
Cupressus sempervirens 17£3 (n=4)
Fagus sylvatica 1+1 (n=4)
Fraxinus excelsior 50£3 (n=4)
Olea europaea 141£3 (n=4)
Pinus halepensis 1+1 (n=4)
Platanus x hispanica 0£0 (n=4)
Populus nigra 1£1 (n=4)
Quercus rubra 2513 (n=4)
Salix caprea 1+1 (n=4)
Herbacées
Ambrosia artemisiifolia 1£1 (n=4)
Artemisia vulgaris 1£1 (n=3)
Chrysanthemum 141 (n=4)
leucanthemum
Parietaria officinalis 130£4 (n=4)
Plantago lanceolata 0£0 (n=3)
Rumex acetosella 212 (n=4)
Urtica dioica 6613 (n=4)
Graminées
Phleum pratense 15£2 (n=4)

Drapreés les calculs de la quantité d’ozone capturée sur la surface des grains de pollen, nous distinguons
deux groupes de pollen. Le premier groupe comprend les grains de pollen présentant un taux de
capture d’ozone négligeable avec des valeurs comprises entre 0 et 2 ng.mg' (Figure 36-A). Le
deuxiéme groupe comprend quant a lui les espéces dont les grains de pollen présentent un taux de
capture entre 12 et 141 ng.mg" d’ozone (Figure 36-B).
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Figure 36: Concentration relative normalisée d’ozone en fonction de la durée d’excposition pour les 21 échantillons de
grains de pollen étudiés (période de pollinisation 2019). A) pollens avec nne capture inférienre a 2 ng.mg' B) Pollens
avec une capture comprise entre 12 et 141 ng.mg'.

Nous constatons que les différents pollens étudiés n’ont pas la méme capacité de capture de 'ozone.

Apres lintroduction de pollen, nous observons une chute des concentrations d’ozone, puis un retour
a la concentration initiale aprées un certain temps. Nous pouvons en déduire que dés I'introduction de
pollen dans le systeme, 'ozone est capturé par ces derniers. Cependant, le taux de capture de 'ozone
difféere d’un pollen a l'autre.

Drapres la littérature, les effets de 'ozone sur la germination du pollen ont été rapportés pour la
premicre fois par Feder en 1968 (Feder, 1968). Depuis lors, un ensemble d’effets ont été décrits
consécutivement a I'exposition de pollen de nombreux taxons a 'ozone. Une diversité de réponses
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aux stress environnementaux est évidemment attendue selon les especes, tant pour la partie végétale,
le pollen ou les allergenes (Feder, 1986, 1981; Shahali and Dadar, 2018, 2018).

Parmi les effets de ’'ozone sur le pollen, nous pouvons citer : une modification de la fraction lipidique
extractible (Farah et al., 2021; Naas et al., 2016; Zhu et al., 2018), une modification chimique de la
sporopollénine par réaction avec les doubles liaisons des polycaroténoides (Naas et al., 2016), une
diminution de la viabilité (Cuinica et al., 2013a, 2013b; Wolters and Martens, 1987), la germination
d’un tube pollinique plus petit ou une inhibition de la formation du tube pollinique (Chichiricco and
Picozzi, 2007; Cuinica et al., 2013a, 2013b; Feder, 1986, 1981, 1968; Ferreira et al., 2016; Harrison and
Feder, 1974; Leisner and Ainsworth, 2012; Masaru et al., 1976; Roshchina and Mel’nikova, 2001;
Wolters and Martens, 1987), une promotion des réactions de nitration des protéines ou une
modification de certaines protéines lors d’une exposition simultanée a 'ozone et au dioxyde d’azote
(Franze et al.,, 2005), un changement dans la quantité totale de protéines extractibles (Cuinica et al.,
2013a, 2013b; Ferreira et al., 2016; Ribeiro et al.,, 2013, 2014), une augmentation de la quantité
d’allergenes (Eckl-Dorna et al., 2010; Masuch et al., 1997), une propension a la rupture plus importante
(Rogetieux et al., 2007) et/ou une modification de la réactivité IgE aux allergenes (Eckl-Dorna et al.,
2010; Ribeiro et al., 2014).

Drailleurs, les effets des polluants sur le pollen différent selon le taxon. En effet, il est observé une
augmentation de la production d’anticorps IgE suite a une exposition aux pollens d’Acer negundo et
Quercus robur préalablement a 'ozone. L’inverse est observé pour le pollen de Platanus x acerifolia
(Ribeiro et al., 2014). Ces différences pourraient étre un facteur supplémentaire pouvant expliquer
leurs pouvoirs allergisant différents. ILa capture de 'ozone (et plus généralement de polluants) pourrait
étre le mécanisme le plus simple expliquant I'aggravation des symptomes lors des pics de pollution.
Apres les travaux précédents de notre groupe de recherche effectués sur un seul taxon a la fois
(Chassard et al., 2015; Zhu et al., 2018), cette étude est la premiere du genre a fournir des informations
sur la capture de 'ozone par la surface du grain de pollen.

Afin de comprendre les causes de ces différences, nous avons cherché des corrélations entre quelques
patamétres intrinséques (masse et taille du pollen / types, nombre des apertures/ risque allergique,
teneur en eau, taux de lipides et la surface spécifique BET) et d’autres extrinseques (année de récolte,
localisation de récolte) et le taux de capture d’ozone par les pollens.

4.2.Effet de certains parametres intrinséques sur le taux de capture d’ozone
par les pollens
4.2.1. Taux de lipides
Nous avons mesuré le taux de lipides totaux pour tous les grains de pollen étudiés sauf pour le pollen
de Parietaria officinalis faute d’une quantité disponible suffisante. Le but est de comprendre si le taux de
lipides totaux influence le taux de capture d’ozone par les pollens. 11 faut noter que pour la plupart des
taxons il s’agit ici de la premiere détermination de la masse de lipides extractibles (Tableau 19).
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Tablean 19: Masse des lipides extractibles pour les 21 taxons de I'étude (hors Parietaria officinalis).

Arbres Masse de lipides (mg.g?) N(O3s) sec / ng.mg-!
Acer negundo 51,4 8212
Alnus glutinosa 33,6 1242
Betula pendula 27 37£2
Corylus avellana 20,5 34%2
Cupressus sempervirens 13,98 173
Fagus sylvatica 18 1+1
Fraxinus excelsior 18,6 5013
Olea europaea 73,8 141+£3
Pinus halepensis 17 1+1
Platanus x hispanica 39 0£0
Populus nigra 30 1+1
Quercus rubra 19,6 2513
Salix caprea 39 1+1
Herbacées
Ambrosia artemisiifolia 120 1+1
Artemisia vulgaris 25 1+1
Chrysanthemum leucanthemum 49 1+1
Parietaria officinalis nd 130+4
Plantago lanceolata 15 0£0
Rumex acetosella 43 242
Urtica dioica 43 66%3
Graminées
Phleum pratense 22 152
nd non disponible
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La Figure 37 représente la quantité d’ozone capturée par les grains de pollen en fonction de la masse
de lipides totaux mesurée. Aucune corrélation n’est observée (1,=0,27) entre la capacité des pollens a
capturer de 'ozone et la masse de lipides polliniques (Figure 37-A). Les pollens avec de faibles (ou
absence) taux de capture d’ozone sont Platanus x hispanica, Plantago lanceolata, Pinus halepensis, Salix caprea,
Populus nigra, Ambrosia artemisiifolia, Chrysanthemum lencanthemum, Artemisia vulgaris et Rumex acetosella.
Effectivement, Ils présentent un faible taux de capture d’ozone sur leur surface entre 0 et 2 ng.mg’,
pourtant leurs masses de lipides varient entre 15 et 120 mg.g”' .Nous observons une corrélation avec
un coefficient de corrélation r,= 0,8 quand nous prenons seulement en compte les pollens ayant un
taux de capture supérieur 2 2 ng.mg ' (Figure 37-B). Ainsi, le coefficient de détermination traduit une
relation positive entre le taux de capture d’ozone et le taux de lipides (r,= 0,8). La droite est de type

linéaire (passant par 'origine) pour cette variable.
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Figure 37: Quantité d’ozone adsorbée sur la surface des grains de pollen et tanx de lipides totanx des pollens A) en
prenant en considération le pollen d’ambroisie et B) sans prendre en compte les pollens ayant un tanx de capture

inférienr a 2 ng.myg’'.

L’hypothese est que la richesse en lipides pourrait augmenter le taux de capture d’ozone par certains
pollens. Ces lipides sont composés de différentes familles chimiques telles que des acides gras (saturés,
insaturés), alcanes, alcénes, alcools, aldéhydes et stérols. Ces composés ont été identifiés dans la
fraction lipidiques de certains pollens étudiés (Bashir et al., 2013a; Farah et al., 2019; Naas et al., 2016;
Rejon et al., 2016; Zhu et al., 2018).

4.2.2. Effet de la fraction lipidique sur le taux de capture d’ozone
Ces expériences ont été menées afin d’évaluer 'influence de extraction de la fraction lipidique externe
du pollen sur leur taux de capture de 'ozone. Les pollens choisis sont Betula pendula (3712 ng.mg™),
Fagus sylvatica (111 ng.mg™"), Pinus halepensis (131 ng.mg") et Ambrosia artemisiifolia (171 ng.mg™). Ces
pollens ont été exposés a une concentration de 110 ppb d’ozone apres avoir subi un lavage au solvant
organique afin de retirer la fraction lipidique (« défatting »). La Figure 38 représente la concentration
relative d’ozone en fonction de I’état du pollen (intact et « défatté »). La quantité d’ozone capturée a
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la surface des 4 pollens étudiés est plus importante dans leur état défatté que dans leur état intact

(Figure 38). A noter que les pollens sont exposés directement a 'ozone apres lavage et séchage.
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Figure 38: Comparaison de la concentration relative d’ozone en fonction de l'état du pollen intact (ligne noire) et défatté
(ligne rouge). Tous les pollens sont exposés a une concentration proche de 110 ppb d’ozone.

Nous observons que le taux de capture d’ozone par les pollens dans leur état défatté est plus important
que dans leur état intact. Effectivement, la quantité d’ozone capturée sur la surface des pollens défattés
est multipliée par un facteur de 343 pour le pollen d’ambroisie (Awbrosia artemisiifolia), par un facteur
de 95 pour le pollen de hétre (Fagus sylvatica) et par un facteur de 41 pour le pollen de pin (Pinus
halepensis) (Tableau 20).
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Tablean 20: Comparaison de la quantité d’ozone capturée sur la surface de grains de pollen en fonction de son état
(intact et défatté). Tous les pollens sont exposés a une concentration proche de 110 ppb d’ozone.

Pollen N(Os) / ng.mg”
Etat intact Etat défatté
Ambrosia artemisiifolia 1+1 34315
Betula pendula (2019) 37%2 49+2
Fagus sylvatica 1£1 95%2
Pinus halepensis 1+1 4112

La plus légere modification est observée pour le pollen de bouleau ou la quantité d’ozone capturée par
un pollen défatté est multipliée par un facteur de 1,3 par rapport a la quantité capturée par ce méme
pollen dans son état intact. Nous constatons ainsi que la fraction lipidique du grain de pollen influence
énormément la capacité de capture de 'ozone par les pollens. Nous déduisons que la fraction lipidique
externe protege le pollen (au moins pour certains taxons) de la capture d’ozone.

Ces résultats peuvent s’expliquer de différentes manicres. Le pollen est doté d’une double paroi :
Iintine et Pexine. La paroi externe est constituée principalement de sporopollénine. C’est un
biopolymeére physiquement robuste et chimiquement résistant qui constitue la couche de parois de
pollen la plus externe et constitue la premicre ligne de défense contre les conditions environnementales
difficiles (Meuter-Gerhards et al., 1999). De plus, c’est la premicre barricre qui entre en contact avec
les polluants. Ces lipides recouvrant la paroi externe sont abondamment étudiés dans la littérature
pour de nombreuses especes végétales (Bashir et al., 2013a; Henricsson et al., 1996; Piffanelli et al.,
1997). Cette fraction est facilement extractible apres lavage par un solvant organique (Figure 39)
(Bashir et al., 2013a; Piffanelli et al., 1997; Rejon et al., 20106).

Figure 39: Image en microscopie électronique a transmission de la paroi d’un grain de pollen d'olivier (a) avant et (b)
apres extraction du revétement pollinique avec un solvant organique (cyclohexane) (Rejon et al., 2016).

Il est mis en évidence dans la littérature que la modification de la composition chimique de la fraction
lipidique externe du pollen provient uniquement de la réactivité de 'ozone sur des alcénes, des acides
gras insaturés et sur des doubles liaisons de la structure de la sporopollénine (Farah et al., 2021, 2019;
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Naas et al., 2016; Zhu et al., 2018). Zhu et al. (2018) ont montré que les alcénes présents sur la surface
lipidique externe des pollens de bouleau peuvent réagir comme anti-oxydant envers l'ozone,
protégeant ainsi les molécules nécessaires a la reproduction de la plante (Zhu et al., 2018).

Nous expliquons les différences observées entre un pollen intact et un autre défatté par le fait que la
structure interne d’un pollen dépourvu de sa fraction lipidique est plus accessible a 'ozone qu’un autre
protégé par cette derniere. L’élimination de cette couche lipidique peut également permettre a 'ozone
de s’adsorber sur la surface de pollen dépourvue de ses lipides. En d’autres termes, I’élimination des
lipides externes par un solvant organique engendre une augmentation de la surface d’adsorption
disponible et/ou rend disponible des composés réactifs avec 'ozone qui étaient préalablement
protégés par les lipides. Ces expériences sur le défatting confirment I'importance de la fraction
lipidique dans la capture de 'ozone. Cette hypothése devra étre confirmée par la réalisation de mesure
de T'aire spécifique des pollens qui n’ont pas pu étre réalisées dans le temps imparti a cette these.

4.2.3. Teneur en eau
La teneur en eau a été mesurée pour quelques pollens (Betula pendula, Alnus glutinosa, Salix caprea, Urtica
dioica, Fraxinus excelsior, Pinus halepensis et Cupressus sempervirens) en comparant la masse du pollen avant
et apres séchage de ces derniers a Iétuve a 110°C pendant 24 et 48 heures. Les pollens choisis
possedent des capacités de capture différentes envers 'ozone.

La teneur en eau est inférieure a 2% pour tous les pollens testés ce qui est cohérent avec le protocole
de collecte incluant une étape de dessiccation du pollen (Tableau 21). L’effet de ce facteur semble

donc négligeable sur la capacité de capture de 'ozone par les pollens.

Tablean 21: Teneur en ean mesurée pour 7 taxons. Cette teneur a été mesurée pour deux durées de séchage a

110 °C (24 b et 48 b).

Teneur en eau (%)
48 h
1

Taxons

=

Alnus glutinosa
Betula pendula (2019)
Cupressus sempervirens

Fraxinus excelsior

Pinus halepensis

Salix caprea
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Urtica dioica
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4.2.4. Les corrélations entre les caractéristiques morphologiques du pollen et le taux
de capture d’ozone
4.2.4.1.  Taille du pollen
Le coefficient de corrélation de Spearman montre une corrélation positive entre la taille des pollens et
le taux de capture d’ozone avec un 1, voisin de 0,5. La p-value de 0,005 < 0,05 confirme cette
I’hypothése en montrant bien qu’il existe une association significative entre les deux variables étudiées.

Le taux de capture de 'ozone est plus important lorsque la taille du pollen est plus grande, dépendrait
donc de la surface disponible sur le pollen. Nous constatons que 'ozone capturé par les pollens est
adsorbé sur leurs surfaces. Ce parameétre n’explique toutefois pas les variations entre taxons puisque
le pollen ayant la taille 1a plus importante de notre série est le pin, qui entraine une capture de 'ozone
quast nulle. Mais le pollen de pin est le seul a étre de type vésiculé.

4.2.4.2. Nombre et type d’apertures

La paroi des grains de pollen posséde des apertures (également appelées pores ou sillons) qui sont
caractérisées par un fort amincissement local, voire d’une disparition, de 'exine et d’un épaississement
de l'intine (Thanikaimoni, 1986). D’apres Prieu (2015), un nombre élevé d’apertures est favorable en
termes de germination. Les apertures sont des éléments clés de la paroi pollinique. C’est au niveau des
apertures que se font les échanges avec le milieu extérieur et que croit le tube pollinique (Edlund et
al., 2004; Heslop-Harrison, 1968). Par ailleurs, un grand nombre d’apertures réduit la survie face a un
stress osmotique (Prieu, 2015). Nous supposons que les pollens avec plus d’apertures sur leurs surfaces
adsorbent plus d’ozone que les pollens sans. I’hypothése est que I'absence d’exine pourrait permettre
aux polluants de réagir plus facilement avec les composants internes du pollen.

Pourtant, les analyses statistiques montrent que le type et le nombre d’apertures ne semble pas
influencer le taux de capture d’ozone par les pollens avec une p-value de 0,3 (type d’ouverture) et de
0,5 (nombre d’ouvertures). Cette p-value est supérieure a 0,05. Cela signifie que notre hypothése est
rejetée, donc qu’il n’existe aucune corrélation entre ces deux parametres et la capture d’ozone.

Par ailleurs, 'analyse de I'influence de ces deux facteurs sur le taux de capture d’ozone nécessite un
plus grand nombre d’échantillons de pollen. Effectivement, le faible nombre d’échantillons empéche
d’affirmer quoi que ce soit. En ce qui concerne les types d’apertures tricolporé, triporé et tricolpé les
effectifs disponibles sont entre 4 et 7 pollens. De surcroit, pour les autres types il n’existe qu'un seul
effectif pour chaque nombre et type d’aperture, ce qui est insuffisant. Un plus grand nombre de taxons
est nécessaire pour effectuer des analyses plus représentatives sur I'effet des apertures sur la réactivité

avec des polluants gazeux.
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4.2.5. Relation entre le taux de capture d’ozone et la période de pollinisation et le
risque allergique

Période de pollinisation

La période de pollinisation est la période de démarrage de la saison pollinique, qui débute lors de la
détection du premier pollen dans Iair. I.a période de démarrage des pollens commence dés le mois de
tévrier et se poursuit jusqu’a décembre (RNSA, 2018). Les conditions météorologiques propices a la
pollinisation, a savoir un temps calme et ensoleillé, sont également propices a la formation de 'ozone.
Par exemple a Copenhague, des concentrations importantes en ozone dans I'air surviennent a la fois
avec les saisons polliniques de bouleau et des graminées et également avec les pics journaliers de pollen
(Orby et al., 2015). Autre exemple, il existe également une coincidence entre la saison pollinique des
graminées et les plus hautes concentrations troposphériques en ozone (Bastl et al., 2021).

Nous faisons ici ’hypothése que les taxons dont la saison pollinique est en été sont moins sensibles a
I'ozone (capturent moins d’ozone), du fait que les niveaux moyens relevés en ozone sont généralement
plus élevés au printemps et les pics de concentrations s’observent en période estivale (EPA, 2003).

Le taux de capture de 'ozone par les pollens n’est pas corrélé a la période de pollinisation avec une p-
value=0,5 > 0,05. Par conséquent, un pollen qui pollinise en été semble n’adsorber pas moins d’ozone
qu’un pollen qui pollinise en janvier. Par exemple, le pollen d’Artemisia vulgaris pollinise en juillet (été)
comme le pollen de Parietaria officinalis. Pourtant, ce dernier présente un taux de capture (130+4 ng.mg’
" 130 fois plus important que celui &’ Artemisia vulgaris (111 ng.mg™"). Comme le nombre d’effectif par
échantillon est assez faible, il est difficile de conclure.

Risque allergigne

Il semble qu’il n’existe aucune corrélation entre le risque allergique et le taux de capture d’ozone par
les pollens (coefficient de corrélation Spearman r, voisin de 0,3). Effectivement, la majorité des pollens
qui n’adsorbent ou qui adsorbent des quantités treés négligeables d’ozone sur leurs surfaces présentent
un risque allergique faible et modéré, sauf le pollen d’Awmbrosia artemisiifolia qui n’adsorbe pas d’ozone
sur sa surface et qui présente un risque allergique fort.

Tous les pollens qui adsorbent de 'ozone sur leur surface présentent un risque allergique modéré ou
fort, sauf le pollen d’Urtica divica qui adsorbe une grande quantité d’ozone sur sa surface et présente un
risque allergique faible. En ne prenant pas les deux pollens d’Awmbrosia artemisiifolia et &’ Urtica divica en
considération, le coefficient de corrélation Spearman r, s’éleve a 0,6, montrant la présence de
corrélation entre le risque allergique et le taux de capture d’ozone.

4.3.Effet de certains parameétres extrinséques sur le taux de capture de ’ozone
par différents grains de pollen

4.3.1. L’effet de ’année de pollinisation sur le taux de capture d’ozone
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Nous avons décidé d’étudier la capture d’ozone pour des pollens de bouleau Betsula pendula disponibles
dans notre laboratoire récoltés sur le campus de I'Université de Lille, Faculté des Sciences et
Technologies de 2016 a 2020 (Figure 31). Ils ont été exposés a une concentration proche de 100 ppb
d’ozone. La Figure 40 présente une comparaison de la concentration relative d’ozone en fonction de
P'année de récolte des grains de pollens de bouleau intact. Nous remarquons que la capacité de capture
de I'ozone par les grains de pollen de bouleau differe 1égerement d’une année de récolte a une autre.
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Figure 40: Comparaison de la concentration relative en fonction de I'année de récolte des grains de pollen de Betula

pendula.
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Figure 41: Quantité d’ozone absorbée par les grains de pollens de boulean intact issus de 5 différentes années de récolte.

120



Apres calcul, nous remarquons que les pollens de bouleau récoltés en 2017 capturent la plus petite
quantité d’ozone (14+3 ng.mg™). Par contre, les pollens les plus récents de 2019 (37+2 ng.mg ") et de
2020 (35%2 ng.mg") capturent la plus grande quantité d’ozone (Figure 41). Les pollens récoltés en
2016 et 2018 présentent la méme capacité de capture envers 'ozone (292 ng.mg"). La capacité de
capture des pollens est dépendante de 'année de récolte pour un pollen de la méme espece, dans notre
cas le pollen de Betula pendula. 1.a variation reste cependant limitée avec une valeur moyenne de 27£8

ng.mg‘l.
La différence entre les pollens est peut-étre liée en grande partie aux différents stress

environnementaux qui sont caractéristiques de chaque saison pollinique (Feder, 1986, 1981; Shahali
and Dadar, 2018; Wolters and Martens, 1987).

4.3.2. Effet de lalocalisation de récolte du pollen
Des pollens de Betula pendula récoltés sur 9 localisations différentes (Tableau 16) ont été exposés a
une concentration d’ozone proche de 100 ppb. La Figure 42 présente une comparaison de la
concentration relative d’ozone en fonction de la localisation de récolte. Ces pollens ont tous été
récoltés en 2020 par entreprise Bonapol.
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Figure 42 : Comparaison de la concentration relative d’ozone en fonction de la localisation de récolte. Les pollens sont
exposés d une concentration dozone proche de 100 ppb.
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Figure 43: Quantité d’'ozone absorbée sur la surface des grains de pollens de bonlean intact récoltés en 2020 dans 9
localisations différentes.

Drapres la Figure 43, nous observons que la capacité de capture de 'ozone par les pollens dépend de
la localisation de récolte. La quantité d’ozone capturée sur la surface des grains de pollen récoltés en
République Tcheque en 2020 de 9 différentes localisations varie entre 16 et 36 ng.mg.

Cette quantité vatie entre 1672 et 31+2 ng.mg"' pour les pollens récoltés en forét. Pour les pollens
récoltés en milieu rural cette quantité est presque constante de 30+1 ng.mg" (localisation 3) et 31+1
ng.mg”’ (localisation 7). En ce qui concerne les pollens récoltés en milieu urbain la quantité d’ozone

capturée par ces pollens varie entre 2672 ng.mg"' et 3674 ng.mg".

Donc la capacité de capture d’ozone par les pollens de Betula pendula est dépendante de la localisation
de récolte de ces pollens et ne semble pas présenter un lien direct avec la nature du site de récolte. En
effet, nous pouvons conclure qu’il n’existe pas une quantité d’ozone spécifique capturée par les pollens
d’un endroit rural, urbain ou en forét. Ces différences peuvent étre expliquées par le fait que le pollen
utilisé peut provenir d’une plante (population) ayant développé une certaine résistance a 'ozone. De
larges différences de sensibilité a 'ozone ont été observées entre des clones de Betu/a (Pakkonen et al.,
1997).

I’absence d’une corrélation entre la localisation de prélevement et le taux de capture d’ozone, nous
ameéne a penser que ces différences sont corrélées a de nombreux facteurs liés aux arbres
(physiologiques, anatomiques, biochimiques) et d’autres facteurs environnementaux.
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Tablean 22 : Résumé de tous les parametres intrinséques et extrinséques étudiés.

Taille Types Année Potentiel Pe1:10.de fie Masse de  N(O3)
\ du d’apertures . pollinisation .
Genre et espece ollen  (nombre de de allergisant (mois de lipides  ng.mg-
P récolte  (RNSA)* { (mg.g) 1
(um) pores) démarrage)
Arbres
Acernegundo 26 Tricolpé (3) 2018 2 3 51,4 82+2

Alnus glutinosa 262 Penzgfore 2017 3 1 33,6 1242

Betula pendula 285  Triporé (3) 2016 3 3 27 37+2

Corylus avellana 25,4 Triporé (3) 2018 3 1 20,5 34+2

Cupressus 298  maperturé  Ha49 3 2 13,98 1743
sempervirens ©)

Fagus sylvatica 48,6 T“C%pore 2016 2 4 18 1+1
Fraxinus 273  Tricolpé (3) 2018 3 3 18,6 5043
excelsior

Olea europaca  21-25 Tﬂcg)pore 2017 3 5 738 14113
Pinus )
_— 4 +
halepensis 2030 Tricolpé) 2011 2 4 17 141
Platanus x 88 Vésicule 2014 1 4 39 040
hispanica
Populus nigra 16 Inap(gtufe 2016 1 3 30 1+1
26,98 Tricolporé
Quercus rubra x C%)po € 2018 2 4 19,6 2543
22,58
Salix caprea 17,6 T“Cgfore 2007 2 3 39 1#1
Herbacées
Ambrosia 55 Tricolpore g 3 8 120 11
artemisiifolia 3
Artemzs.za 26,2 Tricolporé 2018 5 - 25 1+1
vulgaris 3

Chiysanthemum 33 icoie3) nd 0 6 49 1£1

leucanthemum
Parietaria .

_ 4 +
e 11-15  Triporé (3) 2017 2 7 nd 130+4
Plantago Périporé n
P 34,8 o0 2018 1 4 15 0+0
Rumex 2105 THeolpOre o044 1 4 43 242
acetosella 3
Urtica dioica 20,3  Triporé (3) 2017 1 6 43 6613
Graminées
Phleum 36-40  MOROPOE 5019 3 6 22 1542
pratense 1
nd non disponible

*Echelle du potentiel allergisant : O0=nul ; 1= faible ; 2=modéré ; 3=fort
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5. CONCLUSION

Nous avons présenté dans ce chapitre une premicre étude de la littérature sur une exposition a 'ozone
en laboratoire d’une vingtaine de taxons de pollen dans les mémes conditions expérimentales.

La quantification du taux d’ozone capturée par différentes especes montre que la sensibilité des grains
de pollen différe clairement d’un taxon a l'autre. Le taux de capture d’ozone vatie entre 0 et 141 ng.mg’”
selon les taxons étudiés. Notre méthode de capture d’ozone est répétable avec une incertitude de 2 %
pour une masse de pollen exposée de 5 mg.

Certains manques de ’étude sont a souligner. La mesure de la surface spécifique (m2.g") n’a pas pu
étre réalisée dans le cadre de cette these alors que ce parametre est important pour I'adsorption. Ces
mesures sont prévues et représenteront un jeu de données inédit car actuellement quasiment absent
de la littérature en aérobiologie. L'influence du défatting sur la surface spécifique est également a
étudier plus en détail. Ensuite, les mesures ont été faites sur des pollens secs non représentatifs du
taux d’humidité du pollen dans 'atmosphere. Le systeme d’exposition devra étre perfectionné pour
permettre d’étudier I'influence du taux d’humidité sur la capture. Enfin, les pollens ont été exposés a
un seul gaz polluant. Or, pour un mécanisme de type Langmuir-Hinshelwood une compétition est
attendue avec d’autres gaz candidats a 'adsorption comme le dioxyde d’azote (Farah et al., 2021). Les
mesures présentées dans ce travail sont donc probablement des valeurs maximales de la capture de

Pozone.

Nous avons montré que le taux de capture d’ozone par les pollens est corrélé positivement a la fois a
la taille des pollens et a la masse de lipides polliniques. Nous avons constaté que la fraction lipidique
joue un role protecteur envers le pollen empéchant la capture d’une plus grande quantité d’ozone par
les pollens. La quantité d’ozone capturée sur la surface des pollens défattés est multipliée par un facteur
de 343 pour le pollen d’ambroisie (Awmbrosia artemisitfolia), par un facteur de 95 pour un pollen de hétre
(Fagus sylvatica) et par un facteur de 41 pour le pollen de pin (Pinus halepensis). I’influence de la taille (et
donc probablement de la surface) est également marquée, mais présente des singularités comme pour
le pollen de pin, particulicrement grand mais avec une capture excessivement faible. Nous avons
montré que le taux de capture d’ozone est également dépendant mais dans une autre moindre mesure

de I'année et de la localisation de récolte des pollens.

La mise en contact entre du pollen et de 'ozone en laboratoire se traduit par une rapide diminution
de la concentration en ozone suite a deux mécanismes : 'adsorption de 'ozone sur la surface du pollen
et la réactivité de 'ozone avec des constituants des grains de pollen (Alebic-Juretic et al., 1997). 1l est
possible que les lipides jouent un réle protecteur en bouchant physiquement I’acces du polluant aux
parties internes de son enveloppe et son cytoplasme. 1l s’agit d’un effet protecteur supplémentaire des
lipides, ceux-ci sont en effet également mentionnés dans la littérature comme des antioxydants
efficaces vis-a-vis de I’ozone grace a la présence de composées lipidiques insaturés (Zhu et al., 2018).

La capture de 'ozone par les pollens n’est qu'un indicateur. Le pin a une capture proche de 0 et
pourtant une réactivité a été observée sur les lipides (Naas et al., 20106). La capture proche de 0 signifie
avant tout que le pollen ne transporte que peu d’ozone mais qu’il n’est pas a ’abri d’une réactivité par
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un mécanisme ou 'ozone en phase gazeuse réagit directement avec des composés en surface du grain
de pollen (mécanisme de type Eley-readel). Un mécanisme de type adsorption/réactivité (Langmuir
Hinshelwood) est par ailleurs suspecté dans la littérature sur le pollen de bouleau (Farah et al., 2021),

ce qui est confirmé par la capture d’ozone mesurée sur ce taxon.

Ces mesures de la capture de 'ozone par les pollens sont un bon indicateur de la charge en ozone
portée par le pollen lors de son transport atmosphérique et donc de la charge potentiellement
transmise lors de I'interaction du pollen avec les muqueuses. Les effets sanitaires de cette capture ne
sont actuellement pas connus, notamment au niveau de 'inflammation potentiellement induite par
cette adsorption. L’ozone adsorbé sur le pollen peut engendrer une cascade de réactions biochimiques
aboutissant a la formation d’espéces réactives de 'oxygene. Celles-ci sont particulicrement étudiées
pour leurs effets sur Pappareil respiratoire et pourraient jouer un role dans laggravation des
symptomes lors de la co-exposition pollen-polluants (Shiraiwa et al., 2012, 2011). La présence de
polluants adsorbés n’est probablement pas prise en compte expérimentalement dans les études de
laboratoires sur le potentiel inflammatoire du pollen pollué. En effet, il existe dans ces études un
découplage temporel entre exposition du pollen a un polluant en laboratoire et son utilisation (trés
probablement dans un autre laboratoire) pour ses effets sur des cellules. Il est probable que la durée
de vie de ces espéces capturées n’est que de quelques minutes voire quelques heures (Shiraiwa et al.,
2011). La prise en compte de 'ozone adsorbée dans les études de laboratoire sur I'inflammation de
cellules a du pollen nécessite une exposition du pollen et une mise en contact immédiate avec des
cellules. Ia présence de polluants adsorbés sur le pollen pourrait étre par exemple une explication
simple de l'aggravation des symptomes de I'allergie lors de pics de pollution. D’une maniére assez
similaire, la présence de polluants gazeux transportés sur le pollen pourrait avoir un role actuellement

non renseigné sur la reproduction des végétaux.

Cette étude est a replacer dans un contexte plus large de profondes modifications atmosphériques et
climatiques. I’ozone est I'un des rares polluants réglementaires a voir sa concentration stagner et
méme augmenter en France (ATMO FR, 2022) notamment en lien avec une ¢élévation des
températures moyennes. Le dioxyde de carbone et le changement climatique influencent par ailleurs
les rythmes de reproduction des végétaux avec une tendance a la hausse de 'exposition aux pollens
allergisants prévues ces prochaines décennies. La co-exposition des allergiques aux pollens et a 'ozone
sera donc tres vraisemblablement a la hausse et d’autres études systématiques sont nécessaires pour
comprendre les relations complexes entre plante, pollen, polluants et le systéme immunitaire.
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CHAPITRE IV MISE EN (EUVRE D’UNE
METHODE DE COMPTAGE DES GRAINS
DE POLLEN DE BOULEAU EN MILIEUX

INTERIEUR ET EXTERIEUR







1. INTRODUCTION

Les concentrations polliniques dans 'air extérieur sont bien connues grace aux mesures réglementaires
centralisées en France par le Réseau National de Surveillance Aérobiologique (RNSA). Elles sont
mesurées par le capteur Hirst qui est le capteur opérationnel le plus utilisé en Europe (entre 400 et 500
stations). Du fait de son encombrement, ce type de capteur est principalement adapté aux prélevements

en milieu extérieut.

Les concentrations de pollens en air intérieur ont fait 'objet d’un grand nombre d’études mais leurs
valeurs varient considérablement dans la littérature, de sorte que I'exposition en milieux confinés reste
relativement moins bien connue qu’en extérieur, notamment sur son importance dans la survenue des

symptomes.

Dans cette these, nous avons développé une méthode de comptage des grains de pollen permettant de
s’affranchir d’un décompte visuel par microscopie optique. Notre objectif est de concevoir une
méthode de comptage rapide qui permette également de connaitre I’état du pollen (intact ou rompu),
mais aussi de fournir un niveau de contamination chimique. Cette méthode a été testée pour le pollen
allergisant du bouleau sédimenté en environnement intérieur et sous les arbres en environnement
extérieur (avec l'avantage de concentrations polliniques trés importantes dans cette condition
particuliere). Les grains de pollen produits par les arbres sont destinés a étre dispersés par les
mouvements de 'air environnant, mais une partie d’entre eux sédimentent directement sous 'arbre.
Cette partie de pollen perdue par sédimentation rapide n’est actuellement pas documentée. Aussi, la
connaissance de la production pollinique (quantité totale de pollen produite par un arbre) n’est pas
suffisante a des fins de modélisation des concentrations atmosphériques si celle-ci differe trop de la
quantit¢ de pollen réellement émise dans l'atmosphére (puisqu’une partie est « perdue » par
sédimentation). Il est également intéressant d’avoir une estimation de la quantité de pollens sédimentés
au sol, car ces derniers sont considérés plus pollués que les pollens transportés dans 'air (Choél et al.,
2020; Visez et al, 2019). Ces pollens peuvent étre remis en suspension dans I'atmosphere
principalement par le vent et auront tendance a augmenter la concentration des pollens pollués dans
P’atmosphere. Une exposition a ces pollens pourrait causer des symptomes allergiques plus graves. De
plus, ces pollens sont largement transportés vers le milieu intérieur. En effet, en marchant sous un
arbre, un individu rapporte du pollen en environnement intérieur par le biais de ses chaussures (cf.
chapitre I partie 5.2.1).

Ce chapitre est consacré a la présentation du travail mené au laboratoire et sur le terrain pour le
développement de cette méthode de comptage des grains de pollen par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CGP-SM).
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Mise au point de la méthode de comptage du pollen

2.1.1.La méthode d’échantillonnage
ILa méthode d’échantillonnage consiste a prélever les grains de pollen sédimentés au sol ou déposés sur
une surface verticale par un aspirateur a main (NVB, 5.4Wh, 3.6V BLACK+DECKER dustbuster).
Tous les pollens aspirés sont piégés sur des lingettes électrostatiques (lingettes dépoussiérantes 10,5 cm
x 13 cm) fixées sur la buse de I'aspirateur par un ruban adhésif (Figure 44). Les lingettes contenant le
pollen sont ensuite rincées par un solvant organique puis analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (CGP-SM) en mode SIR (Selected Ion Recording).

ok

Figure 44: Fixation de la lingette électrostatique sur la buse de I'aspiratenr avant d’effectuer les prélevements (trois
premieres images) et lingette plice apres le prélevement (derniere image).

2.1.2. Extraction de la fraction lipidique des pollens fixés sur les lingettes

Produits chimiques utilisés

D’une facon générale, les solvants organiques utilisés dans la littérature pour Pextraction des lipides
externes des grains de pollen sont les suivants: éthanol, méthanol, acétone, acétonitrile, éther de pétrole,
éther diéthylique, toluene, diméthyle sulfoxide, N,N-diméthylformamide, chloroforme, benzene,
hexane, cyclohexane, dichlorométhane (Bashir et al., 2013a; Farah et al., 2019; Naas et al., 2016; Rejon
et al., 2016). Dans cette these, le dichlorométhane (DCM, CH:Cl,, 99,8%) a été choisi comme solvant
organique pour extraire la fraction lipidique externe des grains de pollen. Le solvant a été choisi pour
sa bonne efficacité d’extraction testée pendant la these de Jinane Farah (2018), et pour sa propension
a s’évaporer rapidement.

Extraction en phase organique

La méthode consiste en une extraction des lingettes avec 10 mL de DCM. Les lingettes pliées sont
placées dans une seringue de 10 mL contenant un coton préalablement nettoyé au méthanol et au
DCM. Le temps de contact entre les lingettes contenant les pollens prélevés et le solvant est de 8
minutes (Figure 45). Le flacon contenant la lingette est également rincé avec 1 mLL. de DCM. Ce ringage
consiste a minimiser la perte des échantillons. I’extrait organique est évaporé sous flux d’azote jusqu’a
obtenir un résidu sec. A la fin, le résidu sec est solubilisé avec 5 pl. de BSTFA-TMCS et 50 pl. d’une
solution étalon. Cette solution étalon est préparée en utilisant ’hexadécane (détaillé dans la partie 2.2.1
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de ce chapitre). La masse finale avant I'injection dans la CGP-SM est de 100 mg (ajustée par du DCM

pur).
> Pipette de 1 mL

€N ™\ 10mL e DM

]

=5

Seringue de 10 mL

Lingette de prélévement

}I' Tl
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|
i
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Figure 45 : Schéma de l'exctraction des lingettes de prélevement.

L’ajout de BSTFA (N, O-bis (triméthylsilyl) trifluoroacetamide) et de TMCS (triméthylchlorosilane)
(98,5-1,5 %) consiste a remplacer les hydrogenes liés a un oxygene dans les familles des composés
organiques (alcools, acides carboxyliques et des phénols) par un groupement de triméthylsilane (-
Si(CHs)s). L’objectif de cette silylation est de rendre plus volatils et thermiquement plus stables ces
composés afin d’améliorer leur détection en chromatographie.

2.1.3. Analyse par la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
Les analyses chromatographiques ont été réalisées par chromatographie gazeuse couplée a de la
spectrométrie de masse CGP-SM (PerkinElmer Clarus 500). La CGP-SM a ét¢é utilisée pour les analyses
de quantification et d’identification des pollens prélevés par les lingettes.

Le volume d’injection est de 1 pl.. Le temps de fermeture des vannes de I'injecteur (splitless) est de
30 s. Une rampe de température du four a été programmée a chaque analyse : 50°C pendant 1 min,
ensuite chauffe 2 4°C.min” pour obtenir un palier 2 310°C de 19 min 2 la fin de I’analyse. Le débit
d’hélium est de 1 mL.min". La température de I'injecteur est 250°C. La durée totale de I’analyse est de
85 min. La colonne utilisée est de type HP5 (Crossbond 5 % diphényl- 95 % diméthylpolysiloxane) de
dimensions : 30 m x 0,25 mm (d.i.) et 0,25 um de phase stationnaire.

Le spectrometre de masse de type quadripdle est utilisé en mode SIR (Selected Ion Recording)
L’ionisation se fait a un impact électronique de 70 eV. Pour chaque molécule recherchée, deux ions
sont analysés, notamment pour controler l'intensité relative entre ces deux ions (marqueur d’une co-
¢lution). Le spectre du mode scan est un second point de controle afin de s’assurer que le bon composé
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est dosé. Les débuts et fins de fonctionnement pour le mode SIR sont présentés dans le Tableau 23.

Le choix des ions recherchés est décrit dans la partie 2.1.4 de ce chapitre.

Tablean 23 : Paramétres du CGP-SM employés en mode SIR.

Début Fin Ions recherchés Composés

(min) (min) (m/z) recherchés Marqueur
28 29 57/71 Hexadécane Etalon (Hexadécane)
46,5 48,5 75/335 Acide a-linolénique  Cytoplasme (pollen rompu)
55,5 57 57/380 Heptacosane Pollen intact

Un test « blanc » a été effectué sur des lingettes et le ruban adhésif suivant le méme protocole
d’extraction en phase organique mais sans pollen (lingettes qui suivent les mémes manipulations que
les échantillons mais sans fonctionnement de l'aspirateur). La quantité totale extraite des especes
organiques visées est négligeable par rapport a celle des pollens.

Des ions marqueurs de 'oxydation des lipides polliniques avaient également été ajoutés a cette méthode
dans le test préliminaire (nonanal). Cet aldéhyde a en effet été¢ identifié comme I'un des produits les
plus abondants lors de la réactivité de 'ozone avec les lipides du pollen de bouleau (Farah et al., 2021).
Pour des raisons de manque de temps liée a la pandémie, en particulier pour la calibration de ce
composé, le dosage du nonanal a da étre mis de coté dans ce travail de these.

2.1.4. Argumentaire du choix des ions recherchés en mode SIR pour le dosage du
pollen
Notre méthode de prélevement consiste a aspirer les pollens de bouleau sur le sol (pour les
prélevements en milieu extérieur et intérieur). Mais en aspirant on ne préleve évidemment pas que du
pollen mais un mélange tres hétérogene constitué de pollens, de fragments de végétaux et de graviers.
Afin d'identifier par CGP-SM les grains de pollen de bouleau uniquement, il faut choisir des composés
spécifiques pour ce dernier.

Drapres la littérature, il est bien expliqué que la fraction lipidique de pollen de bouleau contient une
importante masse de lipides. Ces lipides sont répartis entre la fraction lipidique externe (3591+ 394
ng.mg’) et la fraction lipidique interne (4131 * 668 ng.mg") (Farah et al., 2021).

Ces lipides sont composés de plusieurs familles chimiques des alcenes, alcools, alcanes et des aldéhydes.
Leur répartition entre la fraction interne et externe de pollen de bouleau est homogene (Figure 46).
Les acides gras insaturés, spécifiquement les acides a-linolénique et linoléique sont majoritairement
présents dans la fraction lipidique interne de pollen de bouleau (Figure 47). La libération de ces lipides
internes est favorisée par une dégradation de la paroi externe de pollen par I'effet de certains polluants
atmosphériques et/ou par les facteurs environnementaux. Il a été démontré dans la these de Jinane
Farah que lextraction de ces acides gras insaturés n’est en effet possible que si le pollen est
préalablement fracturé. En effet, avec une membrane pollinique intacte, le solvant ne pénétre pas dans
le cytoplasme (These J. Farah, 2018).
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Figure 46 : Répartition des concentrations massiques des alcénes, alcools, alcanes et aldéhydes dans les fractions
lipidigues externe et interne du pollen de bouleau (exctraction par le dichlorométhane) (Farah et al., 2021).
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Figure 47 : Répartition des acides gras insaturés dans les lipides excternes et internes des pollens (extraction par le
dichlorométhane) (Farab et al., 2021).

Le chromatogramme sur la Figure 48 représente les lipides du pollen de bouleau extraits par le
dichlorométhane. Les composés lipidiques externes sont représentés sur le chromatogramme en
couleur noir et ceux de la fraction lipidique interne sont représentés par le chromatogramme en rouge.
La comparaison entre les deux chromatogrammes du pollen de bouleau intact et broyé montre une
similarité d’extraction pour certains pics, notamment correspondant a la fraction lipidique externe. Par
contre, des nouveaux pics sont observés pour le pollen de bouleau broyé. L’augmentation importante
des intensités des pics élués entre le temps de rétention 40 et 45 min et 62 et 68 min sur le
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chromatogramme rouge de pollen broyé signifie que ces composés sont fortement libérés de la
composition interne du pollen de bouleau (Thése . Farah, 2018).

La structure extérieure du pollen est en effet un frein a la pénétration lors de I'extraction du solvant
organique dans le cytoplasme. Les composés lipidiques du cytoplasme ne peuvent étre extraits que si
la membrane extérieure du pollen est rompue (Farah et al., 2019). C’est cette particularité que nous
avons exploitée dans cette theése pour quantifier la fraction de pollen rompu.

6.0x10° - —— Bouleau intact
‘ — Bouleau broyé
4.0x10° H
2.0x10° H
s ‘
S 0.0 * h . : [tv l L ’ M
% 20 o WWW sl T 20
c
£ -2.0x10° Temps de rétention (min)
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-6.0x10°
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Figure 48 : Comparaison entre les chromatogrammes des lipides extraits du pollen de boulean intact et artificiellement
broyé en laboratoire (Thése |. Farah, 2018).

2.1.5. Composés caractéristiques du pollen de bouleau intact
La fraction lipidique externe du pollen de bouleau comprend une masse importante d’especes
chimiques de classes d’alcools et d’alcenes. Farah et al. (2021) ont identifié 37 composés dans la fraction
lipidique extractible de pollen de bouleau. Afin de choisir un composé qui sert a identifier et quantifier
le pollen de bouleau intact, il faut que ce dernier soit présent en grande quantité dans la fraction
lipidique de pollen et il est important qu’il soit stable- c’est-a-dire ne réagit pas avec les polluants.

Notre choix s’est porté sur ’heptacosane comme composé caractéristique de pollen de bouleau intact.
En effet, il constitue I'alcane avec la masse la plus abondante de sa famille présente dans la fraction
lipidique de pollen de bouleau intact (Farah et al., 2021) (Tableau 25). Il constitue 48% de la masse
des alcanes totale. Ce composé est stable, selon Farah et al. (2021), il ne réagit pas avec 'ozone et le
dioxyde d’azote. Contrairement aux alcénes, aldéhydes et des acides gras qui ont montré quant a eux
une réactivité importante envers 'ozone et le dioxyde d’azote. Ces composés ne sont pas stables, leurs
compositions massiques sont modifiées apres expositions aux polluants.

Les alcools n’ont pas été choisis en raison de la nécessaire utilisation de BSTFA/TMCS (pour leur
quantification). Cette méthode consiste a remplacer les hydrogenes liés a un oxygene dans les familles
des composés organiques (alcools, acides carboxyliques et des phénols) par un groupement de
triméthylsilane (-Si(CH3)s), ce qui permet de perturber leur quantification. Nous avons fait face a des
problemes importants d’encrassage de la source d’ions du SM et une moindre utilisation de
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BSTFA/TMCS nous a permis de limiter ce probléme. Dans la poursuite de ces travaux de thése, il sera
prévu de reconsidérer I'utilisation des alcools comme marqueurs de pollen en raison notamment de
leurs concentrations bien plus importantes que celle des alcanes.

2.1.6. Composés caractéristiques du pollen de bouleau broyé
La fraction lipidique externe du pollen intact n’est pas similaire a sa fraction lipidique interne (Figure
46 ct Figure 47). La fraction lipidique interne du pollen de bouleau est extraite selon un protocole de
broyage mécanique définit par Farah et al (2021). La rupture artificielle de pollen est réalisée en
laboratoire par agitation magnétique d’un barreau aimanté placé dans un flacon en verre contenant les
grains de pollen. Le broyage des grains de pollen est fait a une vitesse de 1400 tours/min pendant 4 h.

Les lipides internes de pollen de bouleau sont riches en acide linoléique (938+173 ng.mg™) et en acide
a-linolénique (6857117 ng.mg"') (Tableau 26). Par ailleurs, ces deux acides (acides linoléique (C18:2)
et a-linolénique (C18:3)) sont présents en quantités tres faibles dans les lipides externes (Farah et al.,
2021). Dans cette thése, acide a-linolénique (685+117 ng.mg") est choisi pour identifier et quantifier
les grains de pollen broyés car c’est I'acide majoritaire de la fraction lipidique interne de pollen de
bouleau (Tableau 26).

Pour résumer, la formule chimique des composés recherchés, leurs masses moléculaires et leurs temps
de rétention sont présentés dans le Tableau 24. La durée de l'analyse chromatographique est de 85

min.
Tablean 24 : Formule chinique, masse moléculaire et temps de rétention de tous les composés recherchés.
M T d
Composés Formule ,asse. famps. N Fragments
recherchés Marqueur chimique moléculaire rétention principaux
q (g.mol’)  CGP/SM (min)
Heptacosane Pollen intact CyHss 380 56,1 57/380
Acide «- Cutonl
m
linolénique YIOPRSIE ) HyO, 335 47,5 75/335
(pollen rompu)
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Tablean 25 : Concentrations massiques des especes organiques identifices et quantifiées dans la fraction lipidigue
externe du pollen de boulean intact et pollué extraite par le dichloromeéthane (Farab et al., 2021).

Tg GC/FID Masse (ng.mg™ de pollen)
. [05]=130 ppb
(min) Formules brutes  Intact [NO,J= 100 ppb [05]=130 ppb
+INO,]=100 ppb

ALCANES extraits du pollen de bouleau

Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 8 £1 10 +2 10 +1 11 +2
Tricosane 46,8 Cp3Hyg 20 +3 18 +4 17 +3 20 +3
Pentacosane 50,8 CysHs, 58 +5 62 +11 62 +7 61 +12
Heptacosane 54,6 Cy7Hsg 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 Cy6H3,0 141 11 11 1+1
Octadécanol 43,5 C15H360 2 +1 2 1 241 2+1
Eicosanol 47,5 C,yH,,0 12 +1 12 £1 14 £1 14 2
Hénéicosanol 49,6 Cy,HyO 7 1 7 1 812 81
Docosanol 51,5 CpHyO 861 +92 826 +101 787 144 821 +84
Tricosanol 53,3 Cy3HysO 21 +4 22 +4 21+3 19 +2
Tetracosanol 55,1 CyH;500 103 +18 99 +9 115 +13 86 +25
Hexacosanol 58,8 Cy¢H5,0 27 3 26 +2 27 +4 25 +2
Octacosanol 61,6 CysHs550 18 +2 18 +3 17 2 18 =2
Masse totale 1052 +123 1013 123 992 +171 994 +120
ALCENES

Décéne 27,5 CyoHy 4 +1 41 2 +1 1+1
Pentacoséne 50,4 CysHsp 52 +4 5146 31 +4 2243
Heptacoséne 54,2 Cy;Hsy 824 +73 817 +70 560 +81 316 +53
Nonacoséne 57,3 CyoHsg 596 +62 527 +44 368 +53 145 +22
Hentriaconténe 60,9 C3;Hg, 179 +27 155 £15 86 +9 28 +4
Masse totale 1655 +167 1554 +136 1047 +148 512 83
ACIDES GRAS SATURES

Acide Hexanoique 13,0 C¢H,4,0, 212 21 341 441

Acide Heptanoique 16,3 C;Hy40, 1+1 11 2+ 241

Acide Octanoique 197 CgHy50, 2+1 3+1 341 341

Acide Nonanoique 22,8 CyH,,0, 13 +2 15 1 118 +14 148 +19
Acide Dodécanoique 315 C1,H,60, 241 1+1 242 4+1

Acide Hexadécanoique 414 Cy6H3,0, 16 3 15 £2 14 £1 18 #3

Acide Octadécanoique 45,7 Cy5H350, 13 +2 20 +2 36 19 58 +6

Acide Eicosanoique 498 CyHy,0, 81 81 48 +9 68 +11
Acide Hénéicosanoique 51,7 Cy;Hy0, 3+1 241 7 £1 10 £1

Acide Docosanoique 53,5 CyHy0, 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 CyH;500, 308 +36 303 +25 307 +23 326 £35
Acide Hexacosanoique 58.8 Cy¢H;5,0, 19 3 20 +1 21 +2 20 +3

Masse totale 671 +82 660 +57 877 +87 960 +107
ALDEHYDES

Nonanal 14,1 CyH;50 14 £2 21+3 139 £25 181 32
Octadécanal 40,8 CysH30 6 +1 9+1 66 +11 97 £16
Eicosanal 453 CyH,0 4+1 71 71 £11 97 £18
Docosanal 49,6 CyHy0 6 +1 5+1 28 +3 38 +6

Masse totale 30 £5 42 +6 304 £50 413 £72
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Tablean 26 : Familles des espéces chimiques identifiées et quantifiées dans les lipides externes et internes du pollen de
bouleau extraits par le dichlorométhane (Farab et al., 2021).

Tr GC/FID Masse (ng.mg” de pollen)
(min) Formules brutes Lipides e.xternes Lipides internes Lipides fOfal,lX
Pollen intact Pollen broyé

ALCENES
Décéne 27,5 CyoHyo 4 +1 -- 4 +1
Pentacoséne 50,4 Cy5Hso 52 +4 13 +8 65 +8
Heptacoséne 54,2 Cy7Hsy 824 +73 304 +113 1128 +113
Nonacoséne 57,3 CyoHsg 596 +62 -- 622 +87
Hentriaconténe 60,9 C31He, 179 +27 -- 183 +27
Masse totale 1655 +167 317 +121 2002 +236
ALCOOLS
Hexadécanol 39,0 C;6H3,0 1+1 1 +1 2 +1
Octadécanol 43,5 CysH360 2+1 5+1 7 #1
Eicosanol 47,5 Cy0H,;,0 12 +1 242 10 +2
Hénéicosanol 49,6 C,;Hy,O 7 +1 -- 7 +1
Docosanol 51,5 Cy,Hy6O 861 +92 -- 816 +66
Tricosanol 53,3 Cy3H,y 50 21 +4 1136 +12 1157 +12
Tétracosanol 55,1 C,3H5,0 103 +18 - 102 +11
Hexacosanol 58,8 Cy6H5,0 27 +3 3 +3 24 +3
Octacosanol 61,6 CysH550 18 +2 32 15 +2
Masse totale 1052 +123 1150 +21 2140 +99
ALCANES

Hénéicosane 42,5 Cy1Hyy 8 1 2 +1 6 +1

Tricosane 46,8 Cy3Hyg 20 +3 -- 21 +3

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

Heptacosane 54,6 Cy7Hs6 78 10 183 +49 261 +49

Masse totale 165 +19 185 +50 347 +61
ALDEHYDES
Nonanal 14,1 CyoH;30 14 +2 5 +2 9 +1
Octadécanal 40,8 C15H360 6 +1 6 +2 12 +2
Eicosanal 45,3 CyoHyO 4 +1 - - - -
Docosanal 49,6 C,,Hy .0 6 +1 1=+1 5+1
Masse totale 30 +5 11 +5 26 +4

ACIDES GRAS SATURES

Acide Hexanoique 13,0 CH;40, 2+l -- 2+l
Acide Heptanoique 16,3 CyHy450, 1+1 2+1 3+1
Acide Octanoique 19,7 CgH;50, 2+l 10 =2 12 2
Acide Nonanoique 228 CgH,p07 13 £2 5 +3 18 +3
Acide Dodécanoique 31,5 C1,H60-2 2+l 512 72
Acide Hexadécanoique 414 Ci6H3407 16 £3 598 +43 614 +43
Acide Octadécanoique 45,7 CygH330, 13 £2 26 +11 39 +11
Acide Eicosanoique 49,8 CyoHy 0 8 £1 913 17 £3
Acide Hénéicosanoique 51,7 Cy1Hy O 3+1 2zl 5 +1
Acide Docosanoique 53,5 CyoH,y02 238 £25 54 +43 292 +43
Acide Tricosanoique 53,5 Ca3Hy30, 46 +4 14 +11 60 £11
Acide Tétracosanoique 57,0 C24H5002 308 +36 120 =61 428 +61
Acide Octacosanoique 64,3 Co5H540:2 19 +3 -- 22 +4
Masse totale 671 +81 845 +181 1519 +186

ACIDES GRAS INSATURES «

Acide Linoléique 4.7 CysH30; 7+l 938 £173 945 £174
Acide a-Linolénique 45,0 Cy5H300; 12 82 685 +117 697 +117
Masse totale 19 +3 1623 +290 1642 +291 i
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2.2. Validation en laboratoire de la méthode de comptage du pollen

2.2.1. Choix de P’étalon interne

La solution étalon sert a vérifier le bon fonctionnement de 'appareil de mesure a savoir la CGP-SM.
Le choix de I’étalon interne est déterminant pour la qualité de I'analyse. I.’étalon interne doit étre ajouté
en quantité connue et fixe a chaque échantillon. Ainsi les variabilités dans la réponse de I'instrument
ou dans les volumes pourront étre corrigées. A cet effet, I’étalon interne doit présenter des propriétés
représentatives des composés a analyser afin de fournir une réponse instrumentale proche de celle
engendrée par I'analyte. Il doit avoir un temps de rétention différent des composés recherchés et étre
physico-chimiquement le plus proche possible de lanalyte avec des groupements fonctionnels
identiques.

I’étalon qui correspond a ces criteres dans notre cas est ’hexadécane CigHss, qui est un hydrocarbure
saturé de la famille des alcanes. [.’étalon est ajouté aprés extraction a une concentration de 0,1 mg.g”
(soit 0,05 mg.g™' dans Pextrait final) (Figure 49).

Préparation === Extraction === Eyaporation === Sulubi‘ltisation === Detection par CG-SM

DCM Solution étalon

Figure 49 : Etapes de traitement d’un échantillon.

Les préparations étalons sont issues d’une solution mere (SM) de concentration en hexadécane C = 1
mg.g" diluée dix fois afin d’obtenir des solutions filles (SF) de concentration C = 0,1 mg.g™. Pour
évaluer la répétabilité de cette manipulation, les solutions filles des solutions meres SM1, SM2, SM3,
SM4, SM5, SM6 et SM7 ont été préparées. L'opération a été effectuée six fois pendant six jours.
Ensuite, différentes masses des solutions filles ont été placées dans la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse en mode SIR (CGP-SM-SIR). La Figure 50 représente la
droite d’étalonnage finale de I’étalon. La fonction qui relie I'aire chromatographique a la concentration
de la solution injectée en hexadécane est Y=10" X — 191674. La valeur absolue du coefficient de
corrélation est de 0,97. Nous pouvons donc considérer que la CGP-SM est en bon fonctionnement.
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Figure 50 : Aire chromatographique en fonction de la concentration de la solution injectée en hexadécane (g/ mL).
2.2.2. Poudre de dilution inerte a base de pollen de bouleau

Deux poudres de dilution a base de 10 % et 1,5 % pollen de bouleau sec (saison pollinique 2019) et de
silice (SILICA GEL, HIGH PURITY, 60 A) sont préparées. La masse finale de la poudre (pollens +
silice) est de 2000 mg. I’homogénéisation est effectuée manuellement pendant quelques minutes
jusqu’ a obtenir une poudre homogene de couleur jaune (Figure 51). Cette poudre est préparée afin de
nous permettre de mesurer des masses de pollen faibles (inférieur au mg) avec une meilleure précision.
Les Tableau 27 et Tableau 28 représentent les différentes masses de la poudre pesées et la quantité
de pollen présente dans chaque masse.

-N“"

Figure 51 : Poudre de dilution a 1,5 % de pollen de boulean intact a gauche (jaune clair) et celle a 10% de pollen a
ganche (janne foncé).
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Tablean 27 : Répartition massique de pollen de bonlean dans la poudre de dilution a 1,5 %o de pollen de bonlean.

Masse de la poudre (mg) 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Masse de pollen de bouleau

0,075 0,15 03 045 0,6 075 09 1,05 12 135 1,5

dans la poudre (mg)

Tablean 28 : Répartition massique de pollen de bonlean dans la poudre de dilution a 10 % de pollen de
boulean.
Masse de la poudre (mg) 20 40 60 80 100
Masse de pollen de bouleau dans la

1
poudre (mg) 4 6 8 0

2.2.3. Validation de la méthode de comptage du pollen en laboratoire
Cette étape constitue le cceur d’une validation analytique de la méthode de prélevement et d’extraction
employée. 1l s’agit de vérifier que 'on détecte les composés chimiques visés pour la quantification des
pollens de bouleau intact et broyé. En outre, nous voulons vérifier que le signal chromatographique est
proportionnel a la quantité des grains de pollen présents dans la poudre extraite. Chaque opération est
réalisée 4 fois pendant 4 jours afin d’évaluer I'incertitude liée a la méthode.

Les poudres de dilution du pollen sont pesées et déposées sur une surface plane en laboratoire. Les
poudres sont ensuite aspirées et piégées sur une lingette puis sont soumises au protocole d’extraction
des lipides du pollen. La Figure 52 représente la courbe d’étalonnage des différentes masses des
poudres de dilution préparées a partir de pollen de bouleau intact et rompu (saison pollinique 2019).
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Figure 52 : Courbe d’étalonnage des différentes masses des poudres de dilution préparées a partir de pollen de boulean
intact (heptacosane) et rompu (acide a-linolénique) (saison pollinigue 2019).
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Les pollens de bouleau rompus sont obtenus par un broyage artificiel du pollen en laboratoire (cf partie
2.1.6 de ce chapitre). Nous remarquons qu’il existe une relation linéaire entre I'intensité
chromatographique et la quantité de pollen présente dans les échantillons avec un coefficient de
corrélation r* supérieur a 0,95 pour les deux composés quantifiés (Figure 52). L’incertitude est de 21
% en moyenne.

A noter que le signal de I'acide a-linolénique (marqueur de pollen de bouleau rompu) n’est détectable
qu’apres broyage du pollen, sinon l'intensité chromatographique pour ce composé est tres faible quand
il s’agit d’une extraction de pollen de bouleau intact (Figure 53). Donc, la détection de ce composé est
bien dépendante de I’état du pollen présent dans I’échantillon.

* Pollen intact ( Heptacosane)
4 Pollen rompu (acide a-linolénique)
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Figure 53 : Courbe d’étalonnage des différentes masses des poudres de dilution préparées a partir de pollen de bouleau
intact (saison pollinique 2019).

2.2.4. Conclusion
Dans cette partie nous avons démontré la faisabilité d’un comptage des grains de pollen par une
méthode chromatographique en utilisant des traceurs chimiques dont 'un est extrait uniquement si le
solvant peut accéder au cytoplasme (marqueur rompu). La méthode doit donc permettre de compter a
la fois le nombre de grains de pollen et leur pourcentage de rupture (ou plus exactement le pourcentage
de pollen dont le cytoplasme est accessible par le solvant).

Une méthode de pesée utilisant une dilution de pollen par une poudre inerte a été mise en ceuvre pour
obtenir des masses de pollen faible (jusqu’a 150 pg) mais avec une bonne précision de pesée. Cette
méthode a permis d’effectuer un étalonnage des marqueurs chimiques pour le pollen intact
(heptacosane) et rompu (acide a-linolénique). Apres extraction par du dichlorométhane, I'analyse
chromatographique montre une réponse proportionnelle pour les deux états du pollen (intact et rompu)
pour des masses allant de 0,075 a 10 mg de pollen.
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La méthode d’analyse CGP-SM-SIR permet une quantification du pollen présent dans I’échantillon
selon son état (intact ou rompu). La plus petite masse de pollen quantifiable en CGP-SM-SIR est
estimée a environ 0,075 mg de pollen de bouleau. Cette limite de quantification estimée correspond a
environ 12 000 grains de pollen de bouleau en prenant une masse d’un grain égale a 6,25 ng. La limite
de quantification de la méthode de comptage des grains est donc estimée a environ 1 GP.cm™ pour un
échantillonnage (aspiration) sur une surface de 1 m? et d’environ 17 GP.cm™ pour un échantillonnage
sur une surface équivalente a une feuille A4 (21 x 29,7cm).

LLa mise au point de la méthode a été effectuée a partir de pollen de bouleau collecté sur le campus de
I'Université de Lille pendant la saison pollinique 2019. II convient ensuite de vérifier que les traceurs
chimiques choisis ont des concentrations massiques relativement constantes dans des échantillons de
pollen de bouleau de différentes provenances.
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3. ETUDE DE LA VARIABILITE DE LA FRACTION LIPIDIQUE
DES GRAINS DE POLLEN DE BOULEAU ENTRE
PLUSIEURS ARBRES ET SUR PLUSIEURS SAISONS
POLLINIQUES

La méthode de détection des pollens par le dosage d’un traceur chimique requiert une certaine
constance dans la fraction lipidique pollinique. C’est pourquoi nous avons cherché a quantifier la
variabilité de la composition lipidique externe des grains de pollen de bouleau sur plusieurs années sur
un méme arbre mais également sur plusieurs arbres pour une méme saison pollinique. La variabilité de
la fraction lipidique interne n’a pas pu ¢tre effectuée en raison de la faible masse disponible pour la
plupart des échantillons de pollen.

3.1. Récolte des pollens de bouleau

Nous avons mené I’étude sur deux groupes de grains de pollen de bouleau :

- le groupe A. Ce sont des pollens de bouleau récoltés sur le méme arbre présent sur le
campus de I'Université de Lille, Faculté Sciences et Technologies, a différentes années de
pollinisation entre 2016 et 2020 (cf. chapitre III partie 2.1.1).

- le groupe B. Ce sont des pollens de bouleau récoltés en République Tcheque par le
fournisseur Bonapol sur 9 localisations durant la saison pollinique de 2020 (cf. chapitre 111
partie 2.1.2).

3.2.1dentification et quantification des lipides externes des pollens de
différentes années et de différentes localisations

LLa méthode d’extraction des pollens de bouleau consiste a rincer une masse de 50 mg (pollen groupe
A) ou 25 mg (pollen groupe B, disponibles en faible quantité) de pollen de bouleau, déposé sur du
coton dans une pipette pasteur, par un volume de 5 mL de dichlorométhane (DCM). Le temps de
contact entre le pollen et le solvant est de 'ordre de quelques minutes. Le solvant est ensuite évaporé
sous flux d’azote jusqu’a 'obtention d’un résidu sec. Finalement, le résidu sec est solubilisé par 20 uL.
de BSTFA (N, O-bis (triméthylsilyl) trifluoroacetamide) et de TMCS (triméthylchlorosilane) (98,5-1,5
%), 50 uL. de DCM et 30 ulL. de la solution d’étalon d’injection de concentration 0,1 mg.g™ d’hexadécane
(la préparation est détaillée dans la partie 2.2.1 de ce chapitre). L’analyse a été répétée au moins 3 fois
pour chaque échantillon.

Dans cette partie, deux types de chromatographie sont utilisés :

- Lachromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CGP-
DIF) (Perkin Elmer Clarus 580) est utilisée pour faire la comparaison quantitative entre les
profils lipidiques des pollens de bouleau.

- La chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CGP-SM)
(Perkin Elmer Clarus 580) utilisée pour Iidentification et la quantification des différents
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composés extraits. Les conditions opératoires de la CGP-SM sont détaillées dans la partie
2.1.3 de ce chapitre.

A propos du détecteur DIF, les conditions de fonctionnement sont les suivantes : température de
300°C, débit d’hydrogene de 40 mIL..min" et celui de I’air de 400 mL.min™.

Quantification des composés

La quantification des composés organiques est faite 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 'économie de
I’étalonnage de toutes les espéces organiques identifiées. Cette technique nécessite simplement un
calibrage du détecteur a ionisation de flamme du chromatographe pour une série d’alcanes. Dans cette
these, nous avons utilisé un étalonnage des alcanes de 8 a 40 atomes de carbone dans des gammes de
concentrations massiques de 6 2 36 pg.g™.

ECN (alcane) o M (Ai) o Aire chromatographique(Ai)
ECN (Ai) M (alcane) masse du pollen extraite

y (Ai) = atkane X 0,1
y(Ai) est la masse (pg.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, Rujcane €t 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).

En ce qui concerne les acides insaturés (x-linolénique et linoléique), leur concentration a été calculée a

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

3.3.Profils lipidiques des pollens de bouleau des deux groupes : A et B

Les chromatogrammes des Figure 54 et Figure 55 représentent les analyses en CGP-DIF des lipides
externes extraits par le DCM des grains de pollen respectivement pour les groupes A et B. Les axes
verticaux des chromatogrammes représentent les intensités des pics chromatographiques en puV et les

axes horizontaux représentent les temps de rétention en minutes.

Ces chromatogrammes comportent environ deux cents pics ayant une intensité supérieure a 5x10° uV
entre les temps 10 et 85 min. Chaque pic sur le chromatogramme représente (au moins) un composé
organique extrait de la fraction lipidique externe du pollen. Les pics des composés élués 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).

Drapres les chromatogrammes de deux Figure 54 et Figure 55, les extraits organiques des grains de
pollen de bouleau récoltés sur plusieurs années et localisations présentent des profils lipidiques
extractibles visuellement tres semblables.
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Figure 54 : Chromatogrammes (CGP-DIF) des lipides externes extraits du pollen de boulean intact récoltés sur

différentes saisons pollinigues entre 2016 et 2020 sur le campus de I'Université de Lille (1 illenenve d’Ascq).
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Figure 55 : Excemples de chromatogrammes (CGP-DIF) des lipides externes exctraits du pollen de bonlean intact

récoltés sur les sites 1 a 9 en République Teohéque lors de la saison pollinigue 2020 (fournissenr Bonapol). 1es

chromatogrammes non présentés sont similaires.
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3.4.1dentification et quantification des lipides externes

Afin de vérifier ’hypothése que les quantités de traceurs polliniques sont indépendantes des saisons
polliniques et de localisation de prélevement, une identification des lipides a été faite par CGP-SM en
se basant sur le travail préalable de la these de Jinane Farah (2018). La quantification des lipides a été
faite par CGP-DIF.

3.4.1. Variabilité des lipides pour le groupe A (méme arbre, différentes années)
Les pollens de bouleau du groupe A ont été collectés sur le méme arbre de bouleau pendant cing
saisons polliniques successives. La Figure 56 présente les concentrations massiques en ng.mg™ des
composés organiques quantifiés ainsi que les valeurs totales pour les six familles chimiques.

La fraction lipidique externe des différents pollens de bouleau du groupe A contient une masse
importante d’alcénes (5 composés) et d’alcools (9 composés). En ce qui concerne les alcenes,
Iidentification est remarquable pour une série d’alcénes (5 composés) de nombre impair de carbone
C23, C27, C29, et C31. Le C27 est I'alcene majoritairement extrait pour tous les pollens de ce groupe
avec une masse moyenne de 973173 ng.mg™. [’abondance de cet alcéne a déja été confirmée par
d’autres études (Farah et al., 2021; Henricsson et al., 1996). Les masses totales des alcénes extraits de
la fraction lipidique externe des pollens du groupe A sont 1510+38, 1423£35, 1475236, 1614+48 et
1662138 ng.mg respectivement pour les années 2016, 2017, 2018, 2019 et 2020 (Figure 56). I.a masse
totale moyenne pour 'ensemble de pollen de ce groupe est de 1537199 ng.mg™. La différence relative
entre les concentrations massiques totales des alcénes identifiés et quantifiés pour les pollens de ce
groupe est de 6%.

En ce qui concerne les alcools, ils présentent des masses totales de 1049133, 1055£64, 1040%0,
10521665 et 1031154 ng.mg' respectivement pour les saisons 2016, 2017, 2018, 2019 et 2020 (Figure
56). La différence relative entre 'ensemble des alcools quantifiés pour les pollens de ce groupe est de
1 %. La masse totale moyenne pour 'ensemble de pollen de ce groupe est de 1045+10 ng.mg™.
L’abondance des alcools dans la fraction lipidique externe est due a la présence du C22 en quantité
importante : 70118 ng.mg™ (Tableau 29).

Les concentrations massiques moyennes des autres familles organiques identifiées pour tous les grains
de pollen de ce groupe sont les suivantes : 767145 ng.mg" pour les acides gras saturés (13 composés),
138+31 ng.mg ' pour les alcanes (4 composés), 20+3 ng.mg" pour les aldéhydes (4 composés) et 22+7
ng.mg’ pour les acides gras insaturés (2 composés). La différence relative entre 'ensemble de ces
composés quantifiés pour les pollens de ce groupe est respectivement de 2 %, 9 %, 5 % et 15 %.

D’aprées ces résultats on peut constater que les différences observées sont faibles entre les récoltes
successives de pollens sur un bouleau du campus universitaire de Villeneuve d’Ascq.

L’utilisation de la méthode de comptage des grains de pollen par CGP/SM nécessite un étalonnage
avec un échantillon de pollen. Si nous nous intéressons donc en particulier au marqueur du pollen de
bouleau intact, ’heptacosane, sa concentration est de 5118, 69£25, 52+10, 79£28 et 51+32 ng.mg’'
respectivement pour les années 2016 2 2020 avec une moyenne de 60+13 ng.mg". Il existe un écart de
presque 30 ng.mg"' entre la valeur la plus basse et celle la plus élevée. La variabilité interannuelle sur
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un méme arbre de la fraction lipidique en heptacosane peut entrainer au maximum une erreur

systématique d’un facteur 2 lors du décompte des grains avec notre méthode chromatographique.
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Figure 56 : Concentrations massigues en ng.mg' des cing familles organiques identifiées dans les lipides excternes
exctraits par le dichlorométhane du pollen de bonlean récoltés en différentes années sur le méme arbre sur le campus de
PUniversité de Lille (groupe A).
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Tablean 29 : Concentrations massiques des espéces organiques identifiées et quantifiées aprés extraction par le
dichlorométhane des pollens de bouleau récoltés en différentes années sur le méme arbre sur le campus de I'Université de

Lille (groupe A).
Ta GC/FID Masse (ng.mg*de pollen)
{min} Formules brutes Pollen intact
ANNEE DE POLLINISATION 2016 2017 2018 2019 2020
ALCENES
Décéne 4549 CraHes 10=1 10+1 B+l 9+1 9+1
Pentacoszne 504  CisHs  102£29 117+2 a7+5 105+4 11443
Heptacoséne 542 CrrHes 905+1 905+1 954+32 1028+2 1071+3
Nonacoséne 57,3 CrsHcs 4376 333+17 363+15 415439 412438
Hentriaconténe 60,9 CiiHg 561 5Bx2 53+21 57112 576
ALCOCLS
Hexadécanol 41 CagHaaO 53+2 43432 4542 45+1 S6+1
Octadécanol 45,5 CugHieO 41+1 55+1 49+1 46+1 44+1
Eicosanaol 475  CpHaO 51 5+2 T+l T+2 B+3
Hénéicosanol 456 CuHeO 4x1 T£2 841 B+2 945
Docosanal 515 CuHweO 70845 716+31 596221 713+16 §73+20
Tricosanol 53,3 CyaHeO 12+17 1520 1516 14322 1324
Tétracosanol 57,3 CuHaO 157+3 14745 146214 151+4 154+4
Hexacosanal 60,8 CauHO 4243 41+4 4415 41+1 4613
Octacosanac| 63,6 CuaH:a0 27£2 26+4 28+1 26+2 28+1
ACIDES GRAS SATURES
A_hexanoigue 15,2 CeHuDy 1+1 11 1=1 1+1 1+1
Aheptanoique 188 CHe0, 121 121 121 1+1 141
A octanoigue 22,1 GeHyeDs 2+1 2%2 222 2+1 2+1
A nonanoigue 248 GHuO: 621 5%1 622 5+1 T2
Adodécanoique 345  CiHua: 241 11 2+] 1+1 31
A hexadécanoique 43 CigHa0n 3942 38+3 374 382 371
A octadécanoique 47,4 CieHaO: 161 12z3 18£1 16+1 15+1
A eicosanaigue 51,7 CaHaOn 14+1 18£1 13x1 112+1 1421
Anheénéicosanoigue 53,5 CuHaO: o1 G2 101 12+2 11+1
A docosanoique 55,3 CaHa0: 31121 20628 319+8 2BB+8 3229
Atricozanoigue 56,5 CeeHaO: 601 58+22 54220 7345 613
Atétracosanoique 58,9 CaHs0: 30627 283#13 291+16 308+3 258+38
& hexacosanigue 66,7  CuHsO: 14£2 1324 1322 1245 1443

ACIDES GRAS INSATURES

A linoléique
A a-linolénigue

467
475

CiaHa:01
CiaHza01

at2
1524

T4
1743

57
13+8

Ti2
201

611
14+32

ALCAMES

Hénéicosane
Tricosane

Pentacosane
Heptacosane

443 CiHis 71
487  CuHi 16+1
527  CiHa 4741
561  CuHee 5148

s
23+6
47:11
63125

7l
21+3
60+15
52+10

T2
17+3
5128
7928

ALDEHYDES
Nonanal 16,3 CaH:0 gx]
Octadécanal 42,5 CisHis0 4x1
Eicosanal a7 CaHyO 2+1
Docosanal 51,7 CazHaa0 a+1



3.4.2. Variabilité des lipides pour le groupe B (méme année, localisations différentes)

Les pollens de bouleau de ce groupe sont collectés dans 9 localisations différentes. Le lot 1 et le lot 9
sont collectés en zone urbaine. Les autres sont collectés en zone rurale et/ou en pleine forét.

La Figure 57 présente les concentrations massiques en ng.mg™' des cinq familles organiques identifiées
dans les lipides externes extraits par le dichlorométhane pour les pollens du groupe B. Les chiffres sont
plus détaillés dans le Tableau 30.

La fraction lipidique externe de ces pollens contient une concentration massique importante d’alcénes.
La concentration massique moyenne des alcénes pour tous les pollens de ce groupe est de 1304£83
ng.mg. L’identification est remarquable pour une série d’alcénes (5 composés) de nombre impair de
carbone C23, C27, C29, et C31. Le C27 est aussi 'alcéne majoritairement extrait avec une masse
moyenne de 822158 ng.mg' pour tous les pollens de bouleau de ce groupe (Farah et al., 2021;
Henricsson et al., 1996). La différence entre I'ensemble des alcénes identifiés et quantifiés pour les
pollens de ce groupe est de 6 %.

Les lipides externes de bouleau contiennent aussi deux autres familles majoritaires qui sont les acides
gras et les alcools. Les acides gras présentent une masse moyenne de 767+33 ng.mg™ et celles des
alcools est de 783139 ng.mg" pour 'ensemble des grains de pollen de ce groupe B. La différence entre
Iensemble de ces deux composés identifiés et quantifiés pour les pollens de ce groupe est
respectivement de 4 % et de 5 %.

En ce qui concerne les alcools, leur abondance dans la fraction lipidique externe est due a la présence
du C22 en quantité importante de 498+25 ng.mg’".

Les trois derniéres familles sont présentes en quantités plus faibles (alcanes, aldéhydes et acides gras
insaturés). Au total 4 alcanes, 4 aldéhydes et 2 acides gras insaturés sont identifiés dans la fraction
lipidique externe des pollens de bouleau étudiés. La concentration massique moyenne des alcanes est
de 13715 ng.mg". En ce qui concerne les aldéhydes, ils présentent une concentration massique
moyenne de 192 ng.mg™" et pour les acides gras insaturés cette concentration est de 21+4 ng.mg™. La
différence entre I'ensemble de ces composés identifiés et quantifiés pour les pollens de ce groupe est
de 11 %, 9 % et 17 % respectivement pour les alcanes, aldéhydes et les acides gras.

D’apres les analyses de ces résultats, on constate que les différences entre les concentrations massiques

des différentes familles sont faibles entre les pollens de bouleau récoltés sur 9 différentes localisations
en 2020.

En ce qui concerne 'heptacosane (marqueur du pollen intact), sa concentration est pour les
localisations 1 a 9 respectivement de 5415, 52+3, 4914, 53+2 48+5, 4716, 50106, 48%5, 53120
ng.mg’, avec une moyenne de 5174 ng.mg". La variabilité de I’heptacosane sur une méme année et
des localisations différentes dans une méme région (groupe B) semble moins importante que la
variation interannuelle sur un méme arbre (groupe A) (Tableau 31). Il est possible que les conditions
météorologiques jouent un role dans la variabilité de la fraction lipidique pollinique.
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Tablean 30 : Concentrations massiques des espéces organiques identifiées et quantifiées aprés extraction par le
dichlorométhane du pollen de bouleau récolté sur 9 différentes localisations en 2020 (groupe B).

T GC/FID Masse (ng.mg*de pollen)
[min} Formules brutes Intact
| LOCALISATION | | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
| AnnEE DE POLUNISATION | 2020
ALCENES
Décéne 458 CuHe 131 1051 Bzl g6l Bl A0el 131 111 121

Pentacoséne 50,8 CiHse  144#1 116#2  120+1 125#11 1311 124#1 138£2 126£1 128£2
Hepracoséne 542 CpHse B71%3  792+24 7874 TBoxl YBEx4 V753 B4zl BO3£1 852£1
Nonacoséne 573 CuHss 25882 2277 263+4 2983 2962 279+2  343+20 267+10 2 2BBiS
Hentriacontene 60,9 CiHe 61+1 57+1 56x1 61+1 61+1 57+1 73£2 78x1 7382

ALCOOLS

Hexadécanol 39 CiHuO 34x1 44x1 44x1 41%1 401 442 34x1 412 35%1
Octadécanol 43,5 CuHaO 391 44x1 431 44=1 442 4242 402 411 401
Eicosanol 47,5 CuHiO 4+l Bl 7l gzl 101 7l 3#3 62 4]
Hénéicosanol 49,6 CiHiO B+1 gl 7+l 8] 122 B2 B+l 11#1 B]
Docosanol 51,5 CpHeO 516+6 50527  451+4  508:3 46622 5103 4616 535+6 4834
Tricosanol 53,3 CuHuO 18#5 1945 198 14x 1745 166 12+2 197 24

Tétracosanol 55,1 CuHeQ 11022 S5+4  132+1  117#5 132#11 1241  117#1  125#1  115%3
Hexacosanol 58,8 CpeHaiO 15#1 203 24 29+2 433 291 2544 4243 A47+1
Octacosanel 61,6 CiuaHaO 10£1 B2 201 321 283 231 253 403 1343

ACIDES GRAS SATURES

A hexanoigue 13 CHuOy 11 2£1 11 251 11 11 2+1 2+1 2£3
A heptanoigue 163 CHwO: 2+2 3£2 2+1 2+1 2+1 2:7 jE] 1£2 1£2
A octanoigue 18,7 CiHuO: 11 2+1 144 2£2 2:7 2+3 11 2+1 1£3
A nonangique 228  CHuO; 5+2 622 543 621 543 41 01 621 71
A dodécangique 315 CuHuO: 4x1 3#1 222 322 322 913 342 G2l 450

A hexadécanoique 41,4 CyHuO; 34+4 33:3 28+1 32+4 2B#1 3524 284 38+1 34+4
Aoctadécanoique 454  CuHuO; 16+1 1B+6 2052 22:5 2025 2025 162 225
A eicosanoique 496 CupHauO: 9+2 621 105 13£2 102 101 10+3 11#1
Ahéngicosanoigue 51,7 CuHaO: 61 62 61 61 743 622 622 [
A docosanoigque 535 CpHy0; 23942 2869 33022 31636 2B7+ 26635 30135 2B5+1 3073
A tricosanoigue 549 CuHyuO: 5B+3 78+6 633 78:1 585 QB2 782 5§75 805
A tétracosanoigque 57 CuH:0: 309+4 323+F 321#4 3162 31625 31542 290#6 270+2 299+2
Ahexacosanique 64,3 CueHwO: 15+#9  17#31 82 826 Bx1 71 813 1623 1524

RiE g

ACIDES GRAS INSATURES

& linoléigue 46,7 CieH:O: Bl =k o] Bxl 54 6x1 2x1 4x2 4x1 Bx4
Ag-linolénique 47,5 CieHswO: 157 14210 1626 14+6 159 15%7 12#5 17+13 14175

ALCAMNES
Hénéicosane 425 CaaHug 5=1 4=1 3=1 4=1 3*1 340 5+1 3=1 Bl
Tricosane 46,8 CaaHua 25%]1 2324 18+2 201 22+R 21%1 26+1 2421 28x1

Pentacosane 50,8 CasHea 7524 618 46+4 5022 55+4 5522 705 5522 6724
Heptacosane 54,6 CarHas 5435 5233 45+] 5322 48+5 47+6 50216 4835 53220

ALDEHYDES
Nonanal 141 CeHia0 9fl Bl 6x1 611 Tl 7l Sxl Gzl Txl
Octadécanal 40,8 CaaHz:0 5&1 621 51 4x1 4+1 5+1 51 6+l 51
Eicosanal 45,3 CaoHayO 31 223 3zl 4x1 51 4x1 321 321 2+]
Docosanal 49 8 CraHesO 4+1 5+1 3+1 2+] 4+ 4=1 3+1 3*1 3+1
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Tablean 31 : Récapitulatif des concentrations massigues en ng.mg' des espéces organigues identifiées et quantifiées
apres extraction par le dichloromeéthane du pollen de boulean des deux groupes A et B.

Masse (ng.mg"de pollen)

. . Pollen du groupe A Pollen du groupe B
Famille chimique U niv.%‘i]lel)) (Croatie et ZigFchéfz;[uie)
Alcenes (C27) 1535+99 (9731+73) 1304+£83 (822158)
Alcools (C22) 1045£10 (701%18) 783%39 (498+£25)
Acides gras saturés 767%45 767£33
Alcanes (C27) 13831 (60£13) 137115 (51%4)
Aldéhydes 20£3 1942
Acides gras insaturés 22%7 21%4

3.5.Conclusion

A notre connaissance, il s’agit de la premicre étude de la littérature qui permet d’estimer la variabilité
du profil lipidique de grains de pollen de bouleau sur plusieurs saisons polliniques pour un méme arbre
et entre plusieurs arbres pour une méme saison pollinique. Le but de cette étude était de vérifier que
la composition lipidique des différents pollens de bouleau est indépendante de la localisation et de la
période pollinisation.

Tous les pollens de bouleau étudiés (groupe A et B) contiennent les mémes six familles de composés
chimiques : les alcanes, les alceénes, les acides gras saturés et insaturés, les aldéhydes et les alcools. Au
total 37 composés organiques sont identifiés dans les lipides externes des différents pollens de bouleau

quels que soient 'année ou le lieu de collecte.

Ces lipides identifiés se trouvent dans la fraction lipidique externe de la matrice extracellulaire
(revetement pollinique) du pollen de bouleau. Ils présentent un réle crucial dans les interactions pollen-
stigmate au cours de la pollinisation (cf. chapitre I partie 1.2) (Wolters-Arts et al., 1998). De plus, la
localisation de ces lipides a la surface du pollen de bouleau leur permet de jouer un réle actif dans les
nombreuses facettes de la réponse immunitaire au pollen. Selon Bashir et al. (2013), le pollen est une
source de lipides bioactifs qui pourraient jouer un réle important dans la provocation de
I'hyperréactivité immunitaire (Bashir et al., 2013a).

Dans cette étude, nous avons constaté que tous les pollens de bouleau étudiés sont riches en alcénes,
en alcools et en acides gras saturés. Les pollens récoltés a Lille présentent une masse plus importante
en alcools (1045186 ng.mg™) que les pollens prélevés en Croatie et Tchéquie (789139 ng.mg™) avec
une différence de 35 % entre les deux groupes. Le composé le plus abondant parmi les alcools est le
C22 pour les deux groupes de pollens A (701+18 ng.mg™) et B (498+25 ng.mg™).

En outre, les deux groupes de pollens ont montré la présence importante des alcenes C23, C27, C29,
et C31 etle C27 qui représentent la masse la plus abondante parmi tous les alcenes. La fraction lipidique
externe de tous les pollens de bouleau étudiés semble étre plus riche en acide gras saturés qu’en acides

gras insaturés. Les acides gras les plus abondants sont les C22 et C24 pour les deux groupes de pollen
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étudiés. La masse totale des composés identifiés dans les deux groupes A et B est respectivement de
3530 +107 ng.mg " et de 3032183 ng.mg™ avec une différence de 10 %.

L’heptacosane (composé choisi comme marqueur du pollen de bouleau intact) est un composé stable
avec une moyenne de 60+13 ng.mg™ pour le groupe A (méme arbre, différentes années) et 51+4 ng.mg"
pour les pollens du groupe B (méme année, localisations différentes). Une 1égere variation (de 14 %)
de la masse d’heptacosane est observée entre les deux groupes de pollen étudiés.

Cette comparaison nous a permis de supposer que les pollens de bouleau récoltés sur plusieurs
localisations et périodes polliniques possedent des especes chimiques similaires, a des concentrations
massiques relativement similaires. Ce qui nous permet de supposer dans un premier temps que la
composition chimique des pollens de bouleau est indépendante de la période pollinique et la de
localisation du prélevement, qu’elle soit urbaine, rurale ou foresticre. Ainsi, I’étalonnage du CGP-SM
pour la détection des pollens par traceurs lipidiques peut étre faite avec un seul échantillon de pollen
et les résultats pourront étre extrapolés au pollen provenant d’arbres différents. Toutefois, pour plus
de précision, il sera utile d’utiliser pour Iétalonnage du CGP-SM du pollen de la méme saison pollinique
et de la méme région géographique que les prélevements de pollen dans ’environnement.
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4. MILIEU EXTERIEUR : COMPTAGE DES POLLENS
SEDIMENTES SOUS DES BOULEAUX

4.1. Site d’échantillonnage

Le site d’échantillonnage est le campus de ’'Université de Lille, Faculté des Sciences et Technologies.
Six bouleaux ont été choisis pour la campagne de prélevements. Ces derniers sont répartis en deux
zones sur le campus de I'Université : zone 1 et zone 2 (Figure 58, Figure 59, Figure 60). Les 6 arbres
sont nommés A, B, C, D, E et F. Les coordonnées GPS et le site de chaque arbre sont présentés dans
le Tableau 32. La Figure 61 représente des images photographiques et satellites des arbres choisis
pour la campagne de prélevement.

Figure 58 : Ve globale du site de prélevement. Les points rouges représentent les 6 sites des bouleanx: sélectionnés pour
la campagne de prélevement en 2021 (Google maps).
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Figure 59 : Ve globale de la zone 1 de prélevements. Les points rouges représentent les denx: bouleanx: sélectionnés
dans cette gone (Google maps).

. 3 : ‘ N
Figure 60 : VVue globale de la zone 2 de prélevements. Les points rouges représentent les 4 bouleanx: sélectionnés dans
cette gone (Google maps).
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Tablean 32 : Coordonnés GPS et I'endroit de prélevement ponr les 6 arbres.

Arbres Coordonnés GPS Entourage de I’arbre
A 50°36'33.9"N 3°08'40.0"E Route passante
B 50°36'32.9"N 3°08'07.3"E Parking proche route avec circulation
C 50°36'37.1"N 3°08'38.5"E Parking
D 50°36'33.8"N 3°08'43.1"E Route passante
E 50°36'38.3"N 3°08'39.5"E Parking proche route avec circulation
F 50°36'38.0"N 3°08'14.3"E Route avec circulation
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Figure 61 : Sixc arbres choisis pour la campagne d'échantillonnage. Photographiques a ganche et images satellites a
droite pour chaque arbre. Les gones de prélevement sont repérées par une croix rouge sur les images satellites (Google

maps).
4.2.Méthode d’échantillonnage

La campagne d’échantillonnage a été effectuée en 2021, durant la saison pollinique du bouleau, sous 6
bouleaux présents sur le campus de 'Université de Lille. Les prélevements ont été réalisés tous les jours
avant, pendant et apres la saison pollinique de mi-mars jusqu’a début mi-mai a I'aide aspirateur a main
(cf partie 2.1.1 de ce chapitre).

La plage horaire des prélevements était entre 14h00 et 16h30. Sur 'ensemble de la campagne
d’échantillonnage, 300 échantillons journaliers ont été collectés, auxquels s’ajoutent 2 blancs de terrain.
Ces blancs correspondent a des échantillons prélevés avant et apres la saison pollinique.

Ces blancs ont été prélevés les 25 mars et 13 mai pour les échantillons prélevés sous les arbres et les 28
mars et 13 mai pour les échantillons prélevés en milieu intérieur (ces deux jours sont marqués par une
absence de pollen dans Iair et sous les arbres de bouleau). La surface de prélevement correspond a une
feuille A4 (0,06 m?) et le prélévement journalier a été effectué systématiquement au méme endroit du
sol (autrement dit la zone de prélevement est donc nettoyée du pollen sédimenté chaque jour). Les
prélevements sont réalisés a une distance de 1 a 3 m du trong, sur le sol (trottoir ou route). Les zones
de prélevements sont marquées d’une croix rouge sur la Figure 61. Des prélevements supplémentaires
ont été réalisés pour deux bouleaux (B et C) a une distance de 4 m du tronc (croix bleues).
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Tablean 33 : Caractéristiques des bouleaux: choisis pour la campagne de prélevements de pollen sur le sol.

Distance de ) i Hauteur Diamétre
Endroitde prélévements par Circonférence des dela
Arbres . de ’arbre
prélévement  rapport au tronc (cm) arbres  couronne
de Parbre (m) (m) (m)
A Trottoir 2 102 14 7
B Parking 1let4 85 10 6
C Parking 1,3et4 118 13 9
D Trottoir 1 120 10 8
E Parking 2,5 165 13 9
F Trottoir 3 98 13 8

Chaque arbre présente un environnement spécifique. Les arbres B, C et E se trouvent sur un parking
trés fréquenté par les personnels et les étudiants de I'Université de Lille. Les 3 autres sont proches d’un
bord de route et leur pollen tombe sur un trottoir fréquenté par des piétons. Les arbres A, B, D, E et
F se trouvent dans une zone dégagée (pas de batiment de plus d’un étage), contrairement a 'arbre C
qui se trouve entre deux grands batiments de 4 étages (Figure 61). Les arbres s’élevent entre 10 a 14
m de hauteur. La circonférence du tronc des arbres est mesurée a 1,3 m de hauteur a ’aide d’un métre
ruban; elle varie entre 85 et 165 cm (Tableau 33). Le diametre de la couronne est calculé par une
moyenne de deux diametres perpendiculaires. L.a mesure de ce diameétre dépend de chaque arbre

(Figure 62).

Figure 62 : Représentation schématique de la méthode de calcnl du diameétre de la couronne des arbres (Freytet, 2020).
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La méthode d’échantillonnage consiste a prélever les grains de pollen par un aspirateur a main (NVB,
5.4Wh, 3.6V BLACK+DECKER Dustbuster®). L’analyse des lingettes est faite par chromatographie
en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse (CGP-SM) en mode SIR (cf. partie 2.1 de ce
chapitre).

Pour cette étude, I’étalonnage du CGP-SM a été effectué avec lot de pollen récolté en 2019 sur le
campus de I'Université de Lille. Les pollens comptés sous les arbres de bouleau ont été comparés avec
la concentration de pollen dans 'air ambiant. Ces données sont fournies par le Réseau National de
Surveillance Aérobiologique (RNSA). En 2020, en raison de la situation pandémique, le RNSA a
recueilli les données polliniques avec le capteur Hirst du LASIRE (

Figure 63) installé a une hauteur de 20 m sur le toit d’un batiment présent sur le campus de ’'Université
de Lille. En 2021, les données polliniques sont recueillies par le capteur Hirst de ’Association pour la
Prévention de la Pollution Atmosphérique (APPA) installé sur le toit du CHU de Lille a 24 m de
hauteur. Les résultats journaliers sont exprimés en grains de pollen/m” d’air.

Figure 63 : Captenr volumetrigne Hirst (Lanzoni. V'PPS 2000) sur le toit-terrasse d’un baitiment du campus Cité
Scientifique a 1 illenenve d’Ascq. Image photographique a ganche et image satellite a droite (la croix indique la
localisation du captenr sur le toit). Les coordonnées GPS' de la localisation du captenr sont 50°36'40.5"N
3°08'25.6"E (Google maps).
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5. MILIEU INTERIEUR : PRELEVEMENTS DE LA POUSSIERE
DOMESTIQUE

5.1. Site d’échantillonnage

Les prélévements en milieu intérieur sont effectués dans 3 habitations sur Lille. Ces habitations sont
reparties dans 3 villes : Villeneuve d’Ascq, Willems et Estaires (Figure 64). La Figure 65 présente les
lieux d’habitation choisis (étoiles jaunes) et les arbres de bouleau a proximité (étoiles orange). La
distance entre les lieux de prélevement et le capteur est présentée dans le Tableau 34.

Tablean 34 : Distance entre le capteur Hirst et les trois habitations étudiées.

Distance entre le lieu de prélévement et le

Habitations Ville
capteur
1 Villeneuve d’Ascq 7 km
2 Willems 14 km
3 Estaires 23 km

Estaires

Villeneuve
d’Ascq

Figure 64 : Vue satellite des trois sites de prélevements (Google maps).
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Habitation 2




Habitation 3

Figure 65 : Images satellites des habitations marquées par une étoile jaune (Google maps). Les arbres de bouleau a
proximité sont repérés par des étoiles oranges.

Les localisations de prélevement sont indiquées dans le Tableau 35. Le Tableau 36 présente tous les
facteurs susceptibles d’influencer les résultats tels que : I'environnement du site de prélévement, la
présence d’animaux domestiques, le nombre de personnes, le temps d’aération, la présence ou I'absence
des plantes a I'intérieur de 'appartement, le temps d’aération et le nombre de bouleaux a proximité. .

Tablean 35 : Localisations des prélevements dans chaque appartement

Habitations Localisation de prélévement
1 Sous une fenétre rarement ouverte
2 Salle a manger au rez-de-chaussée face au jardin
3 Pres de la baie vitrée coulissante a 'arriére de la maison (vers le jardin)
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Tablean 36 : Facteurs susceptibles d'influencer les prélevements.

Temps  Nombre de

Présence Plantes en .. .
. . Nombre . d’aération bouleaux a
Habitations Environnement d’un milieu ..,
imal d’occupants intérieur moyenne proximité
animal
(min) (20 2 450 m)
Utrbain Non 1 Non 20 min 9
2 Rural Oui (chat) 2 Schlumbergera 10 min 8
A
3 Rural Non 4 e 60 min 12
Spathiphyllum

L’habitation 1 est occupée par une personne avec des visiteurs variables en fonction des jours. La
deuxiéme présente un niveau d’occupation de deux personnes en moyenne (une personne est présente
en permanence et deux personnes supplémentaires une semaine sur deux) avec un chat présent
continuellement (le nombre moyen de personnes (2) est indiqué dans le Tableau 36. En ce qui
concerne la troisi¢me habitation, 4 personnes (2 adultes et 2 adolescents) y logent tout au long de
I'année. A noter qu’une des personnes occupant la deuxiéme habitation est allergique au pollen de
bouleau, ce qui explique le faible temps d’aération. Nous notons 'absence de plante de décoration dans
I’habitation 1. Par contre, une plante d’intérieur fleurissant a No€l dans I'habitation 2 et deux plantes
de décoration sont présentes dans I’habitation 3. Le Tableau 37 présente les différentes caractéristiques
des plantes présentes dans les habitations 2 et 3.

Tablean 37 : Différentes caractéristiques des Trois plantes de décoration présentent dans les habitations 2 et 3.

Habitation plante Usage Type Floraison = Type de pollinisation
N bre 2 E hil
2 Schiumbergera  Décoration  Cactus o.vern. rea i ntorr'lop ! e' .
janvier (ornithophile : colibris)
Areca Décoration Palmier  Juin a aout Entomophile
Spathiphyllum ~ Décoration  Fleur  Mai a octobre Entomophile

Les floraisons des plantes d’intérieur se situent donc en dehors de la période de pollinisation du bouleau
de mars-avril.
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Des prélevements supplémentaires ont été effectués dans habitation 1 sur la vitre de la fenétre. Deux
fenétres sont présentes dans cet appartement : les vitres 1 et 2 (Figure 66). Les prélevements ont été
réalisés sur une surface de 0,5 m* de la vitre 1 (indiqué en bleu haché sur la figure ci-dessous).

|

e

Habitation 1

Figure 66 : Localisation des vitres dans I’habitation 1.

5.2.Méthode d’échantillonnage

La campagne de prélevement en milieu intérieur a été effectuée en méme temps que la campagne en
milieu extérieur. L.a méme procédure de prélevement est employée qu’en milieu extérieur (cf.
partie 2.1.1 de ce chapitre) mais avec une surface de prélevement plus importante afin de s’adapter aux
faibles concentrations attendues en milieu intérieur (1 m® pour le milieu intérieur alors que le
prélévement est effectué sur une surface A4 (0,06 m?) dans le milieu extérieur). En raison de la
fréquence d’échantillonnage qui peut étre dérangeante, les habitations choisies appartiennent a des
collegues. Ces prélevements ont été réalisés par les habitants eux-mémes avant de faire le ménage. Les
prélevements ont été faits durant toute la saison pollinique de bouleaux 2020 et 2021. La fréquence de
prélevement était d’un prélevement par semaine en 2020 puis en 2021 elle est passée a un prélevement
toutes les 48 heures. Le Tableau 38 représente une comparaison des conditions de prélevement entre
Pannée 2020 et Pannée 2021 pour les échantillons prélevés en milieu extérieur et en milieu intérieur.

Tablean 38 : Comparaison des conditions de prélevement entre I'année 2020 et I'année 2021.

Milieu intérieur Milieu extérieur

Année de préléevement 2020 2021 2020 2021

1 foi ) Tous les jours de la
ois par jour
Conditions de 1 fois par Toutes les S parjou

Fréquence saison pollinique (1

1 . sur un seul . )

rélévement semaine 48h ( fois par jour sous

bre)
arbre

les 6 arbres)
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6. VERIFICATION DE L’ETAT DES POLLENS

Les lingettes contenant les pollens sont séchées apres extraction par le dichlorométhane (DCM).
Ensuite, les pollens sur les lingettes sont tamisés a 'aide d’un tamis de 38 um de diameétre. Puis, les
pollens sont déposés sur un support conducteur (scotch de carbone). Apres, 'ensemble est métallisé
au chrome (épaisseur de 30 A) pour éviter les effets de charge. Afin d’obtenir des images
topographiques qui permettent d’identifier I’état des pollens (intact, rompu), les images sont acquises
a I'aide d’un détecteur d’électrons secondaires (SE) a une tension d’accélération de 5 kV. Il avait été
vérifié durant la these de Jinane Farah que Pextraction du pollen de bouleau au dichlorométhane
n’engendre pas de rupture.

Plusieurs échantillons de chaque arbre sont choisis pour étre observés par le MEB. L’objectif principal
est de vérifier état du pollen de bouleau (intact, rompu) dans les échantillons analysés en
chromatographie.

7. ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été réalisées pour étudier les corrélations entre les différents parametres
¢tudiés. Elles sont effectuées a l'aide du logiciel R (pour Windows version 3.6.1). Les données ont été
soumises a une analyse de corrélation linéaire en calculant le coefficient de corrélation r de Pearson qui
permet de calculer la dépendance entre deux variables quantitatives. Si deux variables X et Y sont
parfaitement dépendantes, alors r, = 1 ou r, = -1. Les deux variables sont parfaitement indépendantes
pour 1, = 0. Plus le coefficient corrélation r de Pearson est proche de 1, plus la relation linéaire positive
entre les variables est forte, plus le coefficient est proche de -1, plus la relation linéaire négative entre
les variables est forte et plus le coefficient est proche de 0, plus la relation linéaire entre les variables
est faible.
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8. RESULTATS DES COMPTAGES DE POLLEN

8.1. Evaluation du nombre et de I’état des grains de pollen prélevés en milieu
extérieur

8.1.1.Estimation de la quantité de pollen (intact et rompu) sédimentée sous les arbres
Afin de compter les grains de pollen dans nos échantillons, I’heptacosane, traceur de la fraction
lipidique (externe et interne) de pollen de bouleau, est identifiée et quantifiée dans tous nos échantillons
(cf. partie 2.1.4 de ce chapitre). Les masses de grains de pollen présentées dans ce chapitre sont toutes
calculées a partir de 'analyse des traces d’heptacosane dans les poussicres prélevées au sol. Seules les
concentrations atmosphériques ont été obtenues par comptage des grains de pollen en microscopie
optique.

La Figure 67 présente la quantité de pollens dans les poussieres prélevées au sol sous les six bouleaux
étudiés durant toute la période de prélevement en 2021 (les résultats préliminaires obtenus en 2020 ne
concernent qu’un seul arbre et ne sont pas présentés dans ce manuscrit). Les quantités de grains de
pollens sédimentées different d’un arbre a I'autre. Elles varient énormément en fonction de l'arbre et
des jours de prélevement (Figure 68). De plus, la quantité maximale de pollen sédimentée en 24 heures
ne survient pas forcément au méme moment de la saison pollinique pour les six bouleaux étudiés. Pour
I'arbre D, la quantité maximale est enregistrée le 4 avril, cette date est retardée de 5 jours (9 avril) pour
les arbres A, B, C et F et de 6 jours (10 avril) pour 'arbre E. La saison pollinique 2021 a présenté un
profil atypique (Figure 69), en raison des conditions météorologiques particulieres (froid et neige la
semaine du 5 avril 2021), avec des pics de concentrations atmosphériques de pollen de bouleau le 30
mars et les 21 et 28 avril.
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Figure 67 : Quantité de pollen sédimentée sous les sixc arbres de boulean durant la saison pollinigue 2021. Masse et
nombre de grains de pollens obtenus par la méthode de dosage de I'heptacosane en CGP-SM.

La Figure 68 présente le cumul journalier des grains de pollen (en g.m?et en GP.m™) sédimentés sous
les six bouleaux étudiés. Pour rappel, les prélévements sont effectués tous les jours a un endroit
strictement identique sous chaque arbre, ce qui permet de compter les pollens se déposant sur cette
surface en 24 heures. Nous remarquons que la quantité de pollen cumulée par m” varie énormément

170

Nombre de pollen (PG.m?)



d’un arbre a l'autre de 0,2+0,04 g.m™ a presque 12,912,6 g.m™ avec une moyenne de 3+0,6 g.m™ Si
l'on retire des données I'arbre C (plus grande valeur de déposition), la moyenne passe 2 1+0,2 g.m™.
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Figure 68 : Cumul de la quantité journalicre de grains de pollen sédimentée sous les 6 bouleaux (g.n” et en GP.yr?).

La quantité la plus élevée de pollen cumulée est trouvée sous 'arbre C (12,9+2,6 g.m™). Cet arbre est
considéré comme exceptionnel dans cette étude par rapport aux autres arbres. La grande quantité de
pollen trouvée sous cet arbre peut étre expliquée par environnement immédiat de ce dernier. En effet,
cet arbre est entouré par des batiments (cf. partie 4.1 de ce chapitre). Ces batiments agissent comme
des obstacles offrant probablement une moindre exposition de I’arbre aux vents. Les autres arbres se
trouvent dans des zones plus dégagées et pour la majorité de ces arbres, les batiments proches ne
dépassent pas un étage (cf. partie 4.1 de ce chapitre).

En I'absence de vent, le pollen tombe rapidement au sol, avec une vitesse de sédimentation de 'ordre
de 22 5 cm par seconde pour les grains de taille moyenne (20 2 40 um) (Di-Giovanni and Kevan, 1991).
Le moindre souffle d’air cause une remise en suspension du pollen (Tourin et al., 1969a, 1969b). Nous
pouvons considérer que la vitesse d’une faible brise est de 'ordre de quelques metres par seconde. Les
effets thermiques par convection (I"air chaud est plus 1éger que lair froid qui s’éleve) et les turbulences
causées par des obstacles (arbres, batiments, etc.) constituent les principaux phénomeénes qui causent
le brassage de I'air et la dispersion des particules. Ces mouvements entralnent une dispersion des pollens
dans la couche d’air proche su sol.

[ arbre C présente la plus grande quantité de pollen sédimentée au sol (12,9+2,6 g.m™). Il se situe entre
des batiments. Lorsque le courant d’air qui transporte le pollen est dévié par un obstacle, le pollen a
tendance a précipiter sur le sol. Ce phénomene est observé principalement en forét, environnement
qui exerce un considérable effet de filtration. D’une part, 'absence de vent favorise la sédimentation
du pollen au sol et, d’autre part, un vent fort favorise la collision du pollen au sol ou sur les surfaces
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végétales (feuilles, tronc...). Un arbre disperse d’autant plus facilement son pollen quand les obstacles
sont moins nombreux (Clot, 2007).

Les quantités de pollen sédimentées sous ’arbre dépendent de divers facteurs tels que le nombre de
q p q
grains de pollen produit par 'arbre, 'environnement proche de I'arbre et des facteurs météorologiques
locaux : pluie, humidité relative, vitesse et direction du vent.

pluie, s

8.1.2. Comparaison entre la quantité de pollen sédimentée sous et a 4 m de P’arbre

Apres avoir donné des estimations de la quantité de pollen sédimentée sous les arbres, nous nous
intéressons a savoir si cette derniére change en s’éloignant de I'arbre. Effectivement, le pollen tombe
sous l'arbre sous I'effet de la gravité terrestre (sédimentation). Aussi, avant de se déposer sur le sol, le
pollen a tendance a se disperser plus ou moins loin de la source. Par ailleurs, il est susceptible d’étre
soulevé a nouveau par des bourrasques ou des mouvements d’air convectifs locaux, c’est ce que nous
appelons la remise en suspension (resuspension). Ce phénomene cause une dispersion des pollens tout
autour de l'arbre et, quand le vent est fort, la quantité de pollen transportée a tendance a augmenter.

Afin d’étudier la quantité de pollen dispersée loin de 'arbre, des prélevements a 4 m de distance de
I'arbre ont été effectués pour les arbres B et C. La Figure 69 présente une comparaison entre la
quantité de pollen trouvée directement sous la ramure et a 4 m des arbres B et C.
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Figure 69 : Comparaison entre la quantité de pollen tronvée directement sous la ramure et a 4 m des arbres.

Drapres la Figure 69, nous remarquons que la quantité totale de pollen a 4 m des deux arbres est
légerement plus faible que celle trouvée sous 'arbre. La masse totale de pollen trouvée a 4 m de I'arbre
B est divisée par un facteur de 1,4 par rapport a celle trouvée sous la ramure de cet arbre (0,16+0,03
g.m” comparé 2 0,23+0,04 g.m™). En ce qui concerne I'arbre C, cette quantité est divisée par un facteur
de 1,09 par rapport a la masse de pollen trouvée sous la ramure de Parbre (11,91£2,3 g¢.m™ comparé a
12,9%2,6 g.m™). Anderson (1990) a montré que les pollens de Seguoiadendron gigantenm (une espéce de
conifeére) sont déposés a moins de 100 m de la source, et de moindres quantités sont trouvées a 5000
m (Anderson, 1990). Nos prélevements sont réalisés a une distance qui reste relativement proche de la
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source (4 m de I'arbre), ce qui peut expliquer la faible différence entre la quantité trouvée sous la ramure
et a 4 m de 'arbre de bouleau.

Dans de futures études, il sera nécessaire de faire des prélevements a plusieurs endroits autour de I’arbre
et a des distances variables afin de savoir si cette quantité est répartie d’une fagon homogene ou non
autour des arbres.

8.1.3. Estimation du pourcentage de pollens rompus

Les bouleaux choisis se trouvent a proximité de routes passantes ou sur des parkings. Ces deux facteurs
peuvent causer une altération (cassure, pollution) des grains de pollen par écrasement ou piétinement.
Afin de vérifier état des pollens trouvés sous les arbres et afin de donner une estimation du taux des
pollens rompus, 'acide a-linolénique (produit majeur de la fraction lipidique interne de pollen de
bouleau) a été identifié et quantifié dans tous nos échantillons (cf partie 2.1.4 de ce chapitre). La Figure
70 présente les taux de rupture moyens des pollens trouvés dans la totalité des échantillons prélevés
sous chaque arbre.

Ces taux sont influencés grandement par la localisation des arbres. En effet, les arbres B, C et E qui se
trouvent sur un parking et des routes passantes présentent les taux moyens les plus élevés de pollens

rompus, ils sont respectivement de 17, 15 et 16% (Figure 70). Ce taux est inférieur a 10% pour les
autres arbres.
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Figure 70 : Taux de rupture moyenne des pollens prélevés sous 6 arbres sur le campus de I"Université de Lille.

173



Le taux des pollens rompus dépend fortement des jours de prélevement. La Figure 71 présente une
comparaison de I’état des pollens trouvés sous les arbres de bouleau selon les jours de prélevement en
semaine (de lundi a vendredi) et le week-end (samedi et dimanche).
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Figure 71 : Comparaison de I'état des pollens tronvés sous les arbres de bouleau selon que le prélevement a été effectué
en semaine (de lundi a vendredi) ou le week-end (samedi et dimanche).

Le taux des pollens rompus est de 13% dans les échantillons prélevés les jours de la semaine. Ce taux
diminue jusqu’a 1% dans les échantillons prélevés durant les week-ends ou les déplacements des
personnes et des voitures sur le campus universitaire (site de prélevement) se raréfient. Des
observations de grains de pollens récoltés durant la saison pollinique 2021 ont été faites par microscopie
¢lectronique a balayage afin de confirmer ces résultats.

8.1.4. Observation en microscope électronique a balayage de grains de pollen prélevés
au sol

Des observations microscopiques par microscopie électronique a balayage (MEB) sont réalisées pour
vérifier état des pollens identifiés dans nos échantillons par CGP-SM-SIR.

Différents échantillons de chaque arbre sont sélectionnés afin d’étre observés par MEB. Le but est de
vérifier I’état du pollen de bouleau (intact, rompu) dans les échantillons analysés en chromatographie.
Les échantillons choisis pour 'observation comportent entre 30 a 50% de pollen rompu et 50 a 70%
de pollen intact selon les analyses chromatographiques.

Les figures suivantes représentent les images observées en MEB des grains de pollen de bouleau
présents dans les échantillons (quelques images sont choisies) (Figure 72). Nous observons des pollens
intacts présentant des particules sur leurs surfaces (indiquées par des fleches blanches). Les pollens
rompus sont identifiés par leurs cassures (indiqués par des rectangles blancs) observées sur la surface
des pollens et par leurs contenus cytoplasmiques fortement déversés a I'extérieur du grain de pollen de
bouleau (Figure 72).
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Figure 72 : Grains de pollen de boulean présents dans les échantillons prélevés sous les arbres par un aspiratenr a
main.

Nous avons confirmé visuellement ce que nous avons identifié par CGP-SM-SIR sans toutefois fournir
un taux de rupture d’aprées les observations microscopiques. Le pollen est en effet imbriqué dans la
fibre et il est tres difficile d’effectuer un dénombrement des pollens cassés. Toutefois, il est clairement
confirmé par microscopie que les échantillons avec un taux de rupture important contiennent un
nombre important de pollens rompus alors que les échantillons avec un taux de rupture faible ou nulle
ne présentent que des pollens intacts.

Nous avons observé également que les pollens sédimentés sous les arbres présentent des particules sur
leurs surfaces. Ces particules observées sur la surface des pollens prélevés sous les arbres sont
probablement liées a la déposition de ces derniers sur le sol, ou ils deviennent chargés en particules.
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La présence de particules sur la surface des BGPs observés dans I'atmosphere peut s'expliquer par
plusieurs mécanismes de dépot sur la surface des grains de pollens (Figure 73) : (a) dépot sec et humide
sur les chatons avant pollinisation, (b) coagulation dans l'atmosphere, (c) contact apres dépot sur une
surface polluée par des particules, suivi d'une remise en suspension du GP.
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Figure 73 : Mécanismes proposés pour la coagulation des particules sur la surface des grains de pollen. 1es bonles

jannes représentent les grains de pollen de bonlean. 1es pictogrammes noirs symbolisent les particules atmosphériques
(Choél et al., 2022).

La pollution particulaire observée sur nos pollens sédimentés aux pieds des arbres est liée au
mécanisme (c). D’apres la littérature, les pollens récoltés en milieux urbains présentent un grand
nombre de particules sur leurs surfaces (Amjad and Shafighi, 2012; Azzazy, 2016; Bianchimano et al.,
2014; Cerceau-Larrival et al., 1991; Peltre, 1998). Choél et al. (2021) ont montré que les pollens de
bouleau dans I'air présentent un faible nombre de particules sur leurs surfaces avec en moyenne 2+1
particules par pollen, couvrant ainsi 0,95 % de la surface de pollen (Choél et al., 2022). Les pollens
sédimentés observés en microscopie présentent clairement un plus grand nombre de particules sur leur
surface que cette valeur fournie par Choél et al. 2021. Certains pollens prélevés dans 'atmosphere
possédent un plus grand nombre de particules (jusqu’a 16) et les auteurs ont émis ’hypothése que la
resuspension pourrait expliquer la présence de ces pollens tres pollués (Choél et al., 2022). Plus de
travaux sont nécessaires pour quantifier a la fois la pollution particulaire et la resuspension des pollens
apres sédimentation, y compris pour les pollens rompus au sol qui vont possiblement créer un aérosol
de granules cytoplasmiques lors de leur resuspension.
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Par ailleurs, ces pollens au sol sont facilement transportables vers le milieu intérieur. En effet, en
marchant sur ces pollens, nous les ramenons en intérieur par le biais des chaussures, causant ainsi une
augmentation des quantités de pollen en milieu intérieur. D’apres la littérature, Papport de pollens par
les chaussures est une voie d’intrusion considérée comme importante (cf. chapitre I partie 5.2.1). A la
lumiére de nos travaux et d’aprés nos mesures en environnement intérieur, cette voie d’introduction
pourrait de plus engendrer une pénétration de pollens préalablement rompus au sol (cf. partie 8.1.3 de
ce chapitre).

Estimation de la masse totale de pollen sédimentée sous un arbre

11 existe peu de données dans la littérature sur la quantité de grains de pollen émise par chaton pour
une méme espece de bouleau (cf. chapitre I partie 4.1). La quantité de grains de pollen émise par chaton
donnée par la littérature est comprise entre 10 et 152 mg de pollen pour Bets/a.

D'apres Jato et al. (2007), un chaton de Betula alba produit entre 4,8 et 8,2 millions de grains de pollen.
Ces chiffres sont calculés en faisant une moyenne sur 6 arbres de Betula alba. 1.e nombre de chatons
par arbre est compris entre 8 700 et 11 200 chatons (moyennes sur 6 arbres) soit entre 250 et 600 g de
pollen par arbre de Betula alba (Jato et al., 2007).

Ainsi, les quantités de pollen sédimentées sous un arbre de bouleau représentent entre 1 et 10% de la
production totale de I'arbre (en prenant la moyenne des valeurs de Jato et al. (2007) : 425 g de pollen
par arbre et une surface de sédimentation sous 'arbre comprise entre 15 et 20 m?). La quantité de
pollen sédimentée sous I'arbre C (hautes valeurs de sédimentation) pourrait ainsi atteindre 40 a 60% de
la production totale de I'arbre.

Ces valeurs sont des estimations visant a fournir des ordres de grandeur de comparaison entre les
quantités sédimentées et la production pollinique totale. Il sera nécessaire dans une étude future de
quantifier a la fois la production pollinique totale et la quantité déposée par sédimentation. Pourtant, il
faut analyser ces données avec prudence. En effet, la productivité pollinique varie considérablement
d’une année sur I'autre pour un arbre. Plusieurs années de mesures sont donc nécessaires pour une
meilleure estimation de celle-ci (Sugita et al., 2010). Il est également recommandé de ne pas extrapoler
la production pollinique d’une espéce a partir d’'une autre, méme si celles-ci sont étroitement
apparentées (Katz and Batterman, 2020).

177



8.1.5. Relation entre la sédimentation du pollen et les caractéristiques des arbres
Les quantités cumulées de pollen sédimenté sous les arbres varient d’un arbre a un autre. Afin de
comprendre ces différences, nous avons cherché a trouver une corrélation entre ces quantités et les
caractéristiques des arbres comme la circonférence du tronc a 1,3 m du sol, le diameétre de la couronne
et la hauteur de I’arbre. La Figure 74 présente la relation entre la masse totale de pollen par m” et ces
trois caractéristiques de I'arbre (excluant I'arbre C).
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Figure 74 : Relation entre la masse totale de pollen trouvée en 1 n° sous les arbres et les trois caractéristiques prises en
compte 1) la circonférence de ['arbre mesuré a 1,3 m du sol, 2) le diamétre de la couronne et 3) la hauteur de 'arbre.

Une corrélation linéaire positive est observée entre la masse de pollen sédimentée par m’ et la
circonférence de 'arbre mesurée a 1,3 m du sol avec un coefficient de corrélation de 0,94. Une relation
linéaire positive est aussi observée avec le diameétre de la couronne avec un coefficient de corrélation
de 0,91. Cependant, il n’existe aucune tendance entre la masse totale de pollen trouvée sur 1 m* sous
I’arbre et la hauteur de I’atbre.
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A noter que dans cette partie de 'étude I'arbre C, qui est considéré comme un cas exceptionnel par
rapport aux autres arbres choisis dans cette étude, n’a pas pris en compte. En prenant I'arbre C en
considération, les coefficients de corrélation entre la circonférence de I'arbre, le diamétre de la

couronne et la masse de pollen trouvée sous les 6 arbres (A, B, C, D, E et F) sont inférieurs a 0,3.

8.1.6. Comparaison de la sédimentation avec les concentrations atmosphériques
polliniques

11 est bien montré dans la littérature que les concentrations des grains de pollen de bouleau dans I'air
sont reliées aux facteurs météorologiques tels que la température, 'humidité relative, le taux de
précipitation et la vitesse du vent (Mullins and Emberlin, 1997; Stach et al.,, 2007). La Figure 75
représente les concentrations journalieres des grains de pollen de bouleau en suspension dans lair
enregistrées en 2021 par le Réseau National de Surveillance Aérobiologique (RNSA) durant la période
de la campagne de prélévement.
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Figure 75 : Concentrations journalieres des grains de pollen de bouleau en suspension dans l'air enregistrées en 2021
par le Résean National de Surveillance Aérobiologigue (RINSA) durant de la période de la campagne de prélevement.

La date du 28 mars marque le début de la saison pollinique de bouleau ou la premiére concentration
de pollen est enregistrée par le RNSA. Le premier pic de pollen a eu lieu le 31 mars (213 GP.rn’3) etle
dernier le 3 mai (62 GP.m’3). La valeur maximale a été enregistrée le 21 avril avec 297 GP.m>.

Afin d’analyser la relation entre les données polliniques de 2021 et les facteurs météorologiques, des
coefficients de corrélations r sont calculés en utilisant le logiciel R. Les températures journalicres
moyennes sont positivement corrélées aux concentrations de pollen de bouleau enregistrées dans I’air
avec un coefficient de corrélation de Pearson 1,=0,6. En ce qui concerne I'humidité, le taux de
précipitation et la vitesse du vent, ces derniers sont négativement associés a la concentration des pollens

dans I’air, avec des coefficients de corrélation de Pearson négatifs entre -0,1 < r, < -0,4. Effectivement,

le jour de 31 mars 2021 qui correspond au premier pic de pollen de la saison pollinique 2021, le taux
de précipitation était nul, ’humidité relative (43 %) et la vitesse du vent (1,2 m.s") étaient faibles. Les
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mémes conditions météorologiques ont été rencontrées les autres jours ou les concentrations de pollen
dans P'air étaient fortes.

Durant la saison pollinique, les températures sont restées fraiches sur la cité scientifique (site de
prélévement) avec une moyenne de 913 C, puis la température a brutalement chuté de 18 2 2 °C apres
le premier pic de pollen qui a eu lieu le 31 mars, ot nous avons observé une chute de la concentration
de pollen de 213 GP.m” 2 3 GP.m"” (Figure 75). Les précipitations n’étaient pas trés fréquentes durant
la saison pollinique du bouleau 2021 (a noter une faible chute de neige le 6 avril).

Par ailleurs, la saison pollinique 2021 est assez exceptionnelle : les concentrations des pollens
enregistrées en 2020 sont 10 fois plus importantes que celles de 2021. En outre, la saison pollinique de
2021 est caractérisée par plusieurs pics majeurs de pollen les 31 mars (213 GP.m?), 21 avril (297 GP.m*
%), 24 avril (137 GP.m”) et 28 avril (267 GP.m”). Les concentrations maximales enregistrées en 2020
sont quant a elles concentrées sur quelques jours consécutifs entre le 5 et le 9 avril avec des
concentrations qui fluctuent entre 2378 GP.m” et 2863 GP.m” (Figutre 76). Le profil de concentration
du pollen dans I'air de 'année 2020 correspond plus a une année habituelle avec une saison pollinique
du bouleau courte, début avril, et avec des concentrations en pollen de bouleau de 'ordre de quelques

milliers de grains par m’,
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Figure 76 : Comparaison des concentrations pollinignes (GP.n”) enregistrées en 2020 (conrbe blene) et en 2021
(courbe violette) (données RNSA).

Nous avons cherché des corrélations entre la quantité de pollen sédimentée et les concentrations de
grains de pollen enregistrées dans I'air par le RNSA pour I'année 2021. Les coefficients de corrélation
r calculés pour les 6 bouleaux varient entre -0,02 et 0,04 ; ces valeurs sont proches de zéro, ce qui
signifie qu’aucune tendance n’existe entre les concentrations de pollen dans I’air et la quantité de pollen
sédimentée au sol (Figure 77).
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Figure 77 : Corrélations entre le nombre des grains de pollen sédimentés en fonction des concentrations de grains de
pollen enregistrées dans l'air par le Réseau National de Surveillance Aérobiologigne (RNSA) pour l'année 2021.

La surveillance des grains de pollen en France par le RNSA est faite par des capteurs volumétriques
Hirst placés sur une hauteur de 15-20 metres pour qu’ils soient représentatifs d’une région assez large.
Dong, les concentrations polliniques du RNSA refletent la production de pollen des arbres présents
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dans la région couverte par le capteur (20 a 50 km de rayon) (Katelaris et al., 2004). Notre étude est
réalisée sur des arbres de bouleau qui possédent chacun un microenvironnement spécifique, et des
caractéristiques individuelles propres (age, maladies, niveau de pollution, taux de CO; local).

8.1.7. Relation entre la quantité de grains de pollen sous les arbres et les facteurs
météorologiques

Les facteurs météorologiques influencent fortement les concentrations des grains de pollen de bouleau

dans I’air (Mullins and Emberlin, 1997; Stach et al., 2007). Nous nous posons la question si les quantités

de pollen comptées sous les arbres sont aussi bien corrélées avec ces derniers. Cest pourquoi, il

convient au cours de cette étude, de considérer les parameétres issus de la station météorologique du

Laboratoire d’Optique Atmosphérique (LOA) proche du site de prélevement (campus de la cité

scientifique).

Le Tableau 39 présente les coefficients de corrélation calculés entre la quantité de pollen sédimentée
et les facteurs météorologiques. D’apres ce tableau, aucune relation n’existe, dans la majeure partie des
cas, entre le pollen sédimenté et la température, 'humidité relative et la vitesse de vent (coefficients de
corrélation calculés proches de zéro avec des valeurs r entre -0,17 et 0,09). Par contre, des corrélations
positives ont été trouvées entre la masse de pollen sédimentée pour les arbres C et F et le taux de
précipitation avec un coefficient de corrélation supérieur a 0,8.

Tablean 39 : Coefficients de corrélation calculés entre la quantité de pollen trouvée sous les arbres et les factenrs
météorologiques.

Coefficient de corrélation

Arbres Température Huml‘dlte Vitesse de Taux de précipitation
relative vent
A -0,01 -0,15 -0,12 0,06
B -0,15 -0,16 -0,10 0,04
C 0,09 -0,10 -0,15 0,85
D 0,02 -0,16 -0,07 0,03
E -0,17 -0,08 -0,05 0,06
F 0,04 -0,11 -0,17 0,82

La direction du vent est un autre facteur météorologique capable d’influencer la quantité de grains de
pollen comptés sous les arbres. Une fois les grains de pollen déposés au sol, il arrive qu’ils soient portés
par le vent. Cependant, une étude plus fine de I'influence locale de la direction du vent sur la dispersion
des pollens nécessitera pour de futures études le déploiement d’un anémomeétre a proximité immédiate
de chaque arbre.

A noter que I'étude de la présence de corrélation entre les facteurs météorologiques, la concentration
des pollens dans Pair et la quantité de pollen comptée sous les arbres est tres complexe. 1l faut prendre
en compte le microenvironnement spécifique de chaque arbre et les facteurs météorologiques locaux.
La concentration pollinique de l'air est influencée par le biorythme de la plante (a une année de forte
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production de pollen de bouleau succedent souvent deux années de production moindre). Chaque
arbre est influencé par un ensemble de facteurs, dont certains dépendent (du moins en partie) de la
biologie et de I’écologie de I'arbre considéré. De plus, la difficulté majeure réside dans le fait que tous
ces facteurs apparemment indépendants sont en réalité susceptibles d’étre inter-dépendants.

8.1.8. Conclusion

A travers 'exemple du pollen sédimenté pendant la saison pollinique sous six bouleaux, nous avons
montré que notre méthode de prélevement et d’analyse permet un dénombrement des pollens
sédimentés sous les arbres. Ces quantités détectées montrent une grande variabilité des pollens
sédimentés selon l'arbre étudié, avec une moyenne de 3+0,6 g.m” Ces données constituent une
premicre détermination dans la littérature et elles ont une importance notamment pour la modélisation
de la concentration des pollens dans P’air. ILa connaissance de la production pollinique (quantité totale
de pollen produite par un arbre) n’est en effet pas suffisante a des fins de modélisation des
concentrations atmosphériques si celle-ci differe trop de la quantité de pollen réellement émise dans
I'atmosphere.

Nous avons trouvé des corrélations positives entre la masse totale de pollen sédimentée sur 1 m? la
circonférence de I'arbre et le diametre de la couronne, avec des coefficients de corrélation supérieurs a
0,91. Par contre, aucune corrélation n’a été trouvée avec la hauteur des arbres étudiés. Par ailleurs, nous
n’avons trouvé aucune corrélation entre les quantités de pollens sédimentées sous les arbres et les
concentrations de pollens observées dans 'atmosphére. Nous expliquons I'absence de corrélation entre
ces deux variables par le fait que notre étude consiste a quantifier et identifier les grains de pollen de
bouleau sous un arbre de bouleau qui posséde un microenvironnement local et des spécificités
individuelles. Les données polliniques enregistrées par les capteurs Hirst a une hauteur de quelques
dizaines de metres correspondent quant a elles au cumul des émissions liées a la phénologie d’un grand

nombre d’arbres présents dans la zone couverte par le capteur.

Par ailleurs, nous avons donné une estimation du taux de rupture des pollens sédimentés sous les arbres.
A notre connaissance, il s’agit de la premicre étude de la littérature présentant la rupture du pollen
sédimenté en milieu urbain. Il s’agit en fait de la découverte d’un nouveau mécanisme de rupture du
pollen spécifique a 'environnement urbain. En effet, la présence a la fois d’un sol dur et d’une source
d’écrasement du pollen (cause de rupture qui reste a déterminer mais trés probablement les véhicules
et/ou piétons) sont nécessaires. Ce mécanisme spécifique de rupture dans 'environnement urbain
pourrait s’avérer étre une hypothése supplémentaire pour expliquer la prévalence plus importante de
Iallergie et de 'asthme en milieu urbain.

Le taux de rupture le plus élevé a été trouvé sous les arbres plantés sur des parkings. Ces pollens
présentent des pourcentages moyens de rupture entre 15 et 17%. En outre, ces pourcentages varient
selon les jours. Ils sont inférieurs a 1% durant les week-ends (samedi et dimanche) quand il y a moins
de déplacements de véhicules et de piétons sur le site de prélevement. Nous avons validé ces résultats
sur la rupture par des images en microscopie électronique, montrant que les pollens prélevés sous les
arbres sont bien répartis entre intacts et rompus dans nos échantillons. Le taux de rupture sous un
arbre peut varier entre 1 et 38 % (cas de I'arbre A par exemple).
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De plus, nous avons observé que le pollen au sol présente une pollution particulaire importante, ce qui
b q p > q
peut les rendre plus allergisants. Connaitre I’état de ces pollens est d’une grande importance dans le
domaine de l'allergologie. Pourtant, les études sur les pollens sédimentés et leur remise en suspension
golog > p p
sont quasiment absentes de la littérature.

Ces pollens sédimentés sont remis en suspension dans lair soit par le vent, soit par la circulation
routicre. Cette remise en suspension cause une augmentation de la quantité des pollens pollués dans
I'atmosphere. En outre, ces pollens sont transportés de facon importante vers le milieu intérieur. En
effet, en marchant sous un arbre ou en passant du temps sous ce dernier, les piétons peuvent rapporter
du pollen directement via leurs vétements et chaussures dans des environnements intérieurs. En
démontrant que les pollens sédimentés sont en partie rompus, une nouvelle hypotheése apparait
concernant I’exposition en environnement intérieur des personnes allergiques aux pollens rompus : est-
il possible de transporter les pollens rompus au sol en extérieur vers lintérieur par le biais des
chaussures ?

Dans les futurs travaux, nous utiliserons cette méthode d’analyse pour étudier I’état de pollution des
pollens par 'ozone. De la méme fagon qu’il existe des marqueurs pour identifier et quantifier les pollens
de bouleau intacts (heptacosane) et rompus (acide a-linolénique), il existe aussi des marqueurs du pollen
de bouleau pollué par 'ozone. En effet, 'acide nonanoique et le nonanal ont ét¢ identifiés comme étant
les produits majoritaires des réactions d’ozonolyse apres exposition du pollen de bouleau a d’ozone
durant 16 heures. De fait, une exposition a 100 ppb d’ozone induit une élimination entre 59% et 85%
de la fraction massique totale des alcénes extraits du pollen de bouleau (Farah et al., 2021). Le nonanal
est le produit majoritaire des réactions d’ozonolyse des alcenes identifiés dans les pollens de bouleau
(Tableau 25) (Farah et al, 2021). Un étalonnage du CGP-SM avec des pollens ayant recu
artificiellement une dose d’ozone sera nécessaire. Un suivi des masses spécifiques des aldéhydes devrait
alors permettre non seulement de quantifier et d’identifier I’état du pollen, mais aussi de déterminer
I’état de pollution a 'ozone. Le pollen de bouleau n’est sans doute pas le meilleur candidat car les
niveaux d’ozone sont faibles en avril a Lille mais une étude similaire est envisageable sur des pollens
présents aux mois de 'année plus propices aux fortes concentrations d’ozone comme les graminées ou

P’ambroisie.
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8.2.Comptage de pollens intacts et rompus dans la poussi¢re domestique

8.2.1. Estimation de la quantité de pollen (intact et rompu) dans la poussiére
domestique

Les mémes traceurs chimiques du pollen quantifiés dans les échantillons en milieu extérieur ont été
utilisés pour Pestimation de la quantité et de I’état des pollens dans le milieu intérieur. A noter que tous
les prélevements de 2021 ont été réalisés toutes les 48 heures et avant toute autre opération de
nettoyage. Les résultats préliminaires obtenus en 2020 n’étaient pas faits a la méme fréquence (1
prélevement/semaine, 4 prélevements durant toute la saison pollinique). Ces tests effectués en 2020 ne
présentent pas une résolution temporelle suffisante et les analyses ont montré des quantités de pollen
faibles, en liaison possible avec une compétition entre déposition et remise en suspension. Par ailleurs,
ces prélevements ont été effectués pendant le confinement de mars-mai 2020, qui fut tres strict, limitant
tres fortement le déplacement des occupants vers 'extérieur et donc 'apport de pollens par les
chaussures et les vétements. Par conséquent, ces résultats ne sont pas présentés dans ce manuscrit.

La Figure 78 présente la quantité de pollen comptée dans la poussicre domestique prélevée au sol en
milieu intérieur dans trois habitations. La quantité de pollen sédimentée durant la saison pollinique en
milieu intérieur est de 'ordre de quelques milligrammes par m?; cette quantité est environ mille fois
plus faible que celle trouvée sous les arbres. La quantit¢é de pollen comptée dans la poussicre
domestique varie en effet entre 0,01 et 1,4 mg.m?/48 h. Cette quantité varie en fonction de I’habitation
et du jour de prélevement (Figure 78). Le premier pic de pollen en milieu intérieur est enregistré le 31
mars 2021 dans les trois habitations. Il varie entre 0,6 et 1,4 mg.m™/48 h. Par contre, les autres quantités
maximales des pollens comptées dans la poussicre domestique en 48 heures ne se produisent pas
nécessairement au méme moment de la saison pollinique pour les 3 habitations. En ce qui concerne
I’habitation 1, les deux autres pics sont enregistrés le 11 avril (0,4 mg.m?/48 h) et le 4 avril (0,2 mg.m?*/48 h).
Pour les habitations 2 et 3, le deuxieme pic est enregistré le 8 avril et les masses de pollens
correspondantes 2 ce jour sont respectivement de 0,5 mg.m?/48 h et 0,9 mg.m~/48 h. Le troisiéme pic
de pollen dans I’habitation 2 (0,3 mg.m™/48 h) est enregistré le 25 avril et le 24 avril pour 'habitation
3 (1,3 mg.m?/48 h). A la fin de la saison pollinique (15 mai) les quantités de pollen enregistrées dans
les 3 habitations sont nulles.
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Figure 78 : Quantité de pollen prélevée dans la poussiere domestique des trois habitations durant la saison pollinique
de boulean 2021. Masse et nombre de grains de pollens obtenus par la méthode de dosage de I’beptacosane en CGP-
SM.

8.2.2. Estimation de la quantité de pollen cumulée dans la poussiére domestique

La Figure 79 présente la quantité cumulée de grains de pollen dans la poussi¢re domestique prélevée
en milieu intérieur (aspiration sur une surface de 1 m?) durant la saison pollinique du bouleau de 2021
(en mg.m” et en GP.m™). Les prélévements ont été réalisés exactement au méme endroit pour chaque
habitation durant toute la saison pollinique, ce qui nous permet de calculer le cumul de dépot du pollen.
Nous observons que la quantité totale de pollen sédimentée durant la saison pollinique varie d’une
habitation 2 une autre avec une moyenne de 3 mg.m™.
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Figure 79 : Quantité cumnlée de grains de pollen dans la poussiére domestique durant toute la saison pollinigne de
boulean (mgni* /48 b et en GP.yi’ /48 ).

La plus grande quantité cumulée de pollen est trouvée dans I’habitation 3 (10£2 mg.m™). Cette quantité
est divisée par un facteur de 4,16 pour I'habitation 1 (2,4+0,5 mg.m?) et par un facteur de 5,6 pour
Phabitation 2 (1,8+0,4 mg.m™). Par ailleurs, il faut retenir que la quantité de pollen déposée par m? en
48 heures est de 'ordre de quelques dixiemes de milligrammes et le cumul de 'ordre de plusieurs
milligrammes.

8.2.3. Etude de la relation entre les quantités de pollen cumulées en air intérieur et les
caractéristiques de chaque habitation
Le Tableau 40 présente la masse de pollen cumulée sur 1 m? dans les trois habitations étudiées avec
les différents facteurs susceptibles d’expliquer les différences observées entre les trois habitations.

Tablean 40 : Masse de pollen cumnlée sur 1 n° dans les trois habitations étudiées avec les différents factenrs
susceptibles d’expliguer les différences observées entre les trois habitations.

Arbre de Distance Temps
Masse de . T
L. bouleau a de bouleau Nombre d’aération
Habitations pollen L ,
me.m? proximité le plus d’occupants  moyenne
8 (de202450 m)  proche (min)
1 2.4 9 16 m 1 20 min
2 1,8 8 10 m 2 10 min
3 10 12 10 m 4 60 min

La littérature met en évidence la relation entre les quantités de pollen trouvées en milieu intérieur et le
type de végétation présente aux alentours du logement. Les trois habitations présentent des bouleaux
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a proximité (Tableau 40). L’habitation 1 présente 9 arbres bouleaux a proximité et le plus proche se
trouve a 16 m du logement. A propos de 'habitation 3 qui présente la plus grande masse de pollen de
bouleau cumulée en intérieur (10+2 mg.m?), elle présente 12 arbres de bouleaux a proximité dont un
dans le jardin 2 10 m de I’habitation (Tableau 40). En ce qui concerne ’habitation 2, elle présente aussi
un arbre dans le jardin a2 10 m du logement avec 8 arbres de bouleau a proximité (Tableau 40). La
présence de ces derniers dans le jardin de la maison a une telle distance constitue un facteur dominant
pour avoir plus de pollen chez soi (Morgan et al., 2014). Pourtant, une grande différence est observée
entre ’habitation 2 (1,8+0,4 mg.m?) et ’habitation 3 (10+2 mg.m™). La quantité de pollen cumulée sur
1 m® dans habitation 3 est 5,6 fois plus importante que celle comptée dans ’habitation 2. Une légere
différence de la quantité de pollen cumulée est observée entre les deux premicres habitations 1 et 2.

L’hypothese est que les grandes différences observées entre ’habitation 3 et les autres habitations sont
liées a la production pollinique des arbres a proximité des habitations. En effet, selon nos analyses, les
masses de pollen de bouleau cumulées sous les six arbres étudiés varient entre 0,2 et 12,9 g.m™. A savoir
que chaque arbre individuel affecte localement son microenvironnement et peut aussi influencer
Ienvironnement local qui Pentoure (Shugart et al, 1991). L’hypothese est que si, par exemple,
I'habitation 3 présente a proximité un arbre qui produit une grande quantit¢é de pollen, les
concentrations polliniques a proximité de cet arbre (en air extérieur et en air intérieur) seront plus fortes
que celles a proximité des arbres a faible production pollinique, ce qui est peut-¢tre le cas des habitations
1 et 2 (Tableau 40).

Drautres facteurs viennent probablement en considération pour expliquer ces différences d’exposition
en air intérieur parmi lesquelles : la durée d’aération, la direction du vent par rapport aux fenétres lors
de l'aération, les habitudes des occupants. On voit ici la difficulté de caractériser I'exposition
individuelle aux pollens allergisants, notamment lors d’études épidémiologiques impliquant un grand
nombre de participants.

Relation avec le nombre d’occupants de chaque habitation

La littérature met en évidence I'existence d’une corrélation positive entre le nombre de personnes
présentes dans le logement et la quantité de pollen trouvée en milieu intérieur (Fahlbusch et al., 2001;
Holmaquist et al., 1999; Sterling and Lewis, 1998). Ici, ’habitation 3 présentant la plus grande quantité
de pollen cumulée (10+2 mg.m™) est occupée par 4 personnes (Tableau 40). Cette quantité de pollen
est 4,2 fois plus importante que celle trouvée dans ’habitation 1 (2,410,5 mg.m™) qui est occupée par
une personne et 5,6 fois plus importante que celle trouvée dans I’habitation 2 (1,8+0,4 mg.m™) qui est
occupée par deux personnes (Tableau 40).

Relation avec la localisation du prélevement et le temps d aération

La quantité de pollen trouvée en milieu intérieur varie d’un endroit a I'autre. D’apres la littérature, le
nombre de grains de pollen le plus élevé est enregistré a proximité des points de ventilation (cadres de
fenétres) et/ou des endroits moins fréquemment nettoyés (Hugg and Rantio-Lehtimaki, 2007).

L’habitation 3 présente la plus grande quantité de pollen cumulée sur 1 m? ; elle peut étre attribuée a
I'endroit de prélevement dans cette habitation. Effectivement, les prélevements sont réalisés pres d’une
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baie vitrée coulissante a I'arriére de la maison (vers le jardin) régulierement ouverte pour ventilation.
Contrairement a habitation 1 ou les prélevements sont effectués pres d’'une fenétre rarement ouverte.
En ce qui concerne I'habitation 2, les prélevements ont été effectués dans la salle a manger au rez-de-
chaussée face au jardin. Pourtant, cette habitation présente une quantité de pollen cumulée 1,3 fois plus
faible que ’habitation 1 et 5,6 fois plus faible que I’habitation 3.

Il est bien mis en évidence dans la littérature que la pénétration du pollen en milieu intérieur est
directement influencée par 'importance de la ventilation dans une piece (Menzel et al., 2017). Le temps
d’aération dans ’habitation 3 est de 60 min en moyenne par jour, 3 fois plus important que ’habitation
1 et 6 fois plus important que I’habitation 2 (Tableau 40). Ce qui peut aussi expliquer les différences
entre les masses de pollen cumulées en air intérieur dans les habitations étudiées.

Relation avec la présence des plantes en milien intérienr

L’habitation 1 ne présente pas de plantes a l'intérieur du logement. Pourtant, les habitations 2 et 3
présentent trois plantes de décoration, Schlumbergera dans habitation 2 et Areca et Spathiphyllum dans
’habitation 3 (Tableau 40). Ce sont trois plantes de décoration a pollinisation entomophile. En outre,
il est hautement improbable que ce pollen interfére avec nos analyses. En effet, la période de
pollinisation des deux plantes est différente de celle du bouleau. De plus, la concentration des pollens
émis par des plantes entomophiles est négligeable par rapport a ceux émis par des plantes anémophiles
(Preusche and Weber, 2014).

Pour conclure, la comparaison des quantités de pollen déposées dans chaque habitation reste un
exercice difficile. Cette quantité dépend notamment du nombre et de la production pollinique des
bouleaux a proximité (et de leur position par rapport au vent et aux fenétres), du nombre d’occupants
(et de leurs déplacements a Pextérieur), du rythme de ventilation du logement et de la direction du vent
par rapport aux fenétres (Enomoto et al., 2004; Fahlbusch et al., 2001; Holmquist et al., 1999; Hugg
and Rantio-Lehtimaki, 2007; Sterling and Lewis, 1998). II faut analyser les données avec une grande
précaution car notre étude se limite a trois logements et par conséquent, elle ne permet pas d’estimer
finement les parametres influencant la quantité de pollen pénétrant dans un logement.

8.2.4. Comparaison des quantités de pollen comptées en milieu intérieur avec la
littérature

Les données disponibles dans la littérature sur le pollen de bouleau en air intérieur sont en grains de
pollen par m’ et/ou en grains de pollen par gramme de poussiére. Notre méthode d’échantillonnage
est basée sur le prélévement de la poussiére domestique sur 1 m” en utilisant un aspirateur 2 main. Les
résultats sont exprimés en mg de pollen de bouleau sur 1 m*de surface de prélévement. Pour comparer
nos résultats avec les données de la littérature en GP.m™, nous avons utilisé nos mesures des flux de
dépot sec des pollens et la vitesse de sédimentation pour fournir une estimation des concentrations
dans Dair intérieur.
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Flux de dépit sec des pollens F

Le flux de dépot sec est la conséquence des interactions entre une surface et les particules qui y sont
amenées par différents processus. Le flux de dépot est la quantité de particules qui traverse une surface
réceptrice en fonction du temps. Cette quantité peut étre choisie en masse (kg.m?.s™) et/ou en nombre
(#. m™s™). Le flux de dépot sec est donné par la formule suivante (Seinfeld and Pandis, 2016) :

F=¢C V4
Avec,

F : flux de dépot (nous avons choisi de présenter IF comme une valeur positive, un flux de dépot étant
normalement négatif) (g.m2.s")

C : concentration des pollens dans Iair a2 proximité de la surface (g.m)
vq: vitesse de dépot d’un grain de pollen de bouleau de 1 cm.s™ soit 0,01 m.s™ (Sofiev et al., 2006)

Les flux de dépot sec et les concentrations des pollens de bouleau (en pg.m™ et en GP.m”) pour les
trois habitations sont présentés dans le Tableau 41. Les concentrations maximales calculées d’apres
nos mesures du flux de déposition dans les trois habitations étudiées varient entre 56 et 120 GP.m™.
Sur la méme période, la concentration maximale de pollen enregistrée en milieu extérieur en 2021 est
de 297 GP.m” (données RNSA). Les concentrations en air intérieur sont bien inférieures a celles
reportées fréquemment dans la littérature (Hugg et al., 2011).

Tablean 41 : Flux de dépit sec (mesure) et concentrations (calculées) des pollens de boulean dans les trois habitations

étudiées.
Masse de poll
a:e irenpf e Flux de dépét Concentration de Concentration
ax ale
Habitations mesurée sec horaire pollen de pollen
.m2.h1, m-3 GP.m"

(mg.m2/48h) Hg.m pg.m m
1 0,6 12,5 035 5
2 0,6 12,5 035 5
3 13 27 0,75 120

Tableau 42 présente une comparaison avec la littérature des concentrations de pollen de bouleau
obtenues en air intérieur. Les concentrations de pollen enregistrées en milieu intérieur dans notre étude
sont proches de celles enregistrées dans I’étude de Menzel et al. (2007), avec des concentrations de
pollen en air extérieur presque similaires (400 GP.m™ dans I’étude de Menzel et al. et 297 GP.m™ pour
notre étude.

Les concentrations de pollen de bouleau enregistrées en milieu intérieur dans ’étude de Jantunen et al.
(2009) sont jusqua 10 fois plus importantes que celles enregistrées dans ce travail mais assez
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logiquement, la concentration de pollen de bouleau enregistrée en milieu extérieur dans I’étude de

Jantunen et al. (2009) est 11 fois plus élevée que celle enregistrée en air extérieur durant ce travail.

11 est bien mis en évidence dans la littérature que les concentrations de pollen en milieu intérieur sont
influencées par les concentrations de pollen en milieu extérieur (Fahlbusch et al., 2001; Jantunen et al
and Saarinen, 2009; Pichot et al., 2015; Preusche and Weber, 2014; Sterling and Lewis, 1998; Tormo-
Molina et al., 2009).

Tablean 42 : Comparaison de nos résultats avec la littérature sur des pollens de boulean.

Concentration Concentration
Type de ) maximale en maximale en
Reéférences milieu Méthode de mesure ou extérieur intérieur
intérieur de prélevement
GP.m"3 GP.m"3
(Hugg and Rantio-
Lehtimiki, 2007) Habitations Capteur de type Rotorod 855 17
(Finlande)
(Jantunen et al and
Saarinen, 2009) Habitations Capteur de type Rotorod 3250 600
(Finlande)
(Menzel et al., 2017) ) . Echantillonneur personnel
(Allemagne) Université portable (Burkard 400 83
Manufacturing)
Habitation 1 56
Ce travail ) )
Habitation 2 Aspirateur a main et CGP- 297 56
(France) SM
Habitation 3 120

Drautres études sont disponibles dans la littérature sur la quantité des pollens de bouleau trouvée dans
la poussiére prélevée sur 1 m* (Tableau 43). La quantité de pollen de bouleau trouvée dans la poussiére
domestique dans les trois habitations varie entre 0-9,6 BGPs.cm™ pour les deux habitations 1 et 2 et
entre 0-22,4 BGPs.cm™ pour 'habitation 3. La quantité trouvée dans I’étude de Hugg et Rantio-
Lehtimaki (2007) est 304 fois plus importante que celle trouvée dans les habitations 1 et 2 et 131 fois
plus importante que celle trouvée dans I'habitation 3. A noter que les quantités de pollen de bouleau
dans cette étude sont comptées dans les prélevements réalisés sur le cadre de la fenétre (Yli-Panula and
Rantio-Lehtimaki, 1994). En effet, le nombre de grains de pollen le plus élevé est enregistré a proximité
des points de ventilation (cadres de fenétres) et/ou des endroits nettoyés moins fréquemment (Hugg
and Rantio-Lehtimaki, 2007).
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Tablean 43 : Comparaison du nombre de grains de pollen de bonlean trouvés dans les trois habitations avec une étude
de la littérature.

Type de Méthode de Concentration en ~Quantité de
milieu mesure ou de extérieur bouleau
intérieur préléevement GP.m? BGPs.cm™
(Hugg and
Rantio-
Lehtimaki, 2007) ~ Habitations Caplt:“: dedtype 0-855 6-2926
otoro
(Finland)
Habitation 1 0-9,6
Ce travail
Habitation 2 Aspirateur 2 main 0-297 0-9,6
(France)
Habitation 3 0-22,4

Yli-Panula et Rantio-Lehtimiki (1994) ont trouvé dans leur étude que dans un gramme de poussicre
prélevé a proximité de la fenétre il y avait 130 000 BGPs. A noter que la quantité de poussi¢re varie
considérablement selon la zone de prélevement, entre 0,2 et 13 g.m™? (Dybendal et al., 1989). Par
conséquent, l'utilisation de cette unité sans mention de la surface rend impossible toute comparaison
avec d’autres travaux.

8.2.5. Estimation du pourcentage de pollens rompus dans la poussi¢re domestique
Pour la premicere fois dans la littérature, grace a la méthode de détection des pollens par CGP-SM-SIR,
nous avons estimé le taux de rupture de grains de pollen sur 1 m*a I'intérieur de logements. L.a Figure
80 présente le taux de rupture de pollen dosé par CGP-SM. Ce taux est calculé en quantifiant 'acide
a-linolénique (marqueur de pollen de bouleau rompu). Ce taux oscille entre 3 et 7%.

=
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Pollen rompu

©
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T
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Taux de rupture moyen du pollen (%)
(62
1

Figure 80 : Taux de rupture du pollen dosé par CGP-SM dans les poussiéres domestiques.
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Le taux de rupture moyen le plus élevé est trouvé dans I’habitation 3 (7%), ce taux est 1,4 fois plus
élevé que celui de ’habitation 2 (5%) et 2,3 fois plus élevé que ce trouvé dans I’habitation 1 (3%).

De plus, le taux des pollens rompus et intacts varie selon les jours de prélevement (les jours de la
semaine et les jours de week-end). La Figure 81 présente une comparaison des taux de rupture moyen
des pollens trouvés en milieu intérieur selon que le prélévement a été effectué en semaine (lundi a
vendredi) ou le week-end (samedi et dimanche). Le taux de rupture moyen des pollens trouvés dans les
échantillons prélevés durant les jours de la semaine (lundi a vendredi) (n=13) des trois habitations est

de 7%. Ce taux diminue a 2% pour les échantillons prélevés durant les week-ends (samedi et dimanche)

(n=5).
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Figure 81 : Comparaison du tanx de rupture moyen des pollens sédimentés en milien intérieur pour des prélevements en
semaine (lundi a vendreds) et le week-end (samedi et dimanche).

D’apres la Figure 81, le taux de pollens rompus trouvés en milieu intérieur dans les trois habitations,
oscille entre 4 et 10% pour les jours de la semaine et entre a 1 a 3% durant les jours de week-ends
(samedi et dimanche) en fonction des habitations (Figure 81).

Ces taux de rupture en environnement intérieur sont a mettre en paralléle avec les taux de rupture
observés pour le pollen prélevé directement sous les arbres. Les pollens seraient rompus de fagon plus
importante en semaine du fait de la circulation automobile plus importante et du fait que les personnes
se déplacent davantage durant la semaine. Ces mesures en air intérieur semblent donc indiquer que le
pollen n’est pas (ou peu) rompu dans les habitations mais qu’il y pénetre déja rompu. Ces données
nécessitent confirmation. Par exemple, il serait intéressant de déposer des quantités de pollen en
environnement intérieur en dehors de la saison pollinique et de suivre son état sur plusieurs jours afin
de vérifier si les activités intérieures contribuent significativement a sa rupture. Ce type d’expérience
pose évidemment le probleme d’une exposition des occupants a du pollen allergisant.
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Cette quantité de pollen rompu plus importante le week-end pourrait également indiquer que la
resuspension en milieu extérieur est importante. Des expériences de dépot au sol en extérieur de pollen
de bouleau en dehors de la saison pollinique pourraient permettre d’examiner le role du passage de
véhicule sur les phénomenes de rupture et de resuspension.

8.2.6. Comparaison entre les concentrations de pollens dans ’atmosphére et en milieu
intérieur

Il est bien montré dans la littérature que les concentrations de pollen en milieu extérieur sont bien
corrélées avec les concentrations de pollen en milieu intérieur (Fahlbusch et al., 2000; Jantunen et al
and Saarinen, 2009; Pichot et al., 2015; Platts-Mills et al., 1987; Sterling and Lewis, 1998; Tormo-Molina
et al., 2009). Les corrélations entre les quantités de pollen trouvées en milieu intérieur et les
concentrations enregistrées dans 'atmosphere sont calculées en utilisant le logiciel R. Les données
polliniques dans 'atmosphere sont fournies par les capteurs Hirst du RNSA.

Une corrélation positive est trouvée entre les concentrations de pollen enregistrées dans I’atmosphere

et les quantités de pollen trouvées dans les habitations étudiées avec des coefficients de corrélation r
entre 0,7 et 0,4 (Tableau 44).

Tablean 44 : Corrélations entre la quantité de pollen enregistrée en air intérienr dans les trois habitations et les
concentrations de pollen enregistrées en air extérienr, en prenant en compte la distance entre ['habitation et le captenr

Hisrt.
Habitations Ville D{sfance entre le licu de Coefficient de corrélation
prélévement et le capteur
1 Villeneuve d’Ascq 7 km 0,7
Willems 14 km 0,6
3 Estaires 23 km 0,4

Nous remarquons que les corrélations entre ces deux variables deviennent plus faibles en s’éloignant
du capteur Hirst. En effet, la plus forte corrélation est observée pour habitation 1 (r = 0,7) qui est
située a 7 km du capteur Hirst. La corrélation entre ces deux variables devient moins forte (r = 0,6)
pour I’habitation 2 située a 14 km du capteur. L’habitation 3 qui est située a 23 km du capteur Hirst
enregistre la plus faible corrélation de Pearson (r = 0,4). Pour mieux étudier la corrélation entre les
quantités de pollen trouvées en milieu intérieur, il serait nécessaire de placer un capteur a proximité de
chaque habitation. Cette variabilité de corrélation entre la mesure des pollens en air extérieur avec celle
en air intérieur est probablement due a la fois a I’éloignement avec le point de mesure et a la présence
de végétaux pollinisant a proximité du point de collecte en air intérieur (Holmquist et al., 2001).
Toutefols, nos données sur trois logements sont insuffisantes pour conclure définitivement sur la
distance de « représentativité » des données polliniques du capteur de Hirst.
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8.2.7. Comparaison entre la quantité de pollen trouvée dans la poussi¢re domestique
aspirée sur 1 m” en milieu intérieur et la quantité de pollen déposée sur la vitre
Des prélévements supplémentaires ont été réalisés dans habitation 1 afin de comparer la quantité de
pollen déposé sur la vitre de la fenétre et celle comptée dans la poussiere domestique prélevée au sol.
L’objectif était de tester la déposition du pollen sur une surface verticale.

—— Vitre de I'habitation #1
—— Habitation #1

20

15
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Masse de pollen (mg.m?/48h)
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Dates de prélévement

Figure 82 : Quantité cumulée des grains de pollen dans la poussiere domestique et sur une vitre dans ['habitation 1
durant la saison pollinigue 2021 (mg.m’ /48 b).

D’apres la Figure 82, la masse de pollen cumulée sur la vitre externe (2074 mg.m?) est 8 fois plus
grande que la masse de pollen comptée dans la poussiére domestique prélevée sur 1 m” au sol en milieu
intérieur (2,4+0,5 mg.m?). D’apreés la littérature, la concentration du pollen en milieu extérieur est plus
importante qu’en milieu intérieur (D’Amato et al., 1996; O’rourke and Lebowitz, 1984).

Ces pollens déposés sur la vitre peuvent étre remis en suspension et pénétrer en milieu intérieur. Donc,
les pollens déposés sur les vitres constituent un vecteur de transport supplémentaire des pollens en
milieu intérieur. Cette masse de 20 mg de pollen cumulée sur une vitre de fenétre est tres importante
et peut certainement affecter les personnes allergiques si elle est transportée vers un milieu intérieur.

En effet, il est bien conseillé aux personnes allergiques de ne pas ouvrir les portes et les fenétres durant
la journée pour éviter la pénétration des pollens vers l'intérieur et causer une aggravation de leur état
allergique. Donc, il faut nettoyer les vitres régulicrement pour éviter 'entrée de ces pollens qui peuvent
augmenter leur concentration dans le milieu intérieur. Effectivement, les plus grandes quantités de
pollens en milieu intérieur sont trouvées a proximité des points de ventilation (cadres de fenétres) et/ou
les endroits nettoyés moins fréquemment (Hugg and Rantio-Lehtimaki, 2007). Yli Panula et al. (1994)
ont trouvé sur un appui de fenétre 130 000 BGPs.g" de poussiére (Yli-Panula and Rantio-Lehtimiki,
1994).
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D’autres prélevements sur des surfaces verticales comme les fenétres sont nécessaires pour vérifier si
cette mesure peut servir a estimer 'imprégnation du milieu intérieur par les pollens, et donc 'exposition
des occupants.

8.2.8. Comparaison entre la quantité de pollen trouvée sur la vitre et les concentrations
polliniques enregistrées en milieu extérieur
Nous nous sommes posés la question de savoir si la quantité de pollen déposée sur la vitre est corrélée
a la concentration de pollen enregistrée dans 'atmosphére. Une corrélation positive existe entre les
quantités de pollen enregistrées en milieu extérieur et celles comptées sur la vitre avec un coefficient
de corrélation de Pearson r de 0,8.
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Figure 83 : Comparaison entre les concentrations polliniques enregistrées en milien exctérieur par le RNSA et les
quantités de pollen tronvées sur la vitre de la fenétre de ['habitation 1.

La Figure 83 présente une comparaison entre les concentrations polliniques enregistrées en milieu
extérieur par le RNSA et les quantités de pollen trouvées sur la vitre de ’habitation 1. D’apres la figure
ci-dessus, nous observons que les masses de pollen trouvées sur la vitre correspondent aux
concentrations des pollens enregistrées dans I'atmosphere. Les masses maximales de pollen trouvées
sur la vitre de 'habitation 1 le 31 mars (1,5 mg.m®/48h), 21 avril (2,1 mg.m”/48h) et 28 avril (1,9 mg.m”/48h)
correspondent aux jours des concentrations maximales de pollens enregistrées dans 'atmosphere
respectivement de 213 GP.m?, 297 GP.m” et 266 GP.m™. De plus, nous observons que les quantités
de pollens trouvées sur la vitre sont faibles les jours ou les concentrations de pollen dans 'atmosphere
sont faibles. En effet, les jours ou une faible quantité de pollen est comptée sur la vitre sont le 29 mars
(0,3 mg.m?/48h), 4 avril (0,2 mg.m?/48h), 6 avril (0,2 mg.m?/48h), 2 mai (0,1 mg.m>/48h) et 6 mai
(0,1 mg.m™/48h). Ces jours correspondent a des faibles concentrations polliniques dans 'atmosphére,
respectivement de 5 GP.m>, 13 GP.m>, 16 GP.m”, 17 GP.m et 1 GP.m".
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8.2.9. Conclusion

Ce travail constitue un apport notable a la compréhension de I’état du pollen (intact ou rompu)
sédimenté en milieu intérieur. Il est extrémement délicat de comparer les données entre les différentes
habitations au vu du trés grand nombre de variables qui interviennent. Nous avons trouvé que la
quantité de pollen vatie d’une habitation a Iautre avec une moyenne de 3 mg.m?>/48 h. Cette masse
est environ 1000 fois plus faible que les masses comptées en milieu extérieur sous les arbres. La plus
grande quantité de pollen est trouvée dans I’habitation 3 qui présentent un grand nombre de bouleaux
a proximité (12 arbres a quelques meétres du logement), un nombre d’occupants plus important que les
deux autres habitations (4 personnes) et un temps d’aération plus important que les deux autres
habitations. En outre, la comparaison de nos données avec la littérature nous a permis de constater
que nos données sont cohérentes avec les autres études quand les concentrations de pollen en air
extérieur sont proches de celles enregistrées durant notre étude.

A notre connaissance, la détermination de I’état des grains de pollen en air intérieur n’a jamais été
documentée dans la littérature. Notre méthode d’analyse mise au point dans cette étude nous a permis
d’estimer le taux de pollens rompus en milieu intérieur. Ainsi, nous avons trouvé que ce taux est plus
important durant les jours de la semaine (4 a 10 %) que durant les week-ends (1 a 3 %). Nous avons
expliqué ces résultats par le fait que la circulation automobile est plus forte les jours ouvrés, ce qui peut
augmenter la quantité de pollens rompus en milieu intérieur qui peuvent pénétrer par les voies
d’aération. En outre, les gens se déplacent plus les jours de semaine pour exercer leurs activités,
ramenant plus de pollens rompus via les chaussures et les vétements (Yli-Panula and Rantio-Lehtimaki,
1995).

En outre, en appliquant notre méthode de prélevement sur la vitre de la fenétre de I’habitation 1, nous
avons trouvé que la quantité de pollen sur la vitre de la fenétre est 8 fois plus importante que celle
comptée dans la poussiére prélevée sur 1 m” au sol. Ces quantités trouvées sur la vitre de la fenétre sont
corrélées positivement avec les concentrations de pollen enregistrées dans lair extérieur avec un
coefficient de corrélation de Pearson de 0,8. De plus, ces pollens présents sur la vitre peuvent étre
transférés en milieu intérieur, ce qui peut constituer un probleme pour les habitants. La quantité de
pollen sur la vitre varie entre 0,1 et 2,1 mg.m™/48h, ce qui peut correspondre a des concentrations en
1 métre cube d’air entre 0 et 194 GP.m”. Effectivement, d’aprés la littérature des concentrations de
pollen de bouleau entre 8 et 21 GP.m” peuvent déclencher des réactions chez les personnes allergiques
(Comtois and Gagnon, 1988).

La connaissance des concentrations de pollens en milieu intérieur est plus pertinente que la
concentration de fond extérieure pour les personnes qui passent la majorité de leur temps a l'intérieur
(Menzel et al., 2017). Les concentrations de pollen a I'intérieur des habitations constituent un enjeu
sanitaire sous-estimé (Menzel et al.,, 2017). Les études épidémiologiques devraient s'appuyer sur les
concentrations de pollen réelles en air intérieur, en plus de la concentration de pollen de fond au niveau
des toits (Menzel et al., 2017). Ainsi, notre méthode d’analyse ne permet pas seulement de quantifier
les grains de pollen en milieu intérieur, elle permet aussi une identification de I’état du pollen auquel
nous sommes exposés, ce qui n’a jamais été étudié dans la littérature. De plus, la durée de nos analyses
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est courte. En 2 heures (analyse + traitement de données), elles peuvent fournir des données en temps
réel permettant ainsi une prévention plus efficace aupres des personnes allergiques.
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CONCLUSION







CONCLUSION

Cette thése constitue une contribution pour une meilleure connaissance de I’état (intact, rompu) des
pollens allergisants et de leurs altérations par la pollution de Pair.

Le premier objectif correspondait a la recherche des parameétres et des conditions les plus adaptés pour
identifier par microscopie Raman et Infrarouge a Transformée de Fourier les modifications des
composants moléculaires des pollens avant et apres exposition a 'ozone. Nous avons pu repérer des
variabilités intra-grain de la composition chimique des grains de pollen de bouleau. Ces mesures
préliminaires nécessitent d’étre confortées a d’autres analyses afin de s’assurer de la répétabilité des
résultats. Afin de promouvoir I’étude des modifications spectrales au niveau d’un grain de pollen
individuel, il serait intéressant de faire des mesures z-situ, afin de suivre les modifications spectrales au

cours d’une exposition a 'ozone.

Dans le cadre de cette étude préliminaire nous avons développé une méthode d’échantillonnage passive
(pastille adhésive fixée sur une casquette), pour les prélevements des grains de pollen dans
I'atmosphere. Cette méthode permet une étude de exposition des personnes avec indication de I’état
de pollution des grains de pollen. Elle permet notamment de collecter des pollens a une hauteur proche
de la zone de respiration humaine. L’analyse des pollens a été réalisée par microscopie électronique a
balayage, ce qui nous a permis d’étudier I’état de pollution particulaire des grains de pollen que nous
respirons. Nous avons trouvé qu’une exposition de 30-40 min permet de collecter quelques dizaines
de grains de pollen de bouleau. Sur la totalité des grains de pollens comptés, entre 6 et 10 % présentent
des particules sur leurs surfaces. Ce pourcentage devient plus important (env 30 %) pour les pollens
prélevés en ville.

Des prélevements supplémentaires ont été réalisés durant la saison pollinique 2021. Ces échantillons
ont été collectés a différentes périodes de la saison pollinique. Ils vont nous permettre de continuer
I’étude de efficacité de cette méthode afin de vérifier si les quantités de pollen varient en fonction de
I'intensité de la saison pollinique et aussi de savoir si le niveau de pollution des grains de pollen est
influencé par la pollution atmosphérique locale.

Le troisieme chapitre a pour originalité d’étudier la capture de 'ozone pour une vingtaine de pollens
dans les mémes conditions expérimentales, ce qui n’a jamais été fait auparavant dans la littérature.
Nous avons exposé ces pollens a une concentration proche de 100 ppb d’ozone. Nous avons pu
montrer que le taux de capture d’ozone dépend de chaque pollen avec un taux de capture entre 0 et
141 ng.mg". Ce taux de capture est corrélé a la taille des pollens et a la masse des lipides polliniques.
Nous avons pu montrer que la fraction lipidique présente un role protecteur empéchant la capture
d’ozone par les pollens. Cette différence n’est pas liée seulement au pollen mais aussi a 'année et a la
localisation de récolte. Le changement climatique et les concentrations de CO; affectent les rythmes
de reproduction des végétaux. Le phénomene tend d'ailleurs a s'intensifier, depuis plusieurs années les
allergologues s’apercoivent d’une accentuation de la sévérité et de la durée des manifestations chez les
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patients affectés (Besancenot, 2007). La présence des polluants adsorbés sur les pollens pourrait
contribuer a une aggravation des symptomes allergiques.

Le quatrieme chapitre de la thése est séparé en trois parties. Dans la premiere partie nous avons montré
la faisabilité de notre nouvelle méthode de prélevement et de comptage en utilisant des traceurs
chimiques afin d’identifier et de quantifier les pollens de bouleau intacts et rompus par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. La réponse
chromatographique est linéaire pour les traceurs des pollens intacts et rompus pour des masses allant
de 0,075 mg a 10 mg de pollen.

Dans la seconde partie nous avons pu réellement conclure que le profil lipidique des pollens de bouleau
est faiblement dépendant de la localisation et de la période de pollinisation. Nous avons pu clairement
montrer que les deux groupes de pollens étudiés A (méme arbre, différentes années) et B (méme année,
localisations différentes) présentent les mémes familles de composés chimiques les alcanes, les alcénes,
les acides monocarboxyliques, les aldéhydes et les alcools. Tous les pollens de bouleau étudiés sont
riches en alcenes, en alcools et en acides gras saturés. La masse totale des composés identifiés dans les
deux groupes A et B est respectivement de 3530 £107 ng.mg’ et de 3032+83 ng.mg"' avec une
différence de 10 %. Ces informations permettent de conclure que nos résultats d’étalonnage pourront
étre extrapolés aux pollens de bouleau quelle que soit sa provenance.

Dans la troisiéme partie du quatriéme chapitre nous avons mené une campagne de prélevement de
pollen en utilisant notre méthode de prélevement et de comptage. Nous avons pu identifier et
quantifier les pollens de bouleau intacts et rompus sédimentés sous les arbres (environnement
extérieur) et dans la poussiere domestique (environnement intérieur). Il s’agit de la premiere étude de
la littérature présentant le taux de rupture de pollen sédimenté en milieu urbain et en environnement
intérieur. Nous avons montré que le taux de rupture de pollen au sol varie en fonction de
I'emplacement de I'arbre. Les arbres localisés sur un parking présentent un taux de rupture élevé qui
se situe entre 15 et 17 %. Nous suggérons que la présence de ces pollens rompus est un facteur
supplémentaire pour expliquer la prévalence élevée des allergies respiratoires en milieu urbain. Des
¢tudes complémentaires semblent nécessaires a plus grande échelle (un nombre plus important
d’arbres) afin de comprendre I'effet du microenvironnement de I’arbre a la fois sur la quantité de pollen
de bouleau sédimenté au sol mais également sur la productivité pollinique (g de pollen par arbre). Ces
données semblent étre nécessaires pour les travaux de modélisation de la production pollinique.
L’hypothese que nous avons émise est que les concentrations de pollen dans I'air ne semblent pas étre
suffisantes pour les travaux de modélisation vue qu’une quantité non négligeable sédimente au sol,

sous et pres de I'arbre.

Déterminer la quantité de pollen présent en environnement intérieur constitue une facon indirecte de
renseigner sur I'exposition individuelle. Nous avons ainsi pu quantifier et identifier ’état du pollen a
I'intérieur de trois logements. La masse moyenne de pollen de bouleau trouvée dans les trois habitations
est de 3 mg.m™ sur toute la saison pollinique. Cette masse est divisée par un facteur mille par rapport
a celle trouvée au sol sous les arbres. L’aboutissement de ce travail nous a permis de donner une
estimation du taux de rupture des pollens en environnement intérieur, ce qui n’a jamais été fait dans la
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littérature. Ce taux de rupture varie selon les jours (4 a 10% durant les jours de la semaine et de 1 a 3%
durant les week-ends) en raison des déplacements des occupants pour leurs activités, qui sont un des
vecteurs de transport de pollen en milieu intérieur.

La surveillance des pollens en air extérieur est importante. Pourtant, afin d’étudier les expositions
individuelles il faut se baser sur les données trouvées en environnement intérieur ou nous passons la
majorité de notre temps. Dans ces travaux, nous donnons non seulement une quantification des
pollens en air intérieur mais aussi une détermination du taux de rupture de ces derniers, ce qui est tout
aussi important que de connaitre la quantité totale de pollen.

L’approche développée dans cette thése peut fournir de nouvelles perspectives sur les conséquences
de DPétat du pollen respiré sur le déclenchement et la gravité des manifestations allergiques.
Effectivement, nous avons commencé par ces travaux a savoir I’état du pollen auquel nous sommes
trés probablement exposé (intact, rompu). La question qui s’ouvre apres est quelle est 'influence de
I’état de pollution du pollen sur la sensibilisation allergique et sur la sévérité des symptomes ?

Nous pourrons dans de futurs travaux déterminer I’état de pollution des pollens de bouleau en utilisant
des traceurs chimiques comme le nonanal et l'acide nonanoique qui constituent les produits
majoritaires des réactions d’ozonolyse sur le pollen de bouleau. I.a méthode développée pour le
bouleau sera applicable a d’autres especes végétales qui pollinisent durant des périodes de fortes
concentrations d’ozone (comme I'ambroisie), apres ’étude de la composition de leur fraction lipidique
et Peffet des polluants sur cette derniere.

I est nécessaire d’étudier dans le futur les effets de synergie entre polluants et pollen (effet cocktail).
En effet, nous ne respirons pas seulement du pollen frais ou du pollen pollué seulement par des
particules ou par un seul polluant. Nous avons montré dans ce travail que les pollens capturent
différemment ’'ozone, ce qui peut aussi étre le cas pour d’autres polluants. Il est important de continuer
a développer nos travaux dans le but de comprendre le vieillissement des pollens dans 'atmospheére.
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ABSTRACT

Although it is now accepted that allergenic pollen grains are altered by air pollution, the role of these
alterations on allergy is not yet clearly known. The (bio)chemical mechanisms involved are not
completely elucidated, especially with regard to the exacerbation of symptoms by air pollution. The
main objective of this thesis is to improve the knowledge on the exposure to allergenic pollen grains
by taking into account their degree of alteration: pollution and pollen grain rupture.

A first laboratory study was carried out in order to explore the potential of several techniques for the
characterization of the degree of alteration of the pollen grain. Pollen artificially polluted with ozone
was analyzed by spectroscopic (Raman and infrared), microscopic and chromatographic techniques.
Ozone uptake was also measured on a set of 22 pollen taxa with different bio-physical-chemical
characteristics (grain size and mass, degree of allergenicity, lipid fraction...) to investigate possible
determinants of ozone uptake.

The potential of pollen analysis by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was exploited
and a new method of counting pollen grains was developed. This method required a study on the
variability of the lipid fraction on different batches of birch pollen from different geographical origins
and depending on the year of harvest. In order to test this counting method in real conditions, a
sampling campaign was carried out on sedimented birch pollen in indoor and outdoor environments.
The determination of chemical tracers of pollen grains by GC-MS has a great potential for the rapid
counting of pollen grains, the determination of their state (broken or intact) and their degree of
pollution.






RESUME

Sl est aujourd’hui admis que les grains de pollens allergisants sont altérés par la pollution
atmosphérique, le role de ces altérations sur lallergie n’est pas encore clairement connu. Les
mécanismes (bio)chimiques en jeu ne sont pas complétement élucidés, notamment en ce qui concerne
I’exacerbation des symptomes par la pollution atmosphérique. L’objectif principal de cette thése est
d’améliorer les connaissances sur exposition aux grains de pollens allergisants en prenant en compte
leur état d’altération : état de pollution et rupture du grain de pollen.

Une premiere étude de laboratoire a été effectuée afin d’explorer le potentiel de plusieurs techniques
pour la caractérisation de I’état d’altération du grain de pollen. Du pollen pollué artificiellement a
I'ozone a été analysé par des techniques spectroscopiques (Raman et infrarouge), microscopiques et
chromatographiques. La capture de I'ozone a été également mesurée sur un ensemble de 22 taxons de
pollens ayant différentes caractéristiques bio-physico-chimiques (taille et masse du grain, degré
d’allergénicité, fraction lipidique...) pour rechercher de possibles facteurs influencant cette capture
d’ozone.

Le potentiel de I'analyse du pollen par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (CGP-SM) a été exploité et une nouvelle méthode de comptage des grains de pollen a été
mise au point. Cette méthode a nécessité une étude de la variabilité de la fraction lipidique de différents
lots de pollen de bouleau de différentes origines géographiques et pour différentes années de récolte.
Afin de tester cette méthode de comptage en conditions réelles, une campagne de prélevements a été
effectuée sur du pollen de bouleau sédimenté en milieu intérieur et extérieur. Le dosage de traceurs
chimiques des grains de pollens par CGP-SM présente un grand potentiel a la fois pour le comptage
rapide des grains de pollen, la détermination de leur état (rompu ou intact) et leur degré de pollution.



