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Résumé

Le fréne communHraxinus excelsior) appartenant a la famille des oléacées est largement répandu dans I'ensemble du territoire européen.
La fréquence des sensibilisations cutanées au pollen de fréne, constatée depuis quelques années, fait discuter la pertinence clinique de ces
sensibilisations souvent observées chez des patients polliniques polysensibilisés. Une meilleure connaissance des allergenes dés pollens, ains
que la possibilité d’effectuer des expérimentations avec des allergenes purifiés ou recombinants a permis de différencier les allergenes
spécifiques du pollen de fréne de ceux contenus dans d’autres pollens parfois taxonomiquement éloignés. Les auteurs présentent une revue de
la littérature concernant les sensibilisations au fréne observées chez les patients polliniques et relevent la rareté de la monosensibilisation au
allergénes de fréne. lls décrivent également la pluralité des profils de sensibilisation observés chez les patients sensibilisés a un extrait de frén
les sérums de ces patients pouvant réagir avec des familles moléculaires différentes : allergene majeur des oléacées, profiline, protéines liant
le calcium, allergenes de haut poids moléculaire... Les sensibilisations vis-a-vis des allergenes « croisants » permettent de mieux interpréter
des sensibilisations concomitantes & plusieurs extraits de pollens.

© 2003 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS. Tous droits réservés.
Abstract

Common ashRraxinus excelsior), which belongs to the oleaceae family, is widely spread over the European continent. The frequency of
skin sensitization to ash pollen, now reported for several years, leads to a discussion of the clinical significance of this sensitization, one that
is often observed in polysensitized pollinosis patients. A better understanding of pollen allergens, together with the possibility of undertaking
studies with purified and recombinant allergens, has allowed differentiation of ash-specific allergens from allergens present in plants that are
taxonomically different fronfr. excelsior. The authors present a review of the literature concerning sensitization observed in pollinosis patients
and point out the rarity of sensitisation to ash pollen alone. They also describe the different sensitization profiles in ash-pollen sensitized
patients whose sera reacts with different molecular families of allergens, including the major allergen of the oleaceae family, profilin,
calcium-binding proteins, high molecular weight allergens et al. Awareness of sensitization to cross-reacting allergens leads to a better
interpretation of concomitant sensitization to several pollen extracts.
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Les sensibilisations aux pollens de fréne sont souvent
mises en évidence dans un contexte de polysensibilisations
vis-avis de plusieurs pollens. L’ apport du diagnostic molé-
culaire, grace a I’ utilisation d’ allergénes recombinants, de-
vrait permettre d’ effectuer des diagnostics plus précis et de
différencier les sensibilisations et allergies liées aux allergé-
nes majeurs du fréne des sensibilisations liées a des allerge-
nes présents dans d’ autres extraits de pollens.

1. Données botaniques et cliniques

Lefréne, arbre forestier d' Europe, appartient alafamille
des Oléacées. Les deux espéces principales rencontrées en
France sont Fraxinus excelsior et Fraxinus ornus. Il existe
une parenté botanique étroite avec le jasmin (Jasminium), le
lilas(Syringa), letroéne (Ligustrum), leforsythia(Forsythia)
et I'olivier (Olea). Les pollens de fréne ont un diamétre
voisin de 25 um et un poids moyen de 13 ng. Des quantités
importantes de pollens de fréne sont mises en évidence en
France dans le Nord-Est, au voisinage du bassin méditerra-
néen et dans la région Rhéne-Alpes, mais leur présence est
également signalée dans les régions du Sud-Ouest. La durée
de dissémination des pollens sétale de 5 a 6 semaines, a
partir dela1" quinzaine du moisde mars, avec cependant des
pics de pollinisation se situant par exemple a Strasbourg
fréquemment fin mars et début avril (données RNSA des 12
derniéres années). Cette période de pollinisation correspond
également en France a celle des bétulacées et en particulier a
celle du bouleau.

Sur le plan clinique, la pollinose au fréne associe rhino-
conjonctivite et asthme[[1-4]] Sarédlité a été objectivée par
certains auteurs par des tests de provocation nasale Le
bilan allergologique comportant des tests cutanés et des re-
cherches d' IgE spécifiques vis-a-vis d’ extraits commerciaux
de fréne, montre dans un certain nombre de cas des discor-
dances. De nombreux auteurs ont souligné lafréquente asso-
ciation a d’autres pollinoses aux arbres, en particulier aux
bétulacées mais aussi aux graminées. La co-sensi-
bilisation fréquente chez un méme individu aux pollens de
bouleau et de fréne, rend difficile I'évaluation de I'impact
clinique causé par I’ adlergie au fréne, en raison de la super-
position des calendriers polliniques de ces deux pollens dans
de nombreuses régions.

Tableau 1

2. Monosensibilisations et polysensibilisations aux
pollens de fréne

Seule I’ enquéte Isaac (phase 1) a étudié la prévalence de
la sensibilisation au fréne dans une population générale. La
batterie d' allergénes utilisée dans cette enquéte a inclus le
pollen de fréne & Strasbourg et a Reims. |l s'avére que dans
une population d’ enfants strasbourgeois &gés de 9 a 10 ans,
4,4 % d entre eux sont sensibilisés a cet allergéne (résultats
non publiés). D’ autres enquétes ont été effectuées dans des
populations d' allergiques ayant destests cutanés positifs aux
pollens. Hemmer et al. [5][ en Autriche, relévent 17,6 % de
patients présentant une sensibilisation aux pollens de fréne
parmi 5416 sujets. Seuls 9 % d’ entre eux ont une monosen-
sibilisation aux pollens de fréne. Dans un travail personnel
concernant 275 consultants consécutifs de notre service,
testés a 10 extraits polliniques différents, 82 (32 %) ont une
sensibilisation aux pollens de fréne, mais on ne retrouve
parmi eux que 8 monosensibilisés. |l faut rapprocher ce
chiffre de celui obtenu par Mari dans une population
italienne de 1294 sujets, testés a 23 especes polliniques
différentes, ou une monosensibilisation aux pollensd’ olivier
N’ est retrouvée que dans 7 % des cas parmi I’ ensemble de la
population de polliniques monosensibilisés .

L es sensibilisations associ ées aux pollens de fréne ont été
précisées dans 2 études : Hemmer et a . en ne prenant en
compte que les patients sensibilisés a2 ou 3 familles pollini-
ques, mettent en évidence quel’allergie aux pollens de faga
lesest celle qui est 1a plus souvent associée (26,7 %), devan-
cant I'allergie aux pollens de graminées (13,9 %). Dans
I’étude strashourgeoise[ 6]}, parmi 74 patients présentant des
polysensibilisations, la famille allergénique la plus souvent
associée est la famille des poacées (84 %), devancant celle
des bétulacées (68 %) ; d’autres cosensibilisations sont re-
trouvées moinsfréguemment : armoise, ambroisie et plantain
(avec des prévalences respectives de 22, 23 et 27 %) et plus
rarement ortie et platane (10 et 15 %).

3. Les allergenes du fréne, relation avec d’autres
pollens
3.1. L’allergéne majeur du fréne

Il aété purifié par Obispo et al.en mémetemps queles
alergénes majeurs d’ autres oléacées (troéne et lilas). Les

Prévalence de la sensibilisation aun extrait de fréne ou d' olivier dans des populations de patients sensibilisés a divers pollens

Nombre de patients
sensibilisés aux pollens

% des patients sensibilisés
aufréneoual’olivier*

% de monosensibilisés au fréne
oual’olivier* par rapport a

I’ ensembl e des patients
sensibilisés aux pollens

% des monosensibilisations
aufréneou al’olivier par
rapport aux sujets sensibilisés
aufréneoual’ olivier*

Hemmer [5]] 5416 17,6
Schetchikova[6]] 275 32
Mari[[7] 1294 34

9 16
9 29
6,4 2,2

* Concerne I'étude de Mari
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homologies avec I’ allergéne majeur de I’ olivier Ole e 1 ont
été confirmées par des techniques immunochimiques et de
ségquencage d'acides aminés. Les protéines correspondant
aux allergenes majeurs des ol éacées ont un poids moléculaire
d’ environ 20 kDa Oleelapuétreproduit sousforme
recombinante dans un systeme d’ expression utilisant la le-
vure Pichia pastoris et son activité biologique a été démon-
tréeinvitroet inviv Oleel appartient aunefamille
de protéines hautement conservées, présentant des similari-
tés de structure avec les protéines inhibitrices de la trypsine
du soja présente dans de nombreux végétaux (arbres, grami-
nées, herbacées)[15]} Dans 'étude autrichienne de Hemmer
et a. [5][ les sérums provenant de patients monosensibilisés
au fréne reconnaissent éectivement un alergéne de
17-23 kDa, que les auteurs attribuent a Frae 1, cet allergene
n’'étant reconnu qu’inconstamment par les serums de sujets
polysensibilisés (dans seulement 75 % des cas). Dans une
étude personnelle, parmi 40 sérums de patients allergiques
aux pollens de fréne, 23 reconnai ssent une proténe de poids
mol éculaire de 21-25 kDa présumée étre Frae 1. Des expé-
rimentations supplémentaires ont été effectuées pour ap-
puyer cette hypothése ; elles donnent les résultats suivants :
absence d'inhibition de cette protéine aprés préincubation
avec des alergénes recombinants correspondant a d’ autres
alergénes possibles du fréne, inhibition compléte de la
bande 2125 kDa aprés incubation avec un extrait de pollens
d’olivier[16]|

3.2. Les autres allergenes présents dans un extrait de fréne

3.21. Frae2

Wahl et al. signalent déja la présence de bandes de
précipitation apartir de 14 kDasur desimmunaoblots defréne
révélés par des sérums de patients allergiques au fréne. Hem-
mer et al. identifient une profiline grace a I’ utilisation
d anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la profiline
du céleri. Ceci est confirmé dans notre étud oulesérum
de lapin obtenu par immunisation avec la profiline recombi-
nante, reconnalt la méme bande sur un blot de fréne. D’ autre
part, lesimmunobl otsréalisés avec | es sérums de nos patients
ont montré dans 20 cas sur 40 des zones de précipitation se
situant entre 18 et 14 kDa, pouvant correspondre alaliaison
des IgE avec la profiline présente dans |’ extrait de pollens de
fréne. Des expériences d'inhibition avec rBet v 2 sur un
sérum reconnaissant uniquement une bande entre 10 et
14 kDa montre la disparition compléte du signal sur le blot
fréne, alors que la préincubation de ce méme sérum avec
I’ alergene recombinant rBet v 1 ne modifie pas le signal a
14 kDa. La préincubation avec les alergenes de pollens
d’ autres famillesfait également disparaitre ce signal. On sait
que les profilines constituent une famille de protéines ayant
d importantes homologies entre elles. Pour la famille des
oléacées, Ledesmaet al. ont isolé Ole e 2 dans un extrait
de pollens d’olivier, al’aide d' anticorps de lapin immunisé
par I'alergéne recombinant de la profiline de bouleau. De

plus, ces auteurs ont démontré gqu’un extrait de pollens de
fréne pouvait inhiber ces anticorps.

322 Frae3

Hemmer et al. signalent I'existence de sérums de
patients allergiques au fréne reconnaissant sur le blot fréne
unebande a10 kDaqu'il rapproche de Ole e 3isolé dés 1996
par Batanero et al. Ole e 3 appartient ala famille des
protéines liant le calcium, retrouvées dans de nombreux
végétaux et plus préférentiellement dans e pollen plutét que
dans les autres parties de la plante. || existe une importante
communauté des épitopes B reconnus par les IgE pour les
protéines liant e calcium, issus de pollens variés, en particu-
lier pour les protéinesliant le calcium du pollen d’ aulne, Aln
g4, du pollen de bouleau Bet v 4, du pollen d'olivier Olee 3,
du pollen de fréne Frae 3, du pollen de cynodon Cynd 7, du
pollen de phléole Phl p 7, du pollen de ColzaBran 1 et Brar
1 [20—24]L Dans notre étude, un sérum de lapin sensibilisé
avec Aln g 4 reconnait une bande a8-9 kDasur le blot fréne.
D’ autre part, nous avons pu inhiber un sérum reconnaissant
électivement une protéine de poids moléculaire de 6-8 kDa
par rPhl p 7, homologuedeAln g4 et deOlee 3, ainsi que par
des extraits de pollens contenant cet allergene (bouleau,
olivier, fréne, phléole).

3.2.3. Allergenes de haut poids moléculaire (35 kDa)

Les immunoblots réalisés avec les 40 sérums de notre
étude montrent dans 6 cas une bande a 36 kDa qui est
reconnue de maniére exclusive dans 3 cas. |l a été possible
d’inhiber ce signal par la préncubation des sérums avec du
pollen de bouleau, d olivier et dambroisie. Par contre,
aucune inhibition n'est obtenue par la préincubation des
sérums avec les allergenesrecombinantsrBet v 1, rBet v 2 et
rPhl p 7. Sur des blots d'olivier et de bouleau on note la
présence d’'une bande qui se situe dans une zone de méme
poids moléculaire. Pour le bouleau, cette bande correspond &
Bet v 5, une isoflavone réductase et on peut suggérer
gu'il existe dans le pollen de fréne une protéine anal ogue.

3.2.4. Groupe d allergénes de haut poids moléculaire,
supérieur a 30 kDa

Hemmer et al. rapportent 2 sérums qui fixent sur
I'immunoblot de fréne une large zone de protéines situées
entre 40 et 80 kDa, |es mémes fixations éant obtenues sur un
immunoblot de pollen d' olivier. Pouvant inhiber ces signaux
par une préincubation avec la broméaine, il en déduit qu'il
s agit de résidus polysaccharidiques et de glycoprotéines
Dans notre étude, 12 sérums reconnaissent plusieurs
bandes de poids moléculaire supérieur a 30 kDa. Dans un
cas, des expériences d'inhibition ont été réalisées et ont
montré que la préincubation du sérum avec des extraits de
pollens de graminées et de pollens d' olivier entraine la dis-
parition de ces bandes. Phl p 4 est un allergéne de haut poids
mol éculaire du pollen de phléole. Un immun sérum de lapin,
anti-Phl p 4, fixe de nombreuses bandes de haut poids molé-
culaire sur le blot fréne. Enfin, un immun sérum de lapin
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Tableau 2 (d aprés[16])

Poids moléculaire des bandes détectées en immunoblot par 40 sérums de patients sensibilisés au pollen de fréne et fréguence de leur reconnaissance

Poids moléculaire

Nombre de sérums positifs

Nombre de monosensibilisés

6-8 kDa (protéine de liaison au calcium) 2
12-18 kDa (profiline) 20
21-25 kDa (allergéne majeur des ol éacées) 23
35 kDa (isoflavone réductase « like ») 6
Allergénes de haut poids moléculaire (> 30 kDa) 12

P W o

obtenu par immunisation par un polypeptide de haut poids
moléculaire du bouleau, Bet v 8, une protéine analogue ala
pectine estérase, fixe également des bandes de haut poids
moléculaire. Ainsi, on peut suggérer que des molécules ho-
mologues aux allergénes Phl p 4 et Bet v 8 pourraient étre
contenues dans le pollen de fréne.

L’ ensemble des résultats obtenus par |’ analyse du profil
allergénique des sérums des 40 patients de notre étude est
résume dans Ie.

4. Conclusion

D’apreés les données de la littérature actuelle, il s avére
gue la détection des IgE spécifiques vis-a-vis des différents
allergénes pouvant étre présents dans le fréne, permet de
dissocier 2 groupes de patients, ceux sensibilisés a I'aller-
gene majeur des oléacées et ceux qui présentent en plus, des
sensibilisations a des allergénes différents, certains patients
pouvant étre monosensibilisés a ces alergénes qui ont de
fortes homol ogies avec des all ergénes présents dans d’ autres
especes polliniques. De ce fait, on ne peut exclure que I’ ori-
gine des | gE spécifiques reconnaissant ces allergénes « croi-
sants» N’ est pas simplement laconséguence del’ exposition a
d’ autres especes polliniques, tels que les pollens de bouleau
et de graminées largement représentés dans les comptes
polliniques de nos régions.
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