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FRENCH METROPOLIS

ABSTRACT

This study compares the allergenicity and reproductive capacity of Betulaceae pollen between Paris and the European
Metropolis of Lille. Samples from three birch species were collected from 36 trees in urban, suburban, and rural areas.
Protein analyses reveal that Parisian pollen shows slightly higher concentrations of total proteins and Bet v 1 allergen,
though without statistical significance. Protein profiles do not vary according to urbanization level, contradicting some
previous studies. Germination and viability tests suggest moderate differences between sites. These findings contrast
with existing literature establishing a link between urbanization and increased allergenicity.

RESUME

Cette étude compare l'allergénicité et la capacité reproductive du pollen de bouleau entre Paris et la Métropole
Européenne de Lille. Des échantillons de trois especes de bouleaux ont été prélevés sur 36 arbres dans des zones
urbaines, périurbaines et rurales. Les analyses protéiques révelent que le pollen parisien présente des concentrations
légérement supérieures en protéines totales et en allergene Bet v 1, mais sans différence statistiquement significative.
Les profils protéiques ne varient pas selon I'urbanisation, contrairement a certaines études antérieures. Les tests de
germination et viabilité suggérent des différences modérées entre sites. Ces résultats contrastent avec la littérature
établissant un lien entre urbanisation et augmentation de I'allergénicité.
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1. INTRODUCTION

La pollution atmosphérique issue des zones urbanisées et industrialisées contribue en partie a
'augmentation de la prévalence mondiale de I'allergie ainsi qu'a 'aggravation des symptémes de I'allergie
au pollen (Burte et al, 2020). En France, la prévalence des allergies aux pollens est d’environ 18 % chez les
adultes, toutes espéces d’arbres et de plantes anémophiles confondues. Cependant, les Bétulacées
produisent les pollens les plus problématiques dans le quart nord-est du pays, en raison de leur présence
endémique et de leur forte allergénicité (Lavaud et al, 2013). Entre 6,4 et 22,4% de la population
européenne est sensibilisée aux allergénes du pollen de bouleau, et 95% des patients présentent des
anticorps IgE spécifiques a I'allergéne majeur du bouleau : Bet v 1 (Bauchau, 2004; Jarolim et al, 1989).

La littérature a largement documenté I'impact de la pollution sur les grains de pollen de bouleau (GPB)
aéroportés. La pollution modifie les propriétés physiques (déformation du grain, coagulation avec des
particules fines), chimiques (absorption de 'ozone, stress oxydant) et biologiques (diminution de la fertilité,
modification des protéines et allergénes) des GPB (Sénéchal ef al, 2015).

Si les GPB sont exposés et altérés durant leur dispersion, des études récentes suggérent que des
dommages surviennent déja durant la maturation du pollen, avant la pollinisation. Ces travaux prennent en
compte la pollution a laquelle I'arbre est soumis et qui pourrait modifier son pollen. Selon les auteurs, les
arbres soumis a une pollution atmosphérique importante (NOx, Os, particules fines) ou implantés en milieu
fortement urbanisé produiraient un pollen dont la concentration en allergenes serait plus élevée et dont les
protéines seraient modifiées (Stawoska et al, 2023; Ziemianin et al, 2021).

Dans cette étude originale, nous comparons l'allergénicité et la capacité reproductive du pollen d’arbres de
Bétulacées dans deux grandes villes frangaises : Paris et la Métropole Européenne de Lille (MEL).
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Sites d’études et prélevements des échantillons

L’étude a été menée a Paris et dans la MEL sur des sites urbains, périurbains ainsi que des sites ruraux. Les
inflorescences de 9 arbres de Betula papyrifera, 5 arbres de Betula pendula “Youngii’ et 23 arbres de Betula
pendula ont été prélevées au plus proche de la date de pollinisation et avant la déhiscence, du 30 mars au 7
avril 2025. Au total, 21 échantillons provenaient de Paris et 15 de la MEL. Les inflorescences ont été
séchées puis tamisées afin de collecter uniquement le pollen.

2.2. Analyses de I'allergénicité du pollen

Les protéines ont été extraites a partir de 100 mg de pollen dans un tampon PBS (pH 7,5), aprés broyage
mécanique avec des billes de verre (FastPrep-24), puis centrifugation a 14 200 tr/min et 4 °C pour isoler la
fraction protéique soluble. Les protéines totales ont été quantifiées par la méthode BCA (Dosage protéique
Pierce™ BCA).

Les extraits protéiques ont ensuite été séparés par SDS-PAGE afin de comparer les profils protéiques. Un
test de reconnaissance des allergénes a été réalisé par western-blot a I'aide IgE issues d’un pool de sérums
de patients allergiques au pollen de bouleau. La concentration en Bet v 1 a été mesurée par ELISA en
utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques (kit ELISA pour Bet v 1, Indoor Biotechnologies). Les
extraits ont été dilués de 1/10 a 1/100 000, et les résultats exprimés en ng de Bet v 1 pour 10 mg de pollen.
Une analyse protéomique a été effectuée : les protéines ont été digérées selon la méthode eFASP, puis
analysées par LC-MS/MS. L'identification des protéines et allergenes, ainsi que des modifications post-
traductionnelles (MPTs), a été réalisée avec le logiciel PEAKS, en interrogeant les bases de données des
protéines et des allergénes (Uniprot et [UIS).

2.3. Analyses de la capacité reproductive du pollen

La viabilité des grains de pollen est déterminée par coloration d’Alexander qui s’appuie sur des réactions
liées a la présence du cytoplasme. Un grain viable aura une coloration fuchsia alors qu’un grain non viable
ne sera pas coloré. Le taux de germination a été mesuré aprés réhydratation des grains et incubation sur un
milieu nutritif gélosé a 23 °C pendant 4 h. La densité de grains étant I'un des principaux facteurs influengant
la germination, un protocole de germination optimisé a été mis au point afin d’obtenir une densité contrélée.

3. RESULTATS & DISCUSSION
3.1. Allergénicité du pollen

Comme le montre la Figure 1, le pollen prélevé a Paris montre des concentrations en protéines totales
(Paris : 409+113 pg/mg, MEL : 383+103 pg/mg) et en allergéne Bet v 1 supérieures au pollen de la MEL
(Paris : 150 946425 227 ug/10mg, MEL : 102 592+16 459 ug/10mg). Les résultats des tests de comparaison
de moyenne de la concentration en protéines dans les pollens n’indiquent pas de différence significative
entre a Paris et la MEL (p-value = 0.448). Aucune différence significative entre les deux sites n’est observé
pour es concentrations en allergénes Bet v 1 (p-value = 0.170).
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Figure 1 : A) Concentration moyenne en protéines totales selon le site d’étude. B) Concentration moyenne
en allergéne Bet v 1 selon le site d’étude. (ns = non significatif)
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L’analyse des extraits protéiques de pollen montre que les profils protéiques par SDS-PAGE différent
légérement entre les espéces. Betula papyrifera présente un polymorphisme marqué autour de 28 kDa, avec
une bande plus légére que 'homologue présent chez B. pendula. Le méme polymorphisme est retrouvé
dans l'article de Helander et al, (1997) sur la pollution au SO, dans le profil de deux espéces de bouleau a
proximité d’'une usine. En revanche, aucune variation majeure des profils protéiques n’est observée entre les
sites situés en zone trés urbaines ou rurales. Ces résultats contredisent certains résultats montrés dans la
littérature ou les auteurs mettent en évidence une modification du profil protéique par rapport au pollen des
zones rurales (Bryce et al, 2010; Stawoska et al, 2023).

L'analyse protéomique approfondit ces observations : si B. papyrifera et B. pendula présentent des profils
d’allergénes distincts, notamment pour Bet v 1 et ses isoformes (Figure 2), aucune différence liée au site n’a
été détectée. De plus, I'analyse des MPTs a révélé une occurrence élevée de déamidations des protéines.
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Figure 2 : A) Analyse en composante principale de I'expression de Bet v 1 et de ses isoformes mesurée par
LC-MS/MS selon I'espéce et B) selon le site d’étude. Les groupes identifiés visuellement sur 'ACP ont été
délimités manuellement afin d’en faciliter la lecture ; ces contours n’ont pas de valeurs statistiques.

En revanche, le test post-hoc de Tukey montre que certains isoformes de Bet v 1 mais aussi de Bet v 3, Bet
v 6 et Bet v 8 sont surexprimés dans les échantillons de Paris. Cependant, au regard des tests d'immuno-
détection, cette surexpression n’entraine pas nécessairement une allergénicité supérieure. Effectivement,
aucune différence de la liaison IgE pour les pollens collectés n’a été observée entre Paris et la MEL.

3.2. Capacité reproductive du pollen

Le protocole de germination mis au point, basé sur le controle de la densité des grains sur la gélose, a
permis de réduire les biais expérimentaux, assurant une comparaison fiable entre échantillons. Les tests de
germination ont été effectués avec la méme masse de pollen utilisé pour chaque échantillon et la dispersion
sur la lame a été standardisé a I'aide d’'une colonne placée entre un tamis et le milieu nutritif. Chaque test de
germination a été réalisé en triplicat. Sur la base d’un unique échantillon comprenant le comptage de 700
grains de pollen pour chaque site, le taux de germination observé est de 72 % a Paris et de 62 % dans la
MEL. Concernant la viabilité, les résultats proviennent également d’'un unique échantillon, basé cette fois sur
le comptage de 300 grains de pollen, et montrent une viabilité de 99 % dans la MEL et de 100 % a Paris.

4. CONCLUSION

Concernant la capacité reproductive du pollen, les premiers éléments obtenus sur la viabilit¢ et la
germination suggérent des différences modérées entre sites. Cependant ces résultats reposent sur un
nombre limité de comptages. Les travaux existants montrent que le pollen subit une réduction de sa capacité
reproductive sous I'effet de la pollution, indépendamment du fait que I'exposition soit in vitro ou in vivo.

Des tests complémentaires et une analyse d’un plus grand nombre de grains sont nécessaires pour
comparer les différentes espéces. Bien que les travaux existants sur la modification du pollen en milieu
urbanisé tendent a montré une augmentation de I'allergéne majeur du pollen de bouleau Bet v 1 (Stawoska
et al, 2023; Ziarovska et al, 2013; Ziemianin et al, 2021) nos résultats contrastent avec leurs conclusions
mais rejoignent ceux de Beck et al, (2016) et Bryce et al, (2010) qui n'ont pas constaté de corrélation entre la
concentration en Bet v 1 et leur indice d’urbanisation. De plus, nous avons observé que la concentration en
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allergéne Bet v 1 est supérieure a Paris par rapport a la MEL. Cependant, les résultats d'immuno-détection,
qui détectent tous les allergénes du pollen, ne mettent pas en évidence une augmentation de I'allergénicité

globale entre Paris et la MEL.

Si nos résultats divergent de ceux rapportés dans plusieurs études, ils s’appuient sur un échantillonnage
couvrant un grand nombre de sites de prélévement. Un suivi interannuel sur les mémes sites, ainsi que
linclusion d’'un plus large échantillon d’arbres et de permettrait d’enrichir les connaissances sur ces
processus.
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