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PRESENTATION DE L'OUVRAGE

La transduction olfactive  transforme l'énergie de l'interaction des molécules odorantes

présentes dans l'environnement avec les neurones récepteurs du système olfactif en signaux

nerveux et conditionne la mise en forme d'un message représentatif de l'odeur. Au cours de la

dernière décennie, on a assisté au développement des études qui tentent, à l'échelle moléculaire,

d'expliquer cette fonction des neurones récepteurs olfactifs. Ces tentatives reposent sur les

progrès indéniables de la méthode électrophysiologique et des techniques de la biochimie. On

découvre toujours aujourd'hui les événements membranaires et intracellulaires organisés en

cascade qui réalisent la transduction olfactive. Notons déjà qu'ils apparaissent assez semblables

à ceux qu'on rencontre chez d'autres types cellulaires impliqués dans d'autres fonctions

(récepteurs hormonaux, photorécepteurs).

Mais, parmi ces événements, l'un reste encore secret : c'est la phase de réception de la

molécule odorante. C'est cette phase qui détermine l'originalité de la transduction olfactive que

nous voudrions  mieux connaître.

Ainsi, avant que, destins communs de tous, mes travaux sur ce sujet, commencés il y a

plus de quinze ans déjà, ne dégagent cette odeur sympathique et historique des expériences de

Papa (Sicard, 1935), je les rapporte aujourd'hui. Je les ai inclus dans un bilan qui voudrait

établir pour les nouvelles approches, les quelques enseignements que j'ai recueillis. Des

provisions pour les nouveaux jours en somme!

Mon intention est d'abord de décrire et d'expliquer la sélectivité des neurones

récepteurs olfactifs. J'entends par là le fait que tous les neurones récepteurs ne sont pas

identiquement sensibles à toutes les substances odorantes. C'est sur cette propriété

dépendante des mécanismes récepteurs que repose la formation de messages véhiculés et

traités par le système olfactif et cette propriété fonde, finalement, chez un individu la sensation

d'odeur.

J'ai distingué trois parties dans cet ouvrage.

La première partie est constituée d'un ensemble de données bibliographiques. Les deux

suivantes sont plus directement articulées autour de mes propres contributions expérimentales

ou théoriques:

L'étude des propriétés de discrimination des neurones récepteurs olfactifs a d'abord été

abordée chez la grenouille par l'observation directe de leurs sensibilités aux substances

odorantes (Duchamp et al., 1974; Revial et al., 1978,a,b). J'ai poursuivi, avec la bienveillance

de mes prédécesseurs, ces travaux (Revial et al., 1982,1983; Sicard et Holley, 1984; Sicard,

1985) et j'en dresse un bilan au début de la deuxième partie de ce document.

J'y ai ajouté, humblement il est vrai, quelques éléments se rapportant à la sélectivité des

neurones récepteurs chez le mammifère (Sicard, 1986). Les travaux que j'expose ensuite

prolongent la réflexion sur les mécanismes de la réception olfactive et sur la mise en forme du

message olfactif par le bulbe olfactif (Duchamp et Sicard, 1984). Le chemin original qu'elle a

ensuite emprunté est le fruit de la constatation suivante : Les altérations expérimentales de la

muqueuse olfactive provoquaient généralement des effets assez semblables pour des odeurs
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différentes. Ces manipulations ne montraient donc pas  d'effets très sélectifs. Ce manque de

sélectivité caractérisait bien la sensibilité des neurones récepteurs, mais il signifiait aussi que les

protocoles d'intervention qu'on pratiquait n'avaient qu'un faible pouvoir de résolution. En

développant, sur un modèle animal, l'étude d'un déficit naturel de la perception olfactive réputé

très sélectif, l'anosmie partielle, je tentais de surmonter cette difficulté (Royet et al., 1987 ;

Sicard et al., 1989; Pourtier et Sicard, 1990).

La troisième partie, intitulée "Discussion", constitue, une mise au point essentielle.

Pendant que nos travaux se déroulaient, des données captivantes étaient apportées par la

biologie moléculaire. Cette partie est donc d'abord l'occasion de réexaminer à la lueur de ces

données nouvelles nos propres résultats et de dégager notre conception actuelle du codage de

l'odeur par le système olfactif. D'autre part, constatons que le terme "odeur" est un terme

polysémique, l'odeur signifiant à la fois la perception olfactive que le sujet ressent, et la source

odorante, le support objectif, moléculaire, de la sensation olfactive. Il existe, bien sûr, l'espace

de l'appareil olfactif entre ces deux concepts (Sicard et al., 1997), ... et de la place pour de

plusieurs disciplines des neurosciences modernes! Ne pas s'en préoccuper, c'était évacuer

naïvement des questions riches qui, il est vrai, n'alertaient pas la curiosité des

neurophysiologistes ou même des psychophysiciens, et que nous avons contribuées à faire

émerger.
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PREMIERE PARTIE: SUPPORTS NERVEUX ET MOLECULAIRES

Cette première partie rassemble d'abord des données histologiques et fonctionnelles qui

caractérisent l'organe récepteur, la muqueuse olfactive, du système olfactif des vertébrés.

Au long des paragraphes suivants, j'insiste sur un ensemble de propriétés

neurobiologiques des neurones récepteurs olfactifs, jusqu'à celles qui permettent de distinguer

des catégories fonctionnelles de neurones récepteurs et qui nourriront notre réflexion. La

description de certaines procédures expérimentales qui ont éclairé ces propriétés n'est pas

seulement l'occasion de rapporter les résultats qu'elles ont produits; c'est aussi, parfois, le

moyen d'envisager les questions auxquelles elles pourraient répondre, ou celles qu'elles laissent

sans réponse.

J'ai rappelé ensuite, les différents signaux électrophysiologiques qu'on utilise pour

caractériser l'activité des éléments nerveux qui composent cet organe. L'apparition d'une

méthode, celle du patch clamp, a permis de détailler de multiples composantes électro-

physiologiques concourant à la transduction sensorielle olfactive. La description s'enrichit

enfin de données moléculaires, relatives, en particulier, aux éléments impliqués dans la

réception et la transduction olfactives qui nous intéressent.

1. Description synthétique de la muqueuse olfactive des vertébrés

Chez les vertébrés supérieurs, la muqueuse olfactive, épithélium olfactif et lamina

propria (ou sous-muqueuse), tapisse les parois d'une portion des voies respiratoires

supérieures, anatomiquement plus ou moins tourmentées selon les espèces. Son organisation

histologique et fonctionnelle parait assez homogène dans l'ensemble des vertébrés. Aussi, je

n'en donnerai d'abord qu'une description synthétique (Fig. 1).

L'épithélium olfactif, pseudo-stratifié et sécrétoire, est constitué de quatre types cellulaires

principaux: Les cellules réceptrices olfactives, les cellules basales profondes, les cellules basales

glomérulaires et les cellules de soutien. Des glandes localisées dans la sous-muqueuse,

territoire vascularisé et innervé, participent à la sécrétion du mucus dont les surfaces olfactives

sont recouvertes, grâce à des canaux excréteurs traversant l'épaisseur de l'épithélium.

1.1. Les cellules réceptrices olfactives

1.1.1. Une nature neuronale

La zone intermédiaire de l'épithélium olfactif est occupée par les noyaux serrés en

plusieurs couches de petits corps cellulaires. La plupart de ces cellules sont bipolaires et de

petite taille, leurs corps cellulaires ont un diamètre compris entre 5 et 7 µm. Elles se

prolongent, d'une part, par une ramification fine axonale,  d'un diamètre de 0,2  µm.  Cet axone

s'enfonce en direction de  la sous-muqueuse, traverse la boite crânienne, et s'étend jusqu'à l'un

des glomérules olfactifs où il s'articule avec des neurones du bulbe olfactif. L'autre

prolongement, la dendrite, ayant un diamètre de l'ordre du micromètre, fait protubérance à la

face  externe, nasale, de l'épithélium. Ces cellules expriment aussi sans ambiguïté des



Figure 1: Localisation des différents types cellulaires

de la muqueuse olfactive de rat.  A- Les neurones olfac-

tifs matures expriment l�olfactory marker protein et leurs

corps cellulaires sont localisés dans la portion médiane de

l�épithélium olfactif. On distingue à la surface de l�épi-

thélium, des vésicules olfactives (ve) marquées alors que

dans la sous-muqueuse,  sous la lame basale (lb), les fais-

ceaux d�axones (fa) sont aussi marqués. L�anti-OMP, nous

a été gracieusement fourni par  F. Margolis. B- Dans le

tiers supérieur de l�épithélium, seules les dendrites des

neurones récepteurs s�insinuent entre les corps cellulaires

des cellules de soutien qui occupent presque tout  l�es-

pace, alors qu�en dessous, le volume est  occupé

majoritairement par les corps cellulaires des neurones ma-

tures, des cellules globulaires ou des cellules  basales. Les

cellules de soutien sont marquées par l�anticorps SUS-1

que Heamstead et Morgan nous ont donné. C-  Les cellu-

les globulaires, précurseurs des neurones sont marquées

par un anticorps dirigé contre les N-CAM. D- Les cellu-

les basales, ici marquées par un anticorps dirigé contre la

kératine,  forme une assise juste au-dessus de la lame ba-

sale. Sicard et Féron, données originales.

A

B

C

D

4

fa

ve

lb
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caractéristiques immunocytochimiques typiques de neurones, comme une énolase ou des

microtubules spécifiques du tissu nerveux, par exemple. En quittant le territoire épithélial, les

axones des neurones récepteurs se rassemblent en faisceaux isolés par des cellules qui les

engainent jusqu'aux structures bulbaires, avec une disposition plutôt caractéristique des nerfs

en phase de développement. Ces cellules présentent des propriétés immunohistochimiques

typiques des cellules de Schwann et des astrocytes conjointement, en particulier elles expriment

la fibre protéique acide gliale GFAP et protéine S-100 (Gasser, 1956; Barber, 1982; Barber et

Lindsay, 1982; Farbman et Squinto, 1985, Marin-Padilla et al., 1989; Barber et Dalh, 1987,

Pixley, 1992; Astic et al., 1998). Leur capacité à favoriser la croissance axonale chez l'adulte,

assurant le succès fonctionnel de la neurogénèse olfactive leur vaut l'attention des chercheurs

qui s'intéressent à la réparation des axones médullaires (Ramon-Cueto et Nieto-Sampedro,

1993; Ramon-Cueto et al., 1998). Chaque faisceau comprend quelques dizaines de fibres. En

se réunissant, ces multiples fibres amyéliniques forment plusieurs filets olfactifs. Ceux-ci

pénètrent dans la boite crânienne en franchissant la lame criblée de l'ethmoïde avant de

constituer les nerfs olfactifs qui abordent les bulbes olfactifs par leur face rostrale. Ces fibres

primaires se distribuent alors dans des zones de neuropile caractéristiques, les glomérules

olfactifs, où elles s'articulent avec les cellules mitrales, les cellules à panache et les cellules

périglomérulaires. Il n'y a pas de collatérale ou de synapse intermédiaire tout au long du trajet

entre la muqueuse et les synapses glomérulaires.

Le neuromédiateur hypothétique (Sassoé-Pogneto et al, 1993), le glutamate, de ces

neurones a récemment été confirmé grâce à l'étude du réseau bulbaire sur des tranches de bulbe

olfactif de plusieurs espèces (Berkowicz et al., 1994, Bardoni et al., 1996, Chen et Shepherd,

1997).

Toutefois, selon Margolis et ses collaborateurs, plusieurs arguments sont en faveur d'un

dipeptide, la L-carnosine (beta-alanine-L-histidine) (Ferriero et Margolis, 1975; Harding et

Margolis, 1975; Brown et al., 1977; Burd et al., 1982, Rochel et Margolis, 1982; Halasz et

Shepherd, 1983). On n'avait cependant jamais obtenu d'activation électrique du bulbe olfactif

par application directe de carnosine (Tonosaki et Shibuya, 1979; Mac Leod et Straughan,

1979; Frosch et Dichter, 1984), jusqu'à ce que Kanaki et al., 1997, montrent que l'application

de carnosine sur la même préparation que celle ayant servi à confirmer le rôle du glutamate,

évoque une réponse excitatrice des cellules post-synatiques enregistrées. En fait, la carnosine

est connue pour jouer le rôle de régulateur dans les synapses glutamatergiques et son rôle

exact reste à préciser.

La dendrite du neurone récepteur, intercalée entre les cellules de soutien, forme, à sa

partie apicale, une vésicule qui supporte des cils ou des microvillosités et est baignée par un

mucus. L'espace muqueux et l'espace intercellulaires de l'épithélium sont séparés par des

jonctions de type zonulae occludens situées à la partie la plus superficielle de l'épithélium alors

que les contacts intercellulaires plus profonds sont stabilisés par des desmosomes (jonctions de

type zonulae adhaerens). Ces jonctions sont perméables à de nombreuses substances

chimiques, y compris à certaines molécules odorantes.

Sous la surface de l'épithélium, regroupées dans certaines zones, on a observé, rarement

mais sans ambiguïté, des contacts entre les dendrites de neurones récepteurs, au travers

d'épines (figure 2), sans qu'on sache, toutefois, en apprécier la valeur fonctionnelle (Graziadei,

1971; Graziadei et Metcalf, 1971; Breipohl et al., 1974; Rafols et Getchell, 1983). Ces

contacts  rendent cependant plausible l'échange d'informations entre les neurones récepteurs

olfactifs voisins, et sont présents chez la plupart des animaux que Graziadei a étudié

(communication personnelle). Cette observation n'a pas modifié la conception classique
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Figure 2: Vue en microscopie électronique d'une coupe parallèle à la surface de la muqueuse olfactive.

Les dendrites, claires (d), des neurones récepteurs olfactifs disposés autour des corps cellulaires des cellules de

soutien remplies de granules sécrétoires (sg), émettent parfois des épines qui semblent établir des contacts avec

les dendrites voisines (flèches). Cette organisation a été vue chez la grenouille, le vautour et la tortue (D'après

Graziadei, 1970).

selon laquelle les neurones récepteurs sont des canaux d'information qui fonctionnent de

manière indépendante (Holley et Mac Leod, 1977).

1.1.2. Les cils olfactifs, siège de la transduction olfactive

La membrane des cils olfactifs est le siège du mécanisme initial de la transduction

olfactive, c'est à dire de la phase de couplage entre les molécules odorantes et les récepteurs

aux odeurs. Le support biochimique primordial, la protéine réceptrice, est restée hypothétique

jusqu'en 1991 alors que l'implication d'entités réceptrices dans la transduction olfactive était

déjà supposée par Hopkins en 1926.

Les molécules odorantes dissoutes (ou transportées) dans le mucus peuvent interagir

avec la membrane des neurones récepteurs olfactifs. Les cils mesurent entre 50µm chez le rat

et 200µm chez la grenouille, leur diamètre étant de l'ordre de 0,3µm. Il est classique de noter

que les cils que portent les neurones récepteurs olfactifs leur offrent une large surface

d'adsorption ou de contact, multipliant par environ 30 la surface exposée de la vésicule

olfactive (Menco, 1980). Ces cils forment, dans le mucus, un feutrage sur toute l'étendue des

territoires olfactifs de la cavité nasale. On dénombre généralement moins d'une dizaine de cils

par neurone récepteur chez la grenouille (Reese, 1965), leur nombre a été estimé à une

centaine chez le chien (Okano et al., 1967). Ils sont régulièrement immobiles chez les

mammifères (Lidow et Menco, 1984), mais certains neurones récepteurs, au moins chez les

amphibiens, portent des cils qui battent sans synchronisation (Hopkins, 1926; Reese, 1965).

Cette mobilité a été interprétée comme un critère d'immaturité des neurones récepteurs (Mair

et al., 1982). Les caractéristiques ultrastructurales des cils sont en fait similaires pour d'autres

types cellulaires, avec la présence et l'arrangement classique de paires de microtubules (Menco
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et Farbman, 1985,a,b), munis de bras caractéristiques chez les espèces dont les cils olfactifs

sont mobiles (Lidow et Menco, 1984).

Avant l'explosion de travaux sur la transduction olfactive de cette dernière décennie, de

nombreux arguments indirects permettaient de situer les événements initiaux de la détection

olfactive au niveau de la membrane de cils olfactifs,

- morphologiques (Kerjaschki et Horandner, 1976; Menco et al., 1976, 1980,a,b, Masson et

al., 1977),

- électrophysiologiques (Ottoson, 1956; Ottoson et Shepherd, 1967; Getchell, 1977; Getchell

et al.,1980; Juge et al., 1979,a,b; Bronstein et Minor, 1977; Trotier et Mac Leod, 1983;

Adamek et al., 1984)

- ou  biochimiques (Gennings et al., 1977; Price, 1978; Pelosi et al., 1982; Rhein et Cagan,

1983; Fesenko et al., 1983, 1985, 1987, 1988; Chen et Lancet, 1984; Anholt et al., 1986,

1988; Sklar et al., 1986).

Voici quelques-uns de ces arguments.

Grâce à des  cryo-fractures, on a observé des particules protéiques intra-membranaires

dont la densité élevée dans la membrane des cils olfactifs, 1000 à 2500 unités par micromètre

carré, contraste avec les densités plus faibles, 300 à 800, relevées pour les membranes ciliaires

d'autres types cellulaires (Menco, 1980). Ces particules pourraient compter parmi elles les

récepteurs de molécules odorantes (Masson, et al., 1977; Menco et al., 1976, 1980,a,b;

Breipohl et al., 1982 Menco et al., 1997). Comparant la réactivité électrophysiologique des

muqueuses olfactives de sujets témoins et de sujets affamés, Masson et al. ont observé que

l'amplitude de la réponse électrique de la muqueuse olfactive à la stimulation est liée au nombre

de ces particules (Masson et al., 1977).

Ottoson, en 1956, et Getchell, en 1977, ont observé que l'amplitude de la réponse

électrophysiologique intégrée (EOG, cf infra) de la muqueuse olfactive à la stimulation

olfactive, décroît d'autant plus que son point d'enregistrement est éloigné de la surface de la

muqueuse: Ceci indiquerait la position apicale du générateur. Par ailleurs, la réactivité

électrophysiologique aux odeurs de la muqueuse olfactive est liée à l'intégrité des cils olfactifs

(Simmons et Getchell, 1981; Adamek et al., 1984). Plusieurs protéines membranaires ont été

extraites de la muqueuse totale ou de cils olfactifs. Certaines d'entre elles pourraient bien être

de véritables récepteurs de molécules odorantes. Leurs affinités pour les molécules odorantes

se sont avérées comprises entre 10
-5

 et 10
-10

M (Gennings et al., 1977; Price, 1978; Fesenko et

al., 1983; Rhein et Cagan, 1983). Certaines fractions protéiques, lorsqu'on peut les inclure dans

des membranes synthétiques, confèrent à ces membranes "reconstituées" une sensibilité aux

odorants (Fesenko et al.,1977; Anholt et al., 1988, Labarca et al.,1988).

Les résultats des explorations biochimiques et électrophysiologiques moléculaires plus

récentes ne laissent plus aucun doute sur cette localisation (Nakamura et Gold, 1987; Boekhoff

et al., 1990; Firestein et al.,1991). En fait, on peut aujourd'hui produire un schéma de la

transduction olfactive à l'échelle moléculaire probablement encore incomplet. Celui-ci

comprend plusieurs entités associées aux cils olfactifs: les protéines réceptrices, les protéines

G, les enzymes produisant les second messagers, les canaux ioniques contrôlés par les seconds

messagers, et les divers éléments régulant les cascades enzymatiques de la transduction. Nous

y reviendrons.

1.2. Les cellules basales

Les cellules basales sont disposées à proximité de la lame basale de l'épithélium. En fait

il existe deux types cellulaires dans la portion basale de l'épithélium olfactif: des cellules les

plus profondes,  juxtaposées à la lamina propria, dites cellules basales horizontales ou cellules
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sombres, et des cellules légèrement plus superficielles, dites cellules basales globulaires. Chez

l'adulte, amphibien ou mammifère, on observe dans cette région des figures de mitose (Andres,

1966, Smart, 1971; Graziadei, 1973; Graziadei et Metcalf, 1971) et on a très tôt émis

l'hypothèse que ces cellules constituaient un stock de précurseurs pour le renouvellement des

neurones olfactifs récepteurs.

La position périphérique extrême de ces neurones les expose aux agressions de toutes

sortes, chimiques (Brandt et al., 1990; Delaleu et Sicard, 1995), virales (Morales et al., 1988 ;

Lafay et al., 1991) ou mécaniques (Sumner, 1964, Mott et Leopold, 1991) et les rend

caduques (Stott et al., 1985; Miller et al., 1981,a,b; Bogdanffy et al., 1987; Barthold, 1988;

Levin et al.,1985). Dans ces conditions, le maintien de la fonction olfactive est assuré par la

prolifération et la différentiation des cellules basales, donc par une véritable neurogénèse. La

permanence chez l'adulte de cette neurogénèse a d'abord été attestée par l'incorporation de

thymidine tritiée dans l'ADN des cellules basales globulaires, manifestant donc la réplication

des chromosomes lors de divisions cellulaires (Graziadei et Metcalf, 1971; Graziadei, 1973;

Moulton, 1975; Mackay-Sim et Patel, 1984; Camara et Harding, 1984; Hinds et al., 1984).

Que le remplacement des neurones récepteurs détruits massivement et

expérimentalement à partir des cellules basales soit efficace ne fait aucun doute, même chez les

mammifères. Il s'accompagne d'une récupération fonctionnelle (Harding et al., 1978,  Delaleu

et Sicard, 1995, Genter et al., 1996). Cette propriété est bien entendu très étudiée puisqu'elle

constitue un modèle rare pour l'étude de la régénération nerveuse chez le mammifère adulte.

Relativement à notre préoccupation, l'encodage de l'odeur, cela pose la question du maintien

de la représentation de l'odeur!

1.3. Les cellules de soutien

Les cellules de soutien s'étendent de la lame basale jusqu'à la lumière nasale. Elles

insinuent des prolongements entre les corps cellulaires, les dendrites et les axones des neurones

récepteurs olfactifs et isolent donc ces neurones les uns des autres (hormis dans les occasions

déjà mentionnées). Dans certains cas, on observe que les dendrites des neurones récepteurs

perforent les portions apicales des cellules de soutien au lieu d'avoir une disposition

intercellulaire (Breipohl et al., 1974). Leur face profonde peut être  en contact avec les cellules

endothéliales des capillaires sanguins de la lamina propria ou avec les cellules des glandes de

Bowman. Leur bordure nasale, libre, est garnie de microvillosités. Les observations

histologiques ou électrophysiologiques montrent qu'il existe au moins deux types de cellules de

soutien chez la salamandre (Rafols et Getchell, 1983; Masukawa et al., 1985; Trotier et Mac

Leod, 1986) ou chez le rat (Menco et Farbman, 1985), sans que l'on sache si elles représentent

des fonctions différentes. Il est même possible de distinguer plusieurs types immunologiques

(Carr et al., 1991). Des marqueurs immunologiques spécifiques des cellules de soutien ont été

obtenus chez le rat (Hempstead et Morgan, 1985) et un anticorps monoclonal qui marque

sélectivement les microvillosités de ces cellules a été récemment isolé (Pixley et al., 1997).

On note une particulière abondance de réticulum endoplasmique lisse dans la région

supranucléaire de ces cellules (Farbman, 1992). La portion la plus superficielle contient des

granules sécrétoires chargés de mucopolysaccharides acides et neutres (Duveau et Gerebtzoff,

1967; Rafols et Getchell, 1983; Getchell et al., 1984). On y trouve aussi divers pigments dont

la vitamine A, du rétinol, des caroténoïdes ou autres (Briggs et Duncan, 1961; Kurihara,

1967). Par leur activité sécrétoire, ces cellules participent à la constitution du mucus (Getchell

et al., 1984). Elles contribuent donc à la gestion de l'environnement ionique des neurones

récepteurs en régulant principalement sa composante potassique perturbée par la stimulation

olfactive (Okano et Takagi, 1974; Getchell, 1977; Rafols et Getchell, 1983; Trotier et Mac
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Leod, 1986), ce qui est cohérent avec leur conductance membranaire potassique élevée,

indépendante du potentiel trans-membranaire, et leur faible résistance d'entrée.

On a aussi émis l'hypothèse qu'elles puissent capter des odorants et les cataboliser.

Grâce à des enzymes, appartenant par exemple aux systèmes à cytochrome P-450, elles

contribueraient,  à l'inactivation des stimulus olfactifs (Dalh et al., 1982, Zupko et al.; 1991,

Getchell et al., 1993).

Ainsi, on prête aux cellules de soutien un rôle trophique de l'épithélium olfactif, une

fonction d'isolant et une fonction sécrétoire, régulant l�environnement de la portion

fonctionnelle des neurones récepteurs. Tout compte fait, on dispose encore de peu de données

sur ces cellules.

1.4. Les glandes de la cavité nasale, le mucus et les protéines solubles de transport.

Les différentes formations glandulaires de l'épithélium nasal ont été répertoriées et on

en a souligné les variations phylogénétiques (Bojsen-Moller, 1964). Toutes participent

probablement à la constitution du mucus qui recouvre l'épithélium olfactif. Leurs sécrétions

présentent une importante variété (Cuschieri et Bannister, 1974). Les glandes de Bowman sont

spécifiquement associées au territoire olfactif, tandis que les glandes nasales latérales, plus

largement distribuées dans la muqueuse nasale ont été aussi rattachées à la fonction olfactive

bien que les preuves directes de leur implication manquent.

- Les glandes de Bowman, simples, tubulaires sont localisées sous l'épithélium olfactif,

entre les faisceaux d'axones des cellules neuroréceptrices, dans la lamina propria. Leurs

canaux sécrétoires traversent l'épaisseur de l'épithélium sus-jacent et s'ouvrent à la surface de

celui-ci. Les marquages histochimiques montrent qu'elles contiennent des sulfo-mucines et des

glyco-amino-glycanes. Dans la cavité nasale, la sécrétion d'hydrocarbonates soufrés semble

restreinte aux seules glandes de Bowman (Cuschieri et Bannister, 1974). Ces mêmes glandes

semblent sécréter des lipocalines (Lee et al., 1987)

- Les glandes nasales "latérales" largement distribuées dans les parois latérales mais

aussi septales de la cavité olfactive chez le rat,  forment un groupe proéminent surtout à l'avant

de la cavité nasale. C'est, pour l'instant, là surtout qu'on localise des protéines solubles qui

présentent une forte affinité pour certains odorants, appartenant à la famille des lipocalines

(Olfactory-binding protein, OBP; Pelosi et al., 1982; Pevsner et al., 1986; Scalfari et al., 1997,

Pes et al., 1998, Löbel et al., 1998).

-Parmi les glandes qui contribueraient à la constitution du mucus, il faut probablement

ajouter encore, les glandes antérieures et postérieures du septum nasal; les glandes postérieures

nasales situées à la jonction entre l'épithélium olfactif et l'épithélium respiratoire; les glandes du

sinus maxillaire dont on distingue deux groupes, l'un dorsal, l'autre ventral; les cellules

caliciformes de l'épithélium respiratoire.

Selon Morgan et al., (1986), le mucus nasal contient 97% d'eau, 2 à 3% de

glycoprotéines mucoïdes, 0.3 à 0.5 % de lipides, 0.1 à 0.5% de protéines solubles. Ces

dernières comprendraient 97% d'albumine et de 3% d'immunoglobulines.

Il existe des données relatives à la composition ionique du mucus (Bronshtein et

Leontiev, 1972; Joshi et al., 1987, Chui et al., 1987). Les valeurs parfois avancées et

anormalement élevées de la concentration en ions potassiques traduisent vraisemblablement

une contamination de la fraction étudiée par du potassium intracellulaire, due à une rupture

intempestive des cils olfactifs lors de la mesure (Tab. 1).

Les capacités d'adsorption du mucus pour différents odorants sont variées (Hornung et

Mozell, 1977) et distinctes de celles de l'eau (Hornung et al., 1987). C'est un facteur important
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qui détermine l'efficacité des stimuli. Ces capacités de solvatation distinctes selon les

substances odorantes entraînent aussi le partage des odorants à la surface de la muqueuse

olfactive. Cette propriété constitue le fondement de la théorie chromatographique de l'olfaction

(Mozell, 1964, 1966). On a également observé que le temps de rétention des substances

odorantes dans la muqueuse olfactive peut atteindre plusieurs minutes (Hornung et Mozell,

1977).

Parmi les protéines dissoutes dans le mucus, nous devons noter la présence de

lipocalines dites OBP qui, hypothétiquement, pourraient favoriser le transport vers les sites

récepteurs olfactifs des molécules peu hydrosolubles (Pevsner et al., 1986,1988; Bignetti et al.,

1987; Lee et al., 1987; Bianchet et al.,  1996, Tegoni et al., 1996, Pes et al., 1998).

Figure 3: Mucus olfactif: Représentation schématique des quatre domaines mis en évidence par leurs

caractéristiques immunospécifiques. Les granules sécrétoires (sg) sont marqués par quatre anticorps. Seules

les superpositions des deux domaines les plus étendus, marqués par MAb18.1 ou l'anti-olfactomédine ont été

indiquées. Il existe cependant une superposition entre ceux-ci et les domaines marqués par les anticorps

monoclonaux  9-OE ou  5-OE, ou le domaine marqué simultanément par ces deux anticorps. L'astérisque

indique la lumière nasale. d: dendrite de neurone récepteur; de: vésicule olfactive; pc: portion proximale du cil

olfactif; dc: portion distale et fine du cil olfactif; s: cellule de soutien; mv: microvillosités. Cartouches: en haut

18.1 anticorps monoclonal anti-gp95; anticorps poly- et monoclonal anti-olfactomédine; anticorps monoclonal

9-OE; et enfin en bas anticorps monoclonal 5-OE  (d'après Menco et Farbman, 1992). rem: En plus du

marquage du mucus et des granules sécrétoires, les 2 derniers sont des marqueurs de N-CAM, le premier

marque les cils olfactifs, comme l'anti-olfactomédine.
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Table 1: Concentrations de cations (en mM) dans le mucus olfactif

Na+ K+ Ca2+

104.6 69.6 - grenouille Bronshtein et al.,  1972

75.6 77.4 - cobaye "

52.7 10.6 10.7 grenouille Joshi et al.,  1987

85 11 10 crapaud Chiu et al., 1987

rem: Chiu et al., indiquent que la plus grande part du calcium est associée aux glycoprotéines du

mucus; la concentration de cet ion libre serait de 0.32 mM

Dans le plasma, on rencontre une protéine de cette famille qui transporte le rétinol

impliqué dans la vision (Lee et al., 1987). Rappelons qu'au niveau des neurones récepteurs de

la vision, le rétinol, ou, plus exactement, l'un de ses métabolites, rend fonctionnelle par sa

liaison une  protéine réceptrice intervenant dans la transduction du stimulus lumineux en signal

nerveux. On doit mentionner, parmi les arguments suggérant une implication de ces molécules

dans la sensorialité olfactive des vertébrés, que l'efficacité de  phéromones chez certains

insectes est conditionnée par  de telles protéines vectrices: Ces protéines transportent dans la

phase muqueuse des sensilles olfactives, depuis les pores ciliaires jusqu'aux sites récepteurs,

des substances phéromonales en les soustrayant à l'inactivation enzymatique (Vogt et

Riddiford, 1981; Lerner et al., 1990). Une autre localisation des lipocalines est suggestive: On

les trouve dans l'urine des souris, source d'informations sexuelles et spécifiques (Selway et

Keverne, 1990; Keverne, 1998; Yamazaki et al., 1983)
1
.

Des OBP ont été isolées chez plusieurs espèces (Fig. 4) Ces petites protéines

assemblées en dimères, présentent des spécificités de liaison variées et larges. On sait, par

exemple, que l'OBP1 du rat est saturable par la 2-isobutyl-3-methoxy-pyrazine, alors que

l'OBP2 qui ne peut pas être saturé par ce même produit admet l'acide myristique comme ligand

privilégié mais aussi d'autres acides gras ou aldéhydes aliphatiques de poids moléculaires

voisins. L'OBP1 admet aussi pour ligands, la menthone, le citralva ou le lilial (Löbel et al.,

1998).  Ces données laissent présager que de telles molécules jouent un rôle important dans la

discrimination olfactive, mais, hélas, l'exacte participation de ces protéines de transport dans la

physiologie olfactive n'est toujours pas déterminée.

On a dosé également certaines activités enzymatiques associées aux cellules sécrétoires

des muqueuses olfactives ou respiratoires (Cuschieri, 1974). Nous avons déjà mentionné qu'on

a identifié des  systèmes cytochrome P-450 dans les glandes de Bowman, les glandes latérales

et les cellules de soutien (Dalh et al., 1982; Reed et al., 1986; Nef et al., 1989, Adams et al.,

1991). Une carboxyl-estérase a été trouvée dans les canaux des cellules de Bowman, dans les

cellules de ces glandes et dans les cellules de soutien (Bogdanffy et al., 1987). D'autres

systèmes enzymatiques, impliqués dans le catabolisme de l'acide cyanhydrique ont été trouvés

en concentration importante dans la muqueuse nasale (Dalh, 1989). La contribution réelle de

ces activités enzymatiques à l'inactivation de la réaction olfactive reste malheureusement

imprécise.

1Chez des bactéries, les gènes codant pour les récepteurs protéiques qui sont engagés dans le

chimiotactisme et interagissent avec des substances comme le maltose, le galactose, la sérine, etc, sont

localisés dans des opérons qui codent aussi pour les systèmes de transport de molécules messages

(Hazelbauer, 1988; Adler et Epstein, 1974; Lengeler, 1975)
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Figure 4: Vue stéréoscopique de la structure du dimère constituant une olfactory binding protein isolée

chez un bovin. Les couleurs représentent différentes structures secondaires. En rouge, les hélices, en bleu, les

feuillets b, et en jaune les autres structures. En vert, sont représentées des molécules inscrites dans des cavités

enfouies dans la structure protéique qui pourraient être des sites de liaison de petites molécules lipophiles...

Entre les deux monomères existe une autre cavité qui pourrait aussi servir de site de fixation pour des ligands

semi-polaires ou chargés (D'après Tegoni et al.,1996)

L'activité sécrétoire de la muqueuse est accélérée par des vapeurs de substances,

comme le chloroforme ou la pyridine, qu'on dit irritantes (Wesolowski, 1967; Okano et Takagi,

1974) mais elle est aussi influencée par des stimuli olfactifs classiquement utilisés comme le

1,8-cinéole (Joshi et al., 1987). Le contrôle beta-adrénergique de la sécrétion du mucus des

glandes olfactives a été montré chez la salamandre (Getchell et Getchell, 1984a).

L'augmentation de la sécrétion provoquée par l'administration de substances catécho-

laminergiques entraîne des modifications de la réponse électrophysiologique des neurones

récepteurs aux stimulations olfactives.

En résumé, on doit considérer que le mucus participe au transport des molécules

odorantes et à leur élimination par des réactions cataboliques. Il constitue certainement  un

environnement adapté au fonctionnement des neurones récepteurs. Nous soulignons que, tout

compte fait, on connaît certainement trop peu de choses sur la solvatation des odorants par le

mucus ou sur l'affinité des odorants pour les protéines qu'on rencontre dans le mucus. Cette

lacune se fait sentir, entre autre, chaque fois qu'on a besoin de comparer les efficacités

stimulantes de plusieurs substances odorantes. On peut tenter d'expliquer, au moins en partie,

la faible réactivité aux odorants rencontrée chez les neurones récepteurs isolés par l'absence de

cette phase muqueuse dans les suspensions de cellules employées.

1.5. Les innervations extrinsèques

Ces innervations nous intéressent à deux titres: D'abord parce qu'elles peuvent moduler

par divers processus la réactivité de la couche réceptrice du système olfactif. Parmi ces

processus, soulignons d'abord la sécrétion de mucus, déjà envisagée, et la vasomotricité qui
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régule le volume de la cavité nasale (Eccles et Lee, 1981; Eccles et al.,1988,1989). Parmi les

réactions à la stimulation trigéminale, il faut même compter les réflexes contractiles des narines

qui interdisent l'accès du stimulus à l'organe sensible! Mais, elle nous intéresse aussi, parce que

la perception olfactive est accompagnée, souvent, (indistinctement chez l'homme),

d'informations provenant d'autres modalités sensorielles qu'il n'est pas toujours commode

d'interdire.

De nombreuses études histologiques démontrent la présence de ramifications du nerf

trijumeau et du nerf terminal dans la muqueuse nasale ou la muqueuse olfactive (Bojsen-

Moller, 1975; Demski et Northcutt, 1983; Delong et Getchell, 1987). Certaines terminaisons

nerveuses s'étendent jusque dans la partie superficielle de l'épithélium olfactif tandis que

d'autres limitent leur expansion à la sous muqueuse, souvent concentrées autour des capillaires

sanguins ou des structures glandulaires. La nature sensorielle de certaines fibres du nerf

terminal fait peu de doute, chez le poisson au moins (Desmski et Nortcutt, 1983). La réponse

électrophysiologique des faisceaux de fibres trigéminales à la stimulation chimique des

territoires olfactifs a été clairement établie (Tucker, 1971, Silver et Moulton, 1982; Silver et

al., 1985,1988). Mais, une large partie du plexus nerveux sous-épithélial, adrénergique,

noradrénergique ou cholinergique (Grote et al., 1975; Zielinski et al., 1989), exerce sur place

ses influences. L'application locale d'agonistes adrénergiques provoque une augmentation de la

sécrétion muqueuse (Getchell et Getchell, 1984). Par ailleurs, la stimulation électrique du nerf

trijumeau modifie l'activité des neurones récepteurs olfactifs (Bouvet et al.,1987).

Sur le plan neurochimique, on rencontre dans la muqueuse olfactive de nombreux

neuromédiateurs ou neuromodulateurs, y compris une innervation peptidergique.

On décrit des fibres à LHRH (luteizing hormone - releasing hormone) originaires du

nerf terminal dans la partie profonde de la muqueuse olfactive (Jennes et Stumpf, 1986; Zheng

et al., 1988). On les rencontre dans la parois des vaisseaux sanguins et au contact de

formations glandulaires de la muqueuse respiratoire. La sécrétion de LHRH dans ces vaisseaux

pourrait participer au contrôle de leur vasomotricité, moduler l'activité des neurones récepteurs

dont on connaît la sensibilité à d'autres peptides; elle pourrait influer sur l'activité sécrétoire des

glandes innervées (Bouvet et al., 1987). Egalement associées à l'organe vomero-nasal, les

fibres à LHRH pourraient moduler l'entrée d'informations olfactives plus spécifiquement liées à

la vie sexuelle.

On décrit des fibres à substance P qui s'étendent à la base de l'épithélium olfactif, à

proximité de glandes de Bowman et des vaisseaux sanguins (Papka et Matulionis, 1983,

Bouvet et al.,1987). Certaines affleurent la surface de la muqueuse. Ces fibres, originaires de la

branche ophtalmique du nerf trijumeau, lorsqu'elles sont stimulées, modifient l'activité

électrique des neurones récepteurs; ces effets sont aussi observés lors d'applications locales de

substance P (Bouvet et al., 1984, 1987). Parce que la suppression de l'activité trigéminale par

application de capsaicine laisse subsister les comportements olfactivement guidés, on peut

supposer que ces effets n'auraient qu'une influence modulatrice (Silver et al., 1985).

On décrit des fibres adrénergiques, sympathiques et des faisceaux cholinergiques,

parasympathiques (Grote et al., 1975; Jourdan, 1984). Elles participent à l'innervation des

vaisseaux sanguins et des glandes de Bowman dans la lamina propria. Comme nous l'avons

déjà mentionné, une régulation catécholaminergique de l'activité sécrétoire des glandes de

Bowman a été démontrée (Getchell et Getchell, 1984)

Cette rapide énumération fait donc apparaître que plusieurs modalités sensorielles

pourraient participer à la constitution de ce qu'on appelle la perception "olfactive" (Cain et

Murphy, 1980). De fait, la contribution de la voie trigéminée, a été estimée au moyen

d'arguments psychophysiques (Doty, 1975; Doty et al., 1978), ou neurophysiologiques

(Tucker, 1971; Walker et al., 1979; Silver et Moulton, 1982; Silver et al., 1985; Silver et al.,
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1988). Chimio-détection et, probablement, certaines capacités de discrimination subsistent

même chez les sujets privés de capacités olfactives: L'acuité du système trigéminal reste

cependant plus faible que celle du système olfactif (Mason et Silver, 1983; Doty et al.,1978;

Silver et al., 1988). Par ailleurs, Stone et al., (1968) ont montré l'influence inhibitrice de la voie

trigéminée sur la réactivité du bulbe olfactif.

Ces précisions prennent toute leur importance lorsqu'il s'agit d'apprécier des résultats

d'études comportementales qui ne distinguent pas toujours ces modalités. On retiendra

toutefois que, relativement à la voie olfactive, il faut des concentrations environ cent fois plus

élevées pour stimuler la voie trigéminée (Doty, 1975).

1.6. Territoire de projection des neurones récepteurs: le bulbe olfactif

Parce que nous pensons que le message émis par une source ne peut être correctement

apprécié que si l'on a quelque idée des propriétés de sa cible, nous envisageons ici,

schématiquement, l'organisation du bulbe olfactif et ses liens avec l'épithélium olfactif.

Figure 5: Coupe histologique transversale de bulbes olfactifs de souris vue globale et détails: GL, couche

glomérulaire; Pe, couche plexiforme externe; M, couche des cellules mitrales; Pi, couche plexiforme interne;

GR couche des cellules granulaires, N couche des nerfs. Sicard, donnée originale.

1.6.1. Organisation du bulbe olfactif

Il n'est pas dans notre intention de donner ici une description complète du bulbe

olfactif. Quand bien même nous le voudrions, la littérature déjà abondante qui lui est consacrée

ne suffit pas à lui donner un profil fonctionnel ou même histologique achevé.
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Sommairement nous pouvons constater qu'il s'agit d'une structure stratifiée où l'on

rencontre   au moins six types fondamentaux  de cellules neurveuses  qu'on subdivise sur la

base de données morphologiques  parfois anciennes (Ramon y Cajal, 1955; Hoffman, 1963),

mais aussi de données plus récentes, neurochimiques (Halasz et Shepherd, 1983) ou

électrophysiologiques toujours plus détaillées.

C'est le bulbe olfactif des mammifères qu'on choisit de décrire synthétiquement, la

description de celui des vertébrés inférieurs s'en déduisant par simplification, c'est-à-dire par

élimination de strates selon Cajal (Ramon y Cajal, 1955). Il s'agit, le plus souvent, d'une

structure paire. On dénombre dans chaque bulbe six couches nerveuses superposées, de la

périphérie à la profondeur: 1) la couche des nerfs olfactifs, 2) la couche des glomérules

olfactifs, 3) la couche plexiforme externe, 4) la couche des soma des cellules mitrales, 5) la

couche plexiforme interne, 6) la couche des soma des  cellules granulaires (Fig. 5).

Les deux nerfs olfactifs rejoignent chacun les formations bulbaires ipsilatérales, et

cèdent progressivement d'avant en arrière les fibres qui forment la couche la plus superficielle

de la structure bulbaire. On trouve des fibres croisées chez les vertébrés inférieurs

exclusivement (Andriason et Leveteau, 1989, Hoffman, 1963, Ebbesson et al., 1987).

Les glomérules olfactifs constituent des structures ovoïdes  typiques présentes chez

tous les vertébrés. Chaque glomérule est une zone de neuropile bien individualisée, entourée de

lames gliales et des corps cellulaires des cellules nerveuses périglomérulaires. S'y échangent des

synapses entre les fibres primaires olfactives et les arborisations dendritiques des

deutoneurones d'une part, cellules mitrales et cellules à panache, et d'interneurones d'autre part,

les cellules périglomérulaires.

Les glomérules contiennent entièrement les arborisations terminales de nombreux

axones de neurones récepteurs qui échangent des synapses avec les deutoneurones et les

cellules périglomérulaires (Le Gros Clark, 1956; White, 1973). Remarquons qu'au contraire de

l'arborisation dendritique de cellule mitrale, les terminaisons des fibres primaires issues d'un

même filet olfactif, a fortiori la terminaison d'un neurone récepteur donné, n'envahiraient pas

tout l'espace glomérulaire (Land et al., 1970; Land, 1973; Land et Shepherd, 1974).

Cependant, les axones des neurones récepteurs donneraient de multiples  contacts synaptiques,

en passant, à plusieurs deutoneurones (Willey, 1973).

 Les cellules périglomérulaires innervées par les neurones récepteurs, sont des

interneurones inhibiteurs qui étendent leurs prolongements axonaux dans la couche

glomérulaire. Elles semblent participer au réglage de l'excitabilité des deutoneurones: Leurs

dendrites ramifiées dans un glomérule sont aussi en contact avec les deutoneurones. Leurs

axones propagent leurs influences inhibitrices jusqu'aux glomérules voisins. Il existerait deux

sous-classes neurochimiques de cellules périglomérulaires, l'une GABA-ergique l'autre

dopaminergique (Halasz et al., 1977, 1978; Mugnairi et al., 1984).

Les deutoneurones sont multiples.
2
 Leur distinction s'appuie sur leurs caractéristiques

topographiques, morphologiques ou génétiques (Orona et al., 1984; Schneider et Macrides,

1978; Greer et Shepherd, 1982; Schoenfeld et al., 1985). Mais, en général, tous ont en

commun une dendrite primaire qui s'épanouit à l'intérieur d'un glomérule olfactif et une

arborisation dendritique secondaire qui s'étale tangentiellement et parfois très largement (sur

plusieurs centimètres carrés chez le rat) dans la couche plexiforme externe où ce prolongement

entre en contact, entre autre, avec les dendrites des cellules granulaires.

                                                       
2 Bien qu'eau moins 2 fois plus nombreuses  que les cellules mitrales la fonction ou plutôt les fonctions

des cellules à panaches restent peu claires. Il est vrai que, contrastant avec le regroupement  favorable

en couche bien individualisée des soma de cellules mitrales, la dispersion des corps cellulaires des

cellules à panache dans la couche plexiforme externe rend leur approche plus délicate.
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La population de cellules à panache est elle-même hétérogène sur les plans

morphologiques et neurochimiques (Halasz et al., 1977, 1978; Schneider et Macrides, 1982;

Orona et al., 1984; Macrides et al., 1985). On peut distinguer, particulièrement, les cellules à

panaches superficielles et des cellules à panaches profondes, certaines de ces dernières n'étant

considérées que comme des cellules mitrales déplacées.

Les deutoneurones se distinguent aussi par leurs projections axonales. Celles des

cellules mitrales se distribuent plus largement que celles des cellules à panaches dans les

territoires extra-bulbaires. Par ailleurs, les cellules à panache  participent à un échange

d'information entre la face médiane et la face latérale du bulbe olfactif (Schoenfeld et al., 1985;

Macrides et al., 1985). Les cellules à panache sont aussi impliquées dans les relations

interbulbaires.

La couche nerveuse la plus profonde du bulbe olfactif contient les petits corps

cellulaires des cellules granulaires. Il s'agit d'interneurones inhibiteurs GABA-ergiques dont on

distingue plusieurs catégories morphologiques différenciées surtout par la position de leur

corps cellulaires et des rameaux dendritiques dans la profondeur des couches (Ramon y Cajal,

1955; Orona et al., 1984; Schneider et Macrides, 1978; Schoenfeld et al., 1985; Mori et

al.,1983). Ces cellules constituent un maillage complexe de boucles de rétroaction négatives

qui modulent la sortie des deutoneurones (Duchamp-Viret et Duchamp, 1997).

D'autres interneurones de formes diverses et numériquement moins importants sont

décrits: Les cellules Blanes, les cellules de Golgi, les cellules horizontales et verticales de Cajal,

les cellules de Van Gehuchten et les cellules superficielles à axones courts. Ces dernières, par

exemple, rendent encore plus complexe le contrôle de l'entrée des deutoneurones: Activatrices,

elles reçoivent des synapses axo-dendritiques de la part des cellules périglomérulaires, de

certaines cellules à panache ou d'autres cellules  superficielles à axones court. En retour, elles

innervent les cellules périglomérulaires. Cette disposition laisse penser qu'elles modulent

l'inhibition appliquée par les cellules périglomérulaires aux deutoneurones (Macrides et al.,

1985)

Le rôle et les connexions de tous les neurones bulbaires n'ont cependant pas été

précisés. Il est en particulier bien difficile de prévoir l'importance fonctionnelle d'extensions

dendritiques qui s'inscrivent dans des volumes considérables (parfois presque un tiers de la

couche plexiforme externe). Que sait-on, par exemple, des cellules dont le corps cellulaire de

petite taille se trouve dans la couche plexiforme interne et qui sont connectées aux fibres

primaires, signalées par Ramon y Cajal, (1955) et retrouvées par M. Flamand (communication

personnelle).

Sans entrer plus avant dans le détail de ce qui est aujourd'hui connu, retenons que le

réseau de neurones bulbaires supporte des boucles de rétroaction locales et donc des

possibilités de mise en forme, de traitement de l'information (Holley et Mac Leod, 1977; Scott

et Harrison, 1987; Macrides et Davis, 1983; Schoenfeld et al., 1985). Les transmissions

synaptiques intra-bulbaires mettent en oeuvre de très nombreux neurotransmetteurs et des

neuropeptides (Halasz et Shepherd, 1983) dont on continue à faire l'inventaire. Ajoutons que la

présence de fibres centrifuges provenant d'étages plus centraux du système nerveux complète

ces possibilités d'intégration, modulant spécifiquement l'activité bulbaire en fonction des états

internes (Pager et al., 1972, Chaput et Holley, 1976, Gervais et Pager, 1979,ab).

A la description du réseau en terme de connectivité cellulaire, on devra certainement

ajouter des précisions sur ses caractéristiques temporelles. Cela dépasse notre propos, ici. Le

message délivré par le bulbe olfactif est transmis par plusieurs types cellulaires à destination de
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multiples structures centrales comme le cortex piriforme ou le thalamus. C'est, finalement, au

travers de l'activité des deutoneurones, les variations spatio-temporelles de ce réseau mis en

branle par la stimulation olfactive qui seront perçues par les étages nerveux encore plus

centraux, innervés par les axones des cellules mitrales ou des cellules à panache.

1.6.2. Organisation des projections épithélio-bulbaires.

1.6.2.1 Données anatomiques et topographiques

Une importante caractéristique des projections des neurones récepteurs est leur rapport

de convergence (convergence numérique) sur les deutoneurones. Selon Allison (1953), chez

le lapin, il y aurait quelques dizaines de millions de neurones récepteurs projetant sur quelques

deux mille glomérules. Chez le rat, le même nombre de glomérules serait la source

d'information de 70 000 cellules mitrales et de 160 000 cellules à panaches (Meisami et Safari,

1981; Meisami, 1989, Royet et al., 1988). Les deutoneurones apparaissent donc entre cent et

mille fois moins nombreux que les neurones récepteurs. L'une des questions cruciales qui

conditionnent les règles de l'encodage de l'odeur est relative à la façon dont s'organisent les

regroupements des fibres primaires qui innervent un glomérule donné (Graziadei et Monti-

Graziadei, 1986).

A l'échelle anatomique, chez les mammifères ou chez les amphibiens, l'organisation des

projections ne conserve que partiellement les relations topographiques périphériques (Le Gros

Clark, 1951; Land, 1973; Greer et al, 1981;  Costanzo et O'Connell, 1978; Dubois-Dauphin et

al., 1981; Pedersen et al., 1986; Astic et Saucier, 1986; Saucier et Astic, 1986).

Chez le rat par exemple, Astic et Saucier ont observé les marquages rétrogrades de

neurones récepteurs obtenus par la peroxydase de raifort injectée en des sites restreints de la

couche glomérulaire. Ces auteurs ont constaté ainsi une tendance des fibres issues des régions

médianes ou latérales et dorsales ou ventrales à converger vers des régions homothétiques

bulbaires. Selon l'axe antéro-postérieur, la projection est beaucoup plus diffuse. Le détail de

l'organisation des projections est finalement complexe. On a montré que des lésions localisées

distinctes de la surface épithéliale, provoquent des figures de dégénérescence cellulaire dans de

larges zones recouvrantes de la couche glomérulaire du bulbe olfactif (Land, 1973).

A l'échelle microscopique, on constate donc que chaque glomérule reçoit des fibres

primaires de territoires anatomiquement étendus (convergence topographique) (Le Gros Clark,

1951; Land, 1973; Costanzo et Mozell, 1976; Dubois-Dauphin et al., 1981; Pedersen et al,

1986; Astic et Saucier, 1986). De plus, les données disponibles indiquent que des cellules

contiguës de la muqueuse olfactive ont peu de chances de rejoindre des projections bulbaires

contiguës. On constate donc aussi une divergence topographique des projections épithélio-

bulbaires qui impose l'idée que les informations qui proviendraient d'une région restreinte de la

périphérie seraient largement réparties dans la couche glomérulaire (Dubois-Dauphin et

al.,1981; Greer et al, 1981).

On s'attendait donc à découvrir, surimposées à la projection régionale, des

organisations d'une autre nature. Déjà, chez le lapin, Mori et al., (1985) indiquent qu'une sous-

population immunologique de neurones récepteurs localisée dans la portion ventro-latérale de

la cavité nasale se projette sur la portion ventro-latérale caudale des bulbes olfactifs. Le même

groupe de chercheurs, après une exploration électrophysiologique des sensibilités des cellules

des portions latérales et médianes du bulbe, ajoute qu'à de telles sous-populations pourraient

correspondre des sélectivités particulières (Mori et al., 1990) Ces résultats ont été confirmés
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récemment (Bozza et Kauer, 1998) et nous verrons ultérieurement que la connaissance des

récepteurs éclaire plus rigoureusement les règles de la connectivité épithélio-bulbaire.

1.6.2.2. Données fonctionnelles

Les données sur l'organisation fonctionnelle des relations épithélio-bulbaires et la

complexité du réseau nerveux intra-bulbaire rendent délicates les tentatives de modélisation des

premières étapes du traitement de l'information olfactive.

Parce qu'elle a des implications fonctionnelles, la règle de convergence qui regroupe les

terminaisons de milliers de neurones récepteurs dans un même glomérule est capitale: Seraient-

ce des fibres partageant les mêmes propriétés intrinsèques qui se regrouperaient ou bien leur

communauté supposée découlerait-t-elle de leur regroupement? La solution de cette énigme a

avancé  depuis que les récepteurs aux odeurs ont été découverts (voir § 3.1.3.2 Convergences

bulbaires).

L'hypothèse d'un regroupement au niveau d'un glomérule de fibres de même sensibilité

est séduisante (Le Gros Clark, 1956). Cette hypothèse a été défendue à la suite d'études

électrophysiologiques de l'activité glomérulaire évoquée par la stimulation olfactive (Leveteau

et Mac Leod, 1966), ou de l'utilisation du marqueur métabolique d'activité nerveuse, le 2-

désoxy-glucose (Jourdan et al., 1980; Lancet et al., 1982; Benson et al., 1985; Kauer, 1987).

Pour certains auteurs, c'est sur l'homogénéité des réactions à l'intérieur d'un glomérule donné et

l'inégale réactivité des glomérules que s'appuie cette hypothèse (Leveteau et Mac Leod, 1966,

Shepherd, 1985). Considérant le nombre de neurones récepteurs qui convergent sur un

glomérule et le mode de distribution de leurs terminaisons dans cette structure, l'absence de

régionalisation des réactions intraglomérulaires ne nous paraît pas un argument suffisant.

D'ailleurs, l'observation fine de la répartition du marqueur d'activité métabolique au sein d'un

glomérule a permis de la contester (Jourdan, 1984). L'hétérogénéité des réactions individuelles

des glomérules paraît plus convaincante mais pourrait bien manifester d'autres organisations

fonctionnelles comme l'ont montré Buonviso et Chaput (1990).

Nous soulignons toutefois qu'un regroupement systématique des fibres primaires de

même sensibilité n'est nullement indispensable à la préservation de la discrimination des

messages transmis par les deutoneurones. On constate d'ailleurs que les profils de sélectivité

des deutoneurones ressemblent à ceux des neurones récepteurs et qu'ils pourraient donc n'être

qu'une combinaison des profils de sélectivité des neurones récepteurs. Quoiqu'il en soit, nous

savons qu'ils sont tels qu'un message discriminant peut toujours être transmis aux étages

supérieurs.

En effet, comme pour les neurones récepteurs, il est possible de connaître la forme de

l'information transmise par les deutoneurones grâce au recueil de leurs activités individuelles

par les électrodes d'enregistrement unitaire (Kauer, 1974; Scott, 1977; Chaput et al., 1985,

1987; Doving, 1987). Nos propres expériences à la périphérie du système olfactif de grenouille

se sont déroulées de concert avec celles d'André Duchamp qui, utilisant la même espèce

animale et les même stimuli que nous, a recueilli l'information à la sortie du bulbe olfactif

(Duchamp, 1982). Nous présenterons donc, dans la deuxième partie, une comparaison de

l'entrée et la sortie d'un étage d'intégration nerveuse olfactive (Duchamp et Sicard, 1984).

Finalement, nous retiendrons, pour l'instant, que la convergence numérique des fibres

primaires est un dispositif favorable à l'amplification du message périphérique (Leveteau et

Mac Leod, 1966; Holley et Doving, 1977; Van Drongelen, 1978; Van Drongelen et al., 1978).

La divergence topographique des projections a été interprétée comme liée aux performances de

détection du système plutôt qu'à ses capacités de discrimination (Astic et Saucier, 1986).
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2. Données neurobiologiques et fonctionnelles complémentaires

2.1. La maturation des neurorécepteurs olfactifs

La maturation des neurorécepteurs olfactifs s'accompagne de variations biochimiques

qu'on peut suivre au moyen de marqueurs divers. Parmi ceux-ci rappelons les marqueurs

immunologiques tels que ceux que nous avons déjà mentionnés mais aussi des protéines

comme l'OMP (olfactory marker protein) spécifique des neurones matures du tissu olfactif et

apparaissant après la formation de la synapse avec les deutoneurones (Farbman et Margolis,

1980).

Nos informations sur l'évolution de la sensibilité des neurorécepteurs aux odorants au

cours de l'ontogénèse proviennent d'une expérience réalisée au cours du développement

ontogénétique de la muqueuse de rat. On y peut ajouter les observations multiples entreprises

pendant la phase de neurogénèse qui suit la lésion expérimentale de la muqueuse ou du nerf

olfactif (Simmons et Getchell, 1981 Adamek et al., 1984; Masukawa et al.,1985).

Nous avons déjà précisé qu'il a été établi, après controverse (Shibuya, 1964) que la sensibilité

des neurorécepteurs aux stimuli olfactifs (jugée au travers de leur activité

électrophysiologique) nécessite vraisemblablement que les cils olfactifs soient formés (Getchell

et al., 1980; Mair et al., 1982; Adamek et al., 1984).

Chez le rat à l'état de f�tus ou de nouveau-né, Gesteland et ses collaborateurs

(Gesteland et al., 1982) ont enregistré extracellulairement l'activité électrique de neurones

olfactifs en réponse à une collection d'odeurs. Les enregistrements ont été réalisés sur des

préparations d'âges différents, s'échelonnant du 12ième jour de vie embryonnaire jusqu'au

14ième jour post-natal.

Les connections entre les fibres primaires et les deutoneurones s'établissent

vraisemblablement au cours du 18ième jour de vie f�tale (Farbman et Margolis, 1980). La

réponse locale de la muqueuse olfactive  électro-olfactogramme n'est détectable qu'au 14ième

jour de vie embryonnaire mais existe ainsi avant qu'une information ne puisse être transmise au

bulbe olfactif puisqu'il n'y a pas alors de connexion épithélio-bulbaire. Des potentiels de pointe

n'ont pu être recueillis qu'à compter du 16ième jour de vie embryonnaire. Les auteurs montrent

que la sélectivité des neurorécepteurs olfactifs croît  brusquement  au 19ième jour de vie

embryonnaire, c'est-à-dire à partir du moment où les premiers contacts entre les fibres

primaires et les deutoneurones du système olfactif sont établis. Cette étude suggère donc une

maturation fonctionnelle du neurorécepteur liée à la mise en place de sa synapse avec le

deutoneurone.

Ces résultats, importants, n'ont pas jusqu'ici été confirmés. Cependant, Menco et

Farbman, (1985a,b) étudiant la genèse des cils olfactifs du rat, montrent un parallélisme

suggestif entre la maturation ultrastructurale des neurorécepteurs et l'évolution des propriétés

électrophysiologiques de la muqueuse olfactive. Au 14ième jour de la vie embryonnaire, ils ne

distinguent   à la face apicale  des neurorécepteurs que  des cils primaires,   un par cellule, alors

que les premiers cils secondaires, multiples et caractéristiques de la maturité, apparaissent au

16iéme jour .  Le pourcentage de neurorécepteurs non sélectifs décroît donc en raison inverse

du pourcentage de cellules porteuses de cils secondaires.

 D�autres études ont été menées sur des épithéliums olfactifs en phase de régénération

après lésions, chez des amphibiens (Lidow et al., 1986,1987 ; Simmons et Getchell, 1981 ;

Adamek et al., 1984 ; Mair et al., 1982). Nous noterons que les conditions d�observation ne

sont pas strictement identiques à celle rencontrées lors de la mise en place ontogénétique de

cet organe. En particulier, une organisation bulbaire préexiste. De plus, on n�a jamais observé,

chez  les vertébrés  adultes,   les  neurorécepteurs  immatures  caractérisés   par  le cil  primaire
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unique (Menco et Farbman, 1985,b). Sur ces épithéliums en phase de régénération, Simmons

et Getchell, confrontant les observations histologiques et les propriétés électrophysiologiques

des neurorécepteurs olfactifs enregistrés extracellulairement (Simmons et Getchell, 1981),

n'ont décelé ni évolution ni différence de propriétés, activité spontanée ou sélectivité, entre les

cellules de la population naissante et les cellules de la population témoin. De même, Lidow et

ses collaborateurs n'ont pas, non plus, observé de stade de régénération pendant lequel les

neurorécepteurs de grenouille auraient manifesté une absence de sélectivité semblable à celle

observée chez le f�tus de rat (Lidow et al.,1987).

Ces données nous laissent donc penser que la maturation ontogénétique et celle qui a

lieu en cas de remplacement chez l'animal adulte pourraient être des phénomènes différents.

Elles attirent notre attention sur le fait que des neurorécepteurs d'âges différents pourraient

manifester des sélectivités différentes.

2.2 Le renouvellement des neurorécepteurs olfactifs

C'est en constatant la récupération après lésion du nerf olfactif que l'on prend

conscience de l'intérêt de cette neurogénèse. Les cellules qui ont capté la thymidine tritiée sont

distribuées de façon hétérogène et composent une sorte de mosaïque de marquages (Graziadei

et al., 1979) ce qui laisse penser qu'un petit groupe de cellules voisines sont simultanément

dans une même phase de maturation. Ces résultats ont été confirmés et étendus grâce à

l'insertion dans le génome d'un marqueur viral qui ne laisse plus de doute sur la filiation entre

les cellules globulaires et les neurones olfactifs. (Caggiano et al., 1994). L'isolement et la mise

en culture des cellules globulaires confirment aussi que ces cellules sont bien des précurseurs

neuronaux (Pixley, 1992;  Féron et al., 1999). Quant à la filiation entre les cellules basales

profondes et les cellules basales globulaires, elle reste hypothétique.

Les caractéristiques quantitatives du renouvellement sont difficiles à cerner et

dépendent probablement des conditions d'élevage des animaux. La durée de vie moyenne des

neurones récepteurs chez la souris a été estimée à environ 30 jours (Graziadei et al., 1979;

Moulton, 1975). Cependant, Hinds et al. (1984) montrent qu'il subsiste des neurones

récepteurs matures radioactifs, 12 mois après une injection de thymidine tritiée. Ces derniers

auteurs considèrent que les cellules qui régénèrent n'évoluent pas toutes jusqu'à l'état de

neurones récepteurs matures. Un faible nombre d'entre elles établiraient un contact synaptique

avec les cellules bulbaires et pourraient, dès lors, persister longtemps en l'absence de rhinites

ou autres agressions destructrices de l'épithélium récepteur.

Nous avons déjà établi que, bien que les cellules matures pouvaient apparemment

survivre longtemps (Hinds et al, 1984), les cellules basales remplacent, en permanence , une

fraction de la population des neurorécepteurs (Graziadei et Metcalf, 1971; Kristensson et

Olsson, 1971; Graziadei, 1973; Moulton, 1975). On doit considérer les conséquences d'un tel

renouvellement de la population de neurorécepteurs.

On ignore quel est le retentissement de ces modifications sur le message nerveux et la

façon dont est assurée la permanence de sa signification. On peut supposer que, du fait de la

faible importance quantitative des cellules en renouvellement, l'information apportée par la

multitude des canaux qui restent efficaces préserve le message. Cependant, les transformations

perpétuelles que subit la population de neurorécepteurs pourraient être accompagnées de

mécanismes conservateurs des propriétés de sélectivité de l'ensemble des individus. Cette

proposition est un corollaire de la suivante: Les fibres qui régénèrent forment de nouveaux

contacts synaptiques avec les deutoneurones. Ce phénomène, non géré, pourrait, à la longue,

entraîner une profonde modification de l'image bulbaire. Dans le cadre de l'hypothèse d'un
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codage spatial, cela laisse penser que les nouvelles projections pourraient être guidées.

Toutefois, d'autres alternatives sont envisageables, impliquant toutes une plasticité adaptative

et organisatrice des réseaux bulbaires. En fait, la connaissance nouvelle des récepteurs aux

odeurs et des règles d'organisation des projections épithélio-bulbaires permettent d'envisager

que c'est au niveau bulbaire, plus protégé, que se situe la "mémoire" du système (Wang et al,

1998).

Les mêmes questions se posent lorsqu'on considère la production de novo de

neurorécepteurs qui suit les lésions massives physiques ou chimiques de la muqueuse olfactive

(Graziadei et Monti-Graziadei, 1980; Camara et Harding, 1984). La section des nerfs olfactifs

est suivie de multiples changements structuraux (Graziadei et Monti-Graziadei, 1980;

Matulionis, 1975; Harding et al., 1977) biochimiques, (Harding et Margolis, 1975; Harding et

al., 1977, 1978; Moran et al., 1977; Rochel et Margolis, 1980), électrophysiologiques (Takagi

et al.,1969; Simmons et Getchell, 1981; Simmons et al., 1981; Adamek et al., 1984) qui

marquent une phase de dégénérescence rétrograde et une phase de régénération. Les délais et

l'efficacité fonctionnelle de la régénération qui suit dépendent de l'importance de l'atteinte

originelle.

Conséquence d'un autre ordre, méthodologique, à un instant donné, la muqueuse

olfactive est constituée de neurorécepteurs en développement, matures, ou sénescents. Nous

avons signalé plus haut que l'hypothèse qu'à différents âges les neurorécepteurs puissent avoir

des propriétés différentes a été émise (Gesteland et al., 1982). Or, les conditions

d'enregistrements extracellulaires de l'activité des neurorécepteurs olfactifs dans une muqueuse

olfactive indemne ne permettent pas, a priori, de savoir si on sélectionne, fortuitement, l'un ou

l'autre de ces âges. On devra donc tenir compte de cette remarque pour critiquer les propriétés

des neurorécepteurs olfactifs que nous mentionnerons (ou que d'autres ont rapportées). Dans

la mesure où certains neurones qui émettent des potentiels de pointe pourraient ne pas être

connectés au réseau bulbaire, cette remarque vaut également pour l'appréciation du message

olfactif périphérique.

2.3 Sensibilité électrophysiologiques aux stimulations chimiques

Dans la muqueuse olfactive, on enregistre plusieurs types de signaux

électrophysiologiques, chacun offrant la possibilité d'étudier des propriétés fonctionnelles

différentes et ayant donc son utilité particulière pour l'expérimentateur. Ils permettent de

distinguer l'activité locale du neurone récepteur, son potentiel générateur, et les signaux

transmis par l'axone sous forme de potentiels d'action. Depuis peu, ils donnent aussi la

possibilité d'analyser les propriétés des canaux ioniques de la membrane des neurorécepteurs

olfactifs.

2.3.1. L'électro-olfactogramme (EOG)

Il s'agit d'un signal électrophysiologique lent enregistré au moyen d'une dérivation

transépithéliale (Fig. 6): A la suite d'une stimulation olfactive brève de l'épithélium

chimiosensible, on enregistre en surface de la muqueuse olfactive une réponse électrique

généralement monophasique et négative qui a été nommée électro-olfactogramme (Ottoson,

1956). Cette réponse disparaît à la suite d'une section des nerfs olfactifs et réapparaît plus tard,

ses évolutions étant concomitantes des phases de dégénérescence et de régénération des fibres

olfactives primaires. Elle est formée principalement par une somme de courants récepteurs qui

manifestent l'excitation de nombreux neurorécepteurs. En étudiant les effets des modifications
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expérimentales de la composition ionique du mucus olfactif, on a montré que l'EOG est associé

à des déplacements ioniques, Na+ et K+, et que Ca2+ apparaît comme un cofacteur nécessaire

de la réaction olfactive (Takagi et al., 1968; Tucker et Shibuya, 1965; Suzuki, 1978; Yoshii et

Kawamura, 1983; Leveteau et al., 1989). L'amplitude maximum de la réponse EOG est

grossièrement proportionnelle à la concentration du stimulus qui l'évoque. Curieusement, on

s'est peu intéressé à la relation entre l'amplitude de la réponse EOG et le nombre ou l'intensité

des réponses unitaires qu'elle représente.

Le nombre d'éléments nerveux, plusieurs milliers habituellement, qui participent à la

réponse EOG, varie en fonction des caractéristiques géométriques de l'électrode

d'enregistrement. Il est aussi possible de réduire la constante d'espace en recouvrant la

muqueuse d'une solution désodée et saccharosée (Tucker et Shibuya, 1965; Daval et al., 1970),

pour finalement enregistrer l'activité intégrée de  quelques centaines de cellules.

L'aspect classique de l'onde lente, son allure monophasique, est parfois mis en défaut:

- Certains odorants délivrés durant des temps brefs, comme le chloroforme par

exemple, font apparaître une première phase positive. De multiples explications ont été

proposées, incluant la possibilité, aujourd'hui réfutée, d'un artéfact électrochimique (Ottoson,

1956), l'expression d'un potentiel inhibiteur (Gesteland, 1964) ou de signaux accompagnant

l'activité sécrétoire accrue des cellules de soutien (Takagi et al., 1969).

Figure 6: Exemple de réponses EOG enregistrées chez la souris. Ces quelques exemples permettent de

constater que le décours des EOG contient une information caractéristique de la nature du stimulus. Sicard,

donnée originale.

Notons que cette dernière hypothèse appelle la pluralité des phénomènes englobés par

la réponse EOG et l'origine extra-nerveuse de la composante positive a été étayée par le fait
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qu'après section du nerf olfactif une réponse positive aux solvants subsiste (Takagi et al.,

1969).

- Les stimulations prolongées à concentrations constantes évoquent des réponses

biphasiques, composée d'une réponse phasique et suivie d'un plateau tonique de plus faible

amplitude, peu adapté. Par ailleurs, les stimulations brèves répétées avec un rythme de

quelques secondes évoquent des réponses d'amplitudes décroissantes, sans extinction

cependant (Ottoson, 1956).

2.3.2.   L'activité unitaire des neurorécepteurs olfactifs

2.3.2.1. L'enregistrement intracellulaire et les courants ioniques

Les enregistrements de l'activité transmembranaire par empalement des neurones

récepteurs avec des microélectrodes classiques, intracellulaires, ont été difficiles à réaliser du

fait de la faible taille des cellules olfactives (Getchell, 1977; Suzuki, 1977; Trotier et Mac

Leod, 1983; Masukawa et al., 1985). Ils ont permis cependant d'observer le potentiel

générateur de ces cellules sensorielles in situ et les potentiels d'actions transmis. On a aussi pu

relever les caractéristiques suivantes:

Au repos, le potentiel de membrane est stable et se situe entre 30 mV et 65 mV. La

résistance d'entrée serait supérieure à 100 megohms. On peut dépolariser la cellule par

l'application de faibles courants (Hedlund et al, 1987). Les potentiels d'actions apparaissent sur

des dépolarisations membranaires. Les membranes du neurorécepteurs présentent une

résistance linéaire sous potentiels imposés hyperpolarisants et une rectification sous potentiels

imposés dépolarisants. La résistance membranaire est abaissée lors de la réponse au stimulus

olfactif, ce qui manifeste l'ouverture de canaux transmembranaires.

L'ensemble de ces données a pu être confirmé au moyen d'électrodes de patch clamp

(Trotier, 1986; Firestein et Werblin, 1987, Maue et Dionne, 1987). Cependant, en particulier,

la résistance membranaire est plus importante encore que ne le laissait prévoir les études

intracellulaires: Elle serait plutôt de l'ordre de 3 à 6 gigaohms. Ainsi, en injectant un courant de

3 à 5 pA seulement, on peut évoquer un potentiel d'action (Trotier, 1986; Firestein et al.,

1987).

On a très tôt identifié une collection de canaux ioniques soit directement sur les cellules

isolées (Trotier, 1986; Firestein et Werblin, 1987; Maue et Dionne, 1987; Schild et al., 1989),

soit sur des cils olfactifs (Nakamura et Gold, 1987) soit encore sur des reconstructions

membranaires (Getchell, 1988, Yoshii et al.1989; Vodyanov et Murphy, 1983; Labarca et al.,

1988; Anholt, 1988).

- Ceux contrôlant l'entrée de sodium: transitoires et résistants à la tétrodotoxine, sensibles au

cobalt mais probablement inhibés par l'application d'amiloride (Frings et Lindemann et al.,

1989).

- Ceux contrôlant les mouvements du calcium: entrants, et soutenus (Schild, 1989).

- Ceux contrôlant les courants potassiques sortants:

- calcium dépendants de 80 pS (Maue et Dionne, 1987);

- calcium dépendants de 130 pS (Maue et Dionne, 1987), probablement similaires à 

   un canal obtenu à partir de cils olfactifs (Jorquera et al., 1995);

- potentiel-dépendants de 40 pS, à inactivation rapide.

- Celui contrôlant un courant potassique entrant et rectifiant de 25 pS (Maue et Dionne, 1987);

- Ceux contrôlant les mouvements des ions chlore (Trotier, 1986; Labarca et al, 1988; Kleene

et Gesteland, 1991).
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- Ceux sélectifs des cations Na+ et K+, ayant des temps d'ouverture d'une milliseconde et

plusieurs états de conductance à des intervalles de 35 pS, directement sensibles à des

concentrations nanomolaires de certains odorants (Labarca et al., 1988).

- Et celui primordial dans la réponse aux odeurs, sélectif des cations Na
+
 et Ca

2+
(Nakamura et

Gold, 1987).

2.3.2.2. L'enregistrement extracellulaire: recueil de l'activité transmise

Bien avant qu'on aboutisse à ces impressionnantes précisions, et grâce principalement à

l'utilisation de microélectrodes métalliques extracellulaires, il a été possible de recueillir les

potentiels de pointe émis par des neurorécepteurs olfactifs soumis à la stimulation olfactive.

Parce qu'elle est plus propice que la méthode intracellulaire à des contacts de longue durée

avec les neurorécepteurs olfactifs, nous avons utilisé la méthode extracellulaire au cours de nos

propres travaux, chez la grenouille comme chez la souris. Cette méthode permet d'interroger

individuellement les neurorécepteurs, de révéler la sensibilité de ces cellules à plusieurs

stimulations olfactives et, finalement, de déduire la forme temporelle et spatiale du message

nerveux transmis par le nerf olfactif.

Au repos, chez la grenouille, le neurorécepteur émet de manière sporadique des

potentiels de pointe d'une durée généralement supérieure à 5ms. Cette activité apparaît, en

moyenne, assez stable sur des périodes allant jusqu'à  plus d'une heure. Chez la grenouille, à

13°C, l'activité moyenne de repos se situe entre zéro et une centaine de potentiels de pointe par

minute. La sensibilité à la stimulation olfactive apparaît comme une augmentation transitoire du

rythme d'émission de potentiel de pointe (Fig. 7). Les réponses à fréquences élevées

s'accompagnent souvent d'effondrements  radués et réversibles de l'amplitude du potentiel

de pointe (réponses dites "décrémentielles").

Figure 7:  Exemple de réponse de neurorécepteur olfactif de souris. Le neurone est contacté par

l'intermédiaire d'une électrode métallique extracellulaire plongée dans la muqueuse olfactive exposée d'une

souris anesthésiée à l'équithésine. Sicard, donnée originale.

Le nombre des potentiels émis à la suite de la stimulation ne croit pas systématiquement

en fonction de la concentration du stimulus (Holley et Doving, 1977). Aussi, on choisit

habituellement de représenter les réponses des cellules aux odorants par la fréquence maximum

atteinte au cours de la réponse qui, elle, est bien une fonction croissante de la concentration du

stimulus. Les maxima relevés chez la grenouille à 13°C avoisinent 1200 P.A./min.  Les

potentiels de pointe que nous avons enregistrés chez la souris sont à la fois plus courts et attei-

gnent des fréquences beaucoup plus élevées.
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La réponse au seuil de sensibilité se manifeste par une émission de potentiels de pointe

dont la probabilité d'apparition répond à une loi de Poisson. Compte tenu d'une activité de

repos non nulle et sporadique, cette caractéristique ne facilite pas l'identification des réponses

au seuil. Ces réponses ne sont d'ailleurs, en principe, identifiables qu'à la suite de répétitions

des stimulations (Van Drongelen et al., 1978b). On peut donc considérer que l'utilisation de la

fréquence d'émission de potentiel de pointe comme critère de sensibilité conduit à une sous-

estimation du nombre de cellules sensibles à un stimulus donné. Le fait d'imposer des

stimulations de fortes intensités, ce qui vise à saturer les systèmes récepteurs,  était

censé réduire l'importance relative de ce type d'erreur systématique.

2.4 Modifications expérimentales de la sensibilité de la périphérie du système olfactif.

2.4.1. Destruction de la couche réceptrice par des agents physiques ou chimiques

A la suite de chocs, les filets nerveux olfactifs qui criblent l'ethmoïde peuvent être

rompus. Il s'ensuit une perte de la fonction olfactive (Moran et al.,1985, Levin et al.,1985).

Comme nous l'avons déjà dit, des lésions chirurgicales du nerf olfactif chez de nombreuses

espèces animales ont été réalisées pour étudier la régénération des neurorécepteurs et divers

aspects des relations muqueuse-bulbe. On peut imaginer une exploration systématique des

effets de lésions partielles qui perturbent l'organisation spatiale du message olfactif

périphérique et pourraient donc avoir des conséquences observables sur les capacités de

discrimination des animaux lésés.

En dehors de ces atteintes traumatiques, plusieurs types de traitements appliqués à la

muqueuse olfactive peuvent abaisser sa sensibilité aux substances odorantes:

On peut, par exemple, citer l'irradiation nucléaire (Carmichael et al., 1984; Ophir et al.,

1988) ou les instillations intra-nasales de solutions toxiques. Leurs effets ne sont généralement

pas spécifiques: les sensibilités à toutes les substances odorantes sont simultanément affectées.

Ces traitements, dans des conditions ménagées, ne détruisent que les neurorécepteurs olfactifs

et laissent intactes les cellules basales. Nous avons déjà noté qu'à partir de ces dernières, on

assiste, après l'arrêt du traitement, à une régénération de l'épithélium olfactif (Fig. 8) et à une

récupération, au moins partielle, de la fonction olfactive (Harding et al., 1978, Harding et

Wright, 1979; Schmidt et al, 1984; Lidow et al., 1987 Simmons et Getchell, 1981, Delaleu et

Sicard, 1995).

Ainsi, il est possible d'agir expérimentalement, in vivo, sur les propriétés de l'organe

récepteur du système olfactif au moyen de substances chimiques. Le sulfate de zinc est

communément utilisé pour réaliser une lésion large de la muqueuse olfactive. Il semble qu'il

soit difficile d'atteindre la totalité des territoires olfactifs par ces méthodes. (Meredith et

O'Connel, 1988). On a aussi utilisé des antimitotiques, des détergents, des réactifs des

protéines...

Une lésion provoquée par application de ZnSO4 suivie d'une phase de régénération

puis d'une administration prolongée d'un antimitotique (hydroxyl-urée) permet d'obtenir, après

arrêt du traitement, une population de neurorécepteurs à évolution synchronisée (Lidow et al.,

1986). Parce qu'elle supprime les incertitudes relatives à la diversité des états de maturation

que nous avons déjà mentionnée, cette procédure astucieuse a permis d'étudier, chez la

grenouille, l'évolution des propriétés des neurorécepteurs au cours de leur régénération (Lidow

et al., 1987).
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2.4.2 Manipulations sélectives de la sensibilité aux odorants

D'autres expériences ont tenté de mettre en évidence des effets différentiels de

traitements chimiques de la muqueuse olfactive (Mason et Morton, 1984, Mason et al., 1984)

ou de protéger de manière sélective la sensibilité à un type d'odorant vis-à-vis de tels

traitements (Getchell et Gesteland, 1972).

Certaines de ces expériences utilisaient des réactifs des protéines comme le N-éthyl

maleimide, le Mersalyl, l'acide chloromercuri-benzoïque ou de glycoprotéines comme la

concanavaline A. La variable olfactive mesurée était l'amplitude maximum de l'EOG.

L'atteinte de la sensibilité à toutes les substances odorantes provoquée par l'application

de Mersalyl sur la muqueuse olfactive est faiblement différentielle. Appliqué à une

concentration milli-molaire avant et pendant le traitement inactivant, l'acétate d'amyle exerce

un effet protecteur pour l'acide n-butyrique, l'acétate de butyle, le phénylacétaldéhyde, et le

cinéole mais n'a pas d'effet sur la réponse au 1-butanol, l'acétate de benzyle ou de linalyle,

nitrobenzène, la ß-ionone (Menevse et al., 1978). Cependant, selon la même équipe, aucun

effet protecteur différentiel de l'acétate d'amyle, de la carvone ou du decanal appliqués à des

concentrations de l'ordre de 20µM n'a pu être décelé (Shirley et al., 1983). Les auteurs ont

donc finalement conclu que le traitement de la muqueuse olfactive par le Mersalyl conduit à

des effets non directement liés à la spécificité des sites récepteurs.

La spécificité de l'effet inactivant  de la concanavaline A, d'abord limitée aux acides

gras à chaîne courte, n'a pas été confirmée (Shirley et al., 1983; 1987; Wood et al., 1983).

Signalons cependant un cas où une spécificité plus marquée a été rapportée:

L'application de substances odorantes photoactivables et l'irradiation par  les rayons

ultraviolets concomitantes réduisent toutes, mais différentiellement, les réponses EOG à des

stimulations olfactives variées (Delaleu et al., 1983). La molécule photoactivable étant le

phényl-azide, l'altération des réponses aux composés à noyau aromatique comme l'anisole ou le

nitrobenzène était clairement plus importante que celle obtenue pour le cinéole ou pour le

camphre.  Ce phénomène pouvait alors être interprété comme le fait de blocage de multiples

sites avec lesquels interagit le phényl-azide photoactivé. Certains d'entre eux seraient

particulièrement  touchés: ceux qui sont normalement engagés dans la détection olfactive de

cette substance et dont on suppose raisonnablement qu'ils auraient une bonne affinité pour des

molécules à noyau aromatique.

2.4.3 Adaptation croisée

Des informations complémentaires des précédentes ont été apportées par les

expériences d'adaptation croisée. Il s'agit là d'une approche délicate mais particulièrement

élégante. Plusieurs protocoles ont été suivis. Tous consistent d'abord à délivrer des odorants

successivement dans un intervalle de temps limité à  quelques secondes.

 Ces stimulations olfactives ont été appliquées:

- aux sujets humains et on leur a demandé de préciser leurs sensations (Koster, 1971).

- à la muqueuse de salamandre, et on a recueilli la réponse unitaire des neurorécepteurs

olfactifs (Baylin et Moulton, 1979)

- à la muqueuse de grenouille ou de carpe, et on a recueilli une onde bulbaire évoquée (Ohno

et al., 1984; 1985).

Les résultats obtenus sont assez cohérents. Tous les auteurs signalent que la première

stimulation altère, en général, tout ou partie de la réponse à la deuxième stimulation. Ceci est

vrai  que la nature  des deux stimulus successifs  soit changée ou non  (auto-adaptation dans ce



Figure 8: Destruction sélective de  la muqueuse olfactive par une injection intrapéritonéale

de Dichlobenil chez la grenouille. A- Coupe histologique  témoin de la muqueuse olfactive de

grenouille. B- Résultat de l�injection (50mg/kg) de dichlobenil (2,6 dichlorobenzonitrile): Qua-

tre jours après l�injection, on observe la destruction massive de l�épithélium olfactif. On note

que les glandes de Bowman son transformées. L�atteinte est exclusivement localisée à la mu-

queuse olfactive. C- Une injection préalable de métyrapone suprime l�effet destructeur du

dichlobenil, ce qui démontre la participation d�un système cytochrome P450 dans cette toxicité

sélective. D- Après une récupération de quatre vingt dix jours, la muqueuse olfactive retrouve

son aspect original et nous avons avons montré qu�elle réagissait normalement à la stimulation

chimique. GB: Glandes de Bowman, M: Mélanine. Barre: 60µm. D�après Delaleu et Sicard,

1995.
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cas).  Koster comme Baylin  remarquent que l'adaptation est rarement symétrique,  c'est à dire

que le stimulus qui altère la réponse à l'autre ne voit pas systématiquement sa propre réponse

altérée par l'autre lorsque l'ordre des stimulations est inversé. Par contre, Onho et al.

rapportent une belle symétrie des adaptations. Cette contradiction est probablement due à la

sensibilité différente des méthodes, mises en oeuvre à des niveaux différents, pour recueillir les

réponses du système olfactif. Ces données sont, finalement, interprétées comme l'indication

que des substances odorantes partagent certains récepteurs avec des affinités inégales. Parce

que les affinités relatives des stimulus pour ces sites sont différentes ou parce qu'un stimulus

donné peut réagir avec plus de sites différents que l'autre, l'adaptation croisée n'est pas

toujours symétrique.

Une approche voisine a été pratiquée par Bell et al. (1987). Elle est fondée sur

l'utilisation d'un mélange binaire d'odorants. Dans un rapport audacieux, les effets, chez le

sujet humain, de masquage d'un des composés odorants par l'autre ont été rapprochés des

observations de l'activité glomérulaire que ce même mélange évoque chez le rat. Les auteurs

remarquent que les résultats sont cohérents avec l'idée que les espèces moléculaires du

mélange entrent en compétition pour les mêmes sites récepteurs.

2.5. Variations régionales de la sensibilité de la muqueuse olfactive

De façon répétée et chez différentes espèces, à l'aide d'enregistrement de l'EOG, on a

montré l'hétérogénéité spatiale de la sensibilité de la muqueuse olfactive.

Non spécifique, elle correspond d'abord aux changements locaux de densité en

neurorécepteurs. Cependant, en comparant les amplitudes d'EOG évoqués par de multiples

substances odorantes à celle correspondant à un stimulus de référence, on a observé que ces

variations spatiales étaient aussi spécifiques de la nature des stimuli (Daval et al., 1970,

Mustaparta, 1971; Thommesen et Döving, 1977; Mackay-Sim et al., 1982; Edwards et al.,

1988). Ainsi, en utilisant des séries de stimulus, on a réussi à évaluer leur similitude d'action

sur la muqueuse (Daval et al., 1970). Par exemple, on a remarqué que le nitrobenzène et le

benzaldéhyde, deux produits sentant l'amande amère, évoquent des réponses dont les

amplitudes varient parallèlement sur toute l'étendue de la muqueuse olfactive. Ces

observations donnaient une base  expérimentale à l'hypothèse d'un code spatial de l'odeur et

ont été confirmées et détaillées récemment (Ezeh et al., 1995). Elles sont renforcées par les

données biochimiques obtenues à partir de muqueuse olfactive de chien (Dreesen et Koch,

1982), et cohérentes avec les données apportées par la biologie moléculaire (cf plus loin).

Envisageant cette hypothèse, Moulton (1976) indiqua que des odorants différents

pouvaient recruter les réponses de régions distinctes de la muqueuse olfactive sous l'effet de 2

phénomènes: S'appuyant sur l'adsorption différentielle des substances odorantes par le mucus,

le premier conduit à une mise en forme imposée du message périphérique. Selon le deuxième

processus, la mise en forme serait inhérente aux particularités de la distribution de

neurorécepteurs de même sensibilité sur l'étendue de la muqueuse olfactive. L'utilisation de

sources d'odeur quasi ponctuelles a confirmé que la deuxième hypothèse pouvait à elle seule

expliquer les variations sélectives régionales de la sensibilité aux odeurs (Kubie et al., 1980;

Mackay-Sim et al., 1982, Ezeh et al., 1995, Scott et al. 1996). Jusqu'à il y a peu, il n'y avait

pas d'explicitation de l'organisation qui réglerait les distributions différenciées des sélectivités

et dont on devrait retrouver une trace à l'échelle unitaire.

L'évaluation de la pertinence de cette régionalisation reste à faire. Elle demanderait

d'estimer l'effet de lésions localisées de la muqueuse sur les capacités de reconnaissance des

odeurs.
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2.6. Des catégories de neurones récepteurs olfactifs?

Bien évidement, la question de la catégorisation des neurorécepteurs occupe une

position centrale dans notre étude. Comme nous allons le voir, il existe plusieurs manière de

l'envisager. Dans chaque cas, nous serions bien heureux de découvrir qu'aux catégories de

neurorécepteurs décrites correspondent des propriétés de sélectivité particulières. Il semble

que ce soit parfois le cas.

2.6.1. Hétérogénéité morphologique

Comme je l'ai déjà souligné, les neurorécepteurs peuvent porter soit des cils soit des

microvillosités. Ainsi on distingue au moins deux types morphologiques de neurorécepteurs

dont les proportions varient selon les espèces. (Reese et Brightman; 1970, Holl, 1973; Theisen

et al., 1980; Thommesen, 1982; Reese, 1965; Graziadei, 1973; Simmons et Getchell, 1981;

Jourdan, 1975; Rowley et al.,1989).
1

On a émis l'hypothèse qu'à cette distinction de forme correspondent des sensibilités

chimiques différentes.

Chez les Salmonidés où les types morphologiques sont distribués distinctement,

Thommesen (1982) a montré leurs différences de sensibilités vis-à-vis de certains stimulus

odorants. Les neurorécepteurs à microvillosités sont apparus particulièrement sensibles aux

acides aminés, solubles dans l'eau. Compte tenu de leurs propriétés solvatantes différentes, le

milieu aérien et le milieu aqueux ne véhiculent pas identiquement les mêmes messagers

olfactifs. Il est donc tentant de penser que les catégories morphologiques différentes

pourraient correspondre à des solutions adaptatives (Vinnikov, 1982; Weiss et Altner, 1984)

répondant à des modes de vie différents, terrestres ou aquatiques. Cette idée est globalement

cohérente avec la répartition des deux types classiques selon les phylums. Mais on ne dispose

pas d'information sur les propriétés chimio-réceptrices des neurorécepteurs à microvillosités

chez les mammifères.

2.6.2. Hétérogénéité chimique

2.6.2.1. Marqueurs immunologiques

Depuis quelques années, l'identification immunohistochimique des neurorécepteurs

montre la réalité d'une partition des neurorécepteurs sur la base de leur équipement de surface

en glyco-protéines.

L'immunoréactivité de ces neurones permet, parfois en effet, d'en distinguer plusieurs

sous-ensembles sans qu'on en comprenne toujours leur signification fonctionnelle (Astic et al.,

1989; Allen et Akeson, 1985,ab; Hempstead et Morgan, 1985; Fujita et al., 1985; Mori, 1987;

Mori et al., 1985; Schwob et Gottlieb, 1986; Schwarting et Crandall, 1991). Les antigènes

repérés marquent généralement tout le neurorécepteur y compris son arborisation

glomérulaire. Dans certains cas, les catégories révélées projettent topographiquement leurs

axones sur le bulbe olfactif. La partition se fait le plus souvent selon l'axe médio-latéral.

1 On notera que les cellules à microvillosités de la muqueuse olfactive ont reçu des descriptions variées, et

qu'elles représentent plusieurs classes de cellules. Il persiste une certaine confusion. Dans tous les cas, leurs

rôles restent imprécis. C'est la présence d'axones et le marquage rétrograde par la peroxydase injectée dans le

bulbe qui atteste de la nature neuronale de certaines d'entre elles au moins. Chez le rat, des cellules à

microvillosités sans prolongement axonal tardent à se mettre en place lors de la régénération suivant la lésion

de la muqueuse olfactive., et l'étude de la récupération fonctionnelle n'a pas montré de déficit spécifiquement

imputable à ce type cellulaire (Miller et al., 1995).
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D'autres fois, on a écrit que ces distinctions immunohistochimiques pouvaient être interprétées

soit comme significatives d'un état de maturité, soit comme jouant un rôle dans l'établissement

des connections avec le deutoneurone au cours de l'ontogénèse du système olfactif (Astic et al,

1989). Mori a indiqué que les cellules appartenant à des territoires bulbaires correspondant à

des projections immunologiquement différenciées présenteraient des sélectivités différentes

(Mori et al., 1990).

Parmi les distinctions immunologiques les mieux documentées, on peut mentionner

celle qui concerne, chez le rat, des neurones récepteurs projetant à la marge postérieure du

bulbe olfactif, et probablement impliqués dans des chimio-détections spécialisées (Ring et al.,

1997). Que se soit le groupe de neurones récepteurs positifs pour l'anticorps 2C6 ou celui des

neurones récepteurs positifs pour l'anticorps Mab213, ils sont caractérisés par leur disposition

symétrique dans les deux cavités nasales, et leurs projections également symétriques dans des

territoires glomérulaires, constantes chez tous les animaux testés. En même temps qu'on

observe cette spécificité immunologique intrinsèque, on découvre d'autres variations

caractéristiques, comme par exemple un faible niveau d'expression de l'OMP des neurones

récepteurs positifs pour 2C6 et pour Mab231, mais aussi une forte expression d'une acétyl

choline-estérase des glomérules rejoints par les neurones distingués par Mab213, une faible

pour les glomérules atteints par les fibres 2C6 positives. (Voir aussi Juilf et al., 1997, et

Shinoda et al., 1993).

2.6.2.2. Autres marqueurs de surface: les lectines

C'est grâce à des lectines, interagissant avec des glycanes, que d'autres auteurs

(Hempstead et Morgan, 1983; Key et Giorgi, 1986; 1990; Barber, 1989) montrent l'existence

de plusieurs classes de neurorécepteurs. Ici encore, on peut parfois relier cette sélectivité aux

états de maturation (Barber, 1989) et on trouve aussi des indices selon lesquels les projections

des catégories révélées seraient, chez le rat et chez la grenouille, topographiquement

organisées.

2.6.2.3. Marqueurs fluorescents

Des molécules fluorescentes ont aussi été utilisées pour marquer les neurorécepteurs

olfactifs (Holl, 1981; Suzuki, 1984). A la suite de deux applications intra-nasales journalières

de solutions de Jaune Procion, répétées pendant plusieurs jours consécutifs, chez des

grenouilles se comportant librement, Suzuki observa un marquage d'environ 80% des

neurorécepteurs. Il interpréta cette sélectivité comme étant liée à l'état de maturité des

neurorécepteurs. Seuls ceux connectés au bulbe olfactif lui apparurent marqués, et donc des

cellules très certainement capables de transmettre une information et activables par la

stimulation olfactive. Pour ma part, j'ai pu observer, après que des prélèvements d�épithélium

aient été incubés dans une solution saline (Ringer) en présence de Jaune Procion (Mx4R, 1%),

sous un air non contrôlé, pendant cinq à quinze minutes, qu'une fraction des neurorécepteurs

olfactifs captent le colorant fluorescent. Dans ces conditions, la sélectivité du marquage m'a

semblé beaucoup plus importante que celle rapportée par Suzuki (Fig. 9).

Les raisons de la capture de tels colorants sont inconnues. Il a été cependant admis que

l'abondance du marquage serait sous la dépendance d'une activité métabolique accrue (De

Monasterio et al., 1981; Wilcox et Franceschini, 1984; Weidner et al, 1983; Schmued et

Fallon, 1985; Sarthy et Hilbush; 1983). Certains de ces auteurs ont étudié, chez une mouche,

la capture de colorant fluorescent par les cellules sensibles de la rétine. Seuls les

photorécepteurs sensibles à une longueur d'onde particulière sont sélectivement marqués

lorsque l��il de la mouche a été irradié par la longueur d'onde en question. Au contraire, en

l'absence d'éclairement, ces  mêmes  cellules ne fixent  pas le  colorant. Ces observations
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laissent donc l'espoir d'obtenir des marquages des neurorécepteurs selon leurs propriétés

fonctionnelles. D'autres types moléculaires, pourraient probablement servir de marqueurs

puisque, par exemple, diverses protéines, incluant la peroxydase de raifort, peuvent être

captées par la portion apicale des neurorécepteurs olfactifs (Kristensson et Olsson, 1971;

Meredith et O'Connel, 1988).

Figure 9: Marquage fluorescent d'une portion d'épithélium olfactif après incubation dans une solution de

Ringer, en présence de Jaune Procion (1%), d'un prélèvement tissulaire chez la grenouille. Remarquez le

faible pourcentage de neurorécepteurs marqués. Sicard, donnée originale.

2.6.2.4. Des neurones olfactifs sensibles au CO2?

L'anhydrase carbonique correspond une famille d'enzymes qui catalyse l'hydratation du

dioxyde de carbone. Il a été montré que certains neurones de l'épithélium olfactifs présentent

une forte activité catalytique de ce type (Brown et al., 1984, Okamura et al., 1996). De plus,

on a montré que la réponse électrophysiologique lente de la muqueuse au gaz carbonique était

déprimée par l'application locale d'un inhibiteur de l'enzyme, alors que la réponse EOG aux

mêmes sites à un odorant, l'acétate d'isoamyle, ne l'était pas (Coates et al., 1990). En fait des

cellules présentant la même activité enzymatique sont aussi rencontrées dans l'épithélium

respiratoire, si bien qu'on ne sait pas si les neurones sensibles aux CO2 de l�épithélium olfactif

doivent être considérés comme une spécialisation de neurones olfactifs ou bien comme un

autre type cellulaire.
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3. Aspects moléculaires de la transduction olfactive

Depuis l'intervention d'une biochimie moléculaire dans l'étude l'olfaction, un bon

nombre de constats physiologiques ont trouvé une explication à l'échelle moléculaire. Nous

proposons ici un bilan de ces données nouvelles, vision instantanée du mécanisme de

transduction sensoriel olfactif dont nous devons être conscients qu'elle évoluera encore et,

surtout, assez vite...

3.1. Les récepteurs aux odeurs

3.1.1. Une grande variété de protéines transmembranaires.

Chronologiquement, le fonctionnement et certains éléments impliqués dans la

transduction olfactive ont été repérés et identifiés bien avant les récepteurs des odeurs eux-

mêmes. Tenant compte de ces données accumulées sur la transduction olfactive, Buck et Axel

font le pari que les récepteurs interagissent avec des protéines G, tout comme d'autres

récepteurs transmembranaires bien connus, et annoncent en 1991 qu'ils ont découvert les

premiers récepteurs olfactifs chez le rat. Plus exactement, ces chercheurs ont isolé les premiers

ARN messagers codant pour une famille de protéines à sept domaines transmembranaires,

ayant toutes les caractéristiques requises pour jouer le rôle de récepteurs des odeurs. Le fait

qu'ils les trouvaient spécifiquement associés au tissu neuroépithélial olfactif était un argument

déterminant.

Mille serait une approximation correcte du nombre de récepteurs possibles différents

chez le rat. Cette estimation repose sur le constat que lorsqu'on marque les neurones qui

contiennent un ARNm donné, au moyen d'hybridations in situ, environ une cellule sur mille est

marquée. Cette grande diversité de séquences génomiques codant pour des protéines jouant un

même rôle est exceptionnelle. L'existence de zones hypervariables dans les domaines

transmembranaires 4 et 5, illustre l'idée de la multiplicité des spécificités de ces récepteurs

(Lancet et Ben-Arie, 1993). La covariation de domaines transmembranaires et de la boucle

extracellulaire 2, laisse supposer qu'un signal identifiant le récepteur est disponible à la surface

de la cellule (Singer et al., 1995ab).

Par la suite, plusieurs groupes ont recherché ce type de récepteurs chez plusieurs

espèces (Levy et al., 1991, Ngai et al., 1993a, Raming et al., 1993, Ressler et al., 1993, Freitag

et al., 1995, Leibovici et al., 1996), y compris l'Homme (Selbie et al., 1992), et, ils ont ainsi

augmenté le nombre des séquences protéiques connues appartenant à cette même famille. Cette

multiplication corrobore l'idée d'une grande variété des récepteurs mais, surtout, elle a fini par

montrer que l'on devait subdiviser cette famille (Fig. 10). En particulier, une sous-famille assez

clairement distincte qui isole les récepteurs typiques des vertébrés aquatiques (Freitag et al.,

1995), et qui semble également être bien moins nombreuse (Ngai et al., 1993) que ceux des

vertébrés aériens étudiés à été identifiée. Remarquons au passage que ces variations soulignent

l'adaptation écologique, de ces équipements en récepteurs: Le monde des molécules

odorantes en milieu aqueux, molécules solubles, diffère de celui qui caractérise l'environnement

aérien où les molécules organiques lipophiles foisonnent.

Plus récemment encore, une sous-famille de gènes orthologues codant pour des

récepteurs olfactifs présentant à la fois des caractéristiques structurales particulières (dont  une

élongation  de la 3ième boucle  extracellulaire et une abondance de résidus aminés chargés

dans des positions conservées), une relative proximité des gènes qui les codent, et simul-



Figure 10: L�arbre phylogénétique de la super-famille des récepteurs olfactifs. Les

récepteurs des poissons appartiennent à une famille (pourcentage d�homologie supérieur

à 40%) divisible en deux sous-familles (pourcentage d�homologie supérieur à 60%). Beau-

coup de ces récepteurs présentent plus de 90% d�homologie. Ces proximités de structure

contraste avec les écarts qu�on observe chez le rat ou l�ensemble des séquences connues

de mammifère ou de l�appareil olfactif aérien du Xénope, qui permettent de reconnaître

7 familles et 13 sous-familles. RR, rat, MR, souris, XR, xénope, FR, poisson, HR, homme.

(d�après Freitag et al., 1995).
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tanément, une distribution topographique plus restreinte que celles décrites pour les autres

sous-familles a été rapportée (Kubick et al., 1997). Dans ce cas, la taille des zones de

distribution et la variation concentrique de densité d'expression du récepteur sont tout à fait

compatibles avec les foyers de forte sensibilité spécifique révélés par les approches électro- ou

opto-électro-physiologiques (Scott et al., 1996, Kent et al., 1996). Les aspects purement

génétiques sont encore en cours d'examen. En particulier, le contrôle de leur expression n'est

pas encore bien appréhendé. Dans le génome humain, on découvre beaucoup de pseudo-gènes

de récepteurs olfactifs, c'est-à-dire des gènes qui ne peuvent pas, ou plus (et traduisant alors

une régression du sens olfactif), être exprimés (Rouquier et al., 1998, Trask et al., 1998).

Il faut aussi souligner qu'en fait on trouve des récepteurs appartenant à cette super-

famille aussi dans d'autres systèmes: Il n'est pas très surprenant de les rencontrer dans le

système gustatif (Abe et al., 1993) mais on les trouve passagèrement exprimés au cours du

développement embryonnaire dans le tissu cardiaque (Drutel  et al., 1995) ou dans une lignée

de cellules pancréatiques (Blache et al., 1998). Plus excitante, la découverte de plusieurs

variétés de ces récepteurs dans la lignée spermatique, y compris dans les spermatozoïdes

matures (Vanderhaeghen et al, 1993, 1997) débouche sur une hypothèse révolutionnaire, qui

permet d'envisager une rencontre entre le spermatozoïde et l'ovocyte qui ne tiendrait pas au

seul hasard. En tout cas, ces récepteurs pourraient supporter une chimiotaxie des

spermatozoïdes dans les voies génitales femelles. (Parmentier et al., 1992, Walensky et al.,

1995, Vanderhaeghen et al., 1997).

Constatons enfin, que l'exploitation véritable de la dimension phylogénétique, voire

l'utilisation des gènes codant pour les récepteurs olfactifs comme traceurs phylogénétiques

dans le génome, reste à faire (mais voir toutefois Zhou et al., 1997).

3.1.2. La question de la spécificité

Ces récepteurs à sept domaines transmembranaires n'ont pas d'activité enzymatique

connue, ils peuvent être considérés comme "catalyseur" des protéines G lorsqu'ils sont activés

par leurs ligands. Restée assez longtemps hypothétique, l'implication des protéines découvertes

par Buck et Axel dans la réception olfactive est consensuellement acceptée. Cependant,

plusieurs tentatives d'expression de ces récepteurs dans des cellules d'accueil ont été menées.

Moyennant la mise en oeuvre d'un vecteur infectant, ces cellules hôtes peuvent intégrer à leur

génome un équipement génétique extrinsèque comprenant le gène codant pour un récepteur

étranger.

Seuls, Raming et al., (1993), ont publié la pleine réussite de l'expression d'un gène

codant pour un récepteur, OR5, dans une cellule d'eukaryote, Sf9. Selon eux, les cellules

témoins ne manifestaient aucune réaction à la présence d'odorants dans le milieu de culture,

mais les cellules transfectées réagissaient par une augmentation du taux d'IP3 intracellulaire.

Ces cellules réagissaient sélectivement, répondant à 5 mélanges d'odorants sur les 13 testés.

Malheureusement, il semble bien que cette même équipe éprouve quelques difficultés à

reproduire un tel résultat. Une autre équipe confirma que la méthode se révèle impraticable

pour tester de nombreux récepteurs (Gat et al., 1994, Nekrasova et al., 1996).

Le même groupe, associé à Prestwich (Kiefer et al., 1996), a tenté une expression du

même récepteur, OR5, dans un autre modèle cellulaire, Escherichia coli, qui avait si bien réussi

à d'autres étudiant des récepteurs appartenant à d'autres sous-familles (Marullo et al., 1992,

Grisshammer et al., 1995). Seule une protéine réceptrice dont la première boucle

extracellulaire a été transformée pour faciliter l'intégration de la protéine à la membrane, a pu



Figure 12: Quelques exemples de distributions ré-

gionales de récepteurs aux odeurs sur des coupes

de cavités nasales de rat. Un récepteur donné se

répartit dans des territoires plus ou moins étendus

de la muqueuse olfactive. Cette distribution est sy-

métrique, ce qui laisse également supposer un pro-

gramme régulier présidant à sa mise en place. Ici,

on voit la distribution de quatre récepteurs distincts,

OR14, OR18, OR124 et celle réduite de OR37. D'après

Strotmann et al., 1994.

Figure 11: Coupe histologique de cornets olfac-

tifs , ectoturbine  2 et endoturbine II et récep-

teurs aux odeurs. Les neurones sont marqués

par hybridation in situ à l'aide d'un ARNm

antisens construit sur un motif appartenant au

récepteur OR14. On peut constater que les deux

territoires olfactifs se faisant face et appartenant

à deux cornets distincts sont marqués, ce qui

laisse supposer un contrôle de la distribution des

récepteurs. Par contre, à l'intérieur de chaque

zone, la distribution paraît aléatoire. D'après

Strotmann et al., 1994.

OR37

OR14 OR18

OR124
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être exprimée. Le marquage de la protéine produite, à l'aide  d'un  analogue photoactivable, a

permis  de confirmer la liaison du lilial avec la protéine réceptrice. On a déduit également que

la constante de dissociation de la liaison est de 340µM, ce qui apparaît faible relativement aux

valeurs rencontrées pour d'autres systèmes ligands -récepteurs. Le lyral, molécule partageant

les propriétés stimulantes du lilial, donne une valeur voisine (KD=42µM), alors que le citralva

ou l'éthylvaniline, n'activant pas OR5 dans le modèle cellulaire sf9 ne se lient pratiquement pas

aux récepteur (KD>10
5
 µM).

Mais, quoiqu'il en soit, la meilleure preuve de l'implication de tels récepteurs dans la

réaction olfactive, vient d'être apportée (Zhao et al., 1998). Cette fois-ci, il a suffit de créer un

vecteur viral comportant un gène de récepteur et un marqueur protéique sous contrôle du

promoteur, et d'instiller une suspension de ce virus dans la cavité nasale de la souris pour que

10% environ des neurones olfactifs de l'animal expriment ce récepteur. Deux expériences

supplémentaires démontrent que ce récepteur remplit bien sa fonction de récepteur d'odeur: La

présence d'un récepteur sur-exprimé dans la population des neurones récepteurs olfactifs

entraîne l'augmentation de la réponse globale, EOG, de la muqueuse olfactive à certaines

catégories d'odorants. Fait remarquable, il a fallu en tester environ quatre-vingt pour trouver

celui qui était efficace. Par ailleurs, les cellules étant marquées par la protéine fluorescente

(Green fluorescent protein, GFP), après leur mises en suspension, peuvent être

individuellement testées grâce à un enregistrement cellule entière au moyen d'électrodes de

patch clamp. Toutes les cellules marquées et porteuses du récepteur répondaient au même

odorant qui évoquait une réponse EOG amplifiée chez les animaux infectés. Ainsi, de cette

étude, on retire l'impression qu'un récepteur donné peut-être très sélectif.

Une autre source d'information a été apportée par l'étude, élégante, de la

chimiosensibilité du nématode, Caenorhabditis elegans. On tire avantage de l'étude de cet

animal grâce, d'une part, au petit nombre de neurones que compte leur système nerveux (302

chez l'hermaphrodite!) qui sont repérés, anatomiquement et selon leur fonction, avec

commodité, et, d'autre part, à la facilité d'observation de leurs comportements chimiquement

orientés. Chez cet invertébré, on a découvert plusieurs gènes (entre 200 et 400) codant

hypothétiquement pour des récepteurs à sept domaines transmembranaires et présentant des

similitudes avec les séquences codant pour les récepteurs des odeurs des vertébrés (Troemel et

al., 1995). Certains neurones sont clairement chimiosensoriels (Bargmann et al., 1993). Leur

sélectivité a été identifiée après la destruction, un à un, des neurones en question et les

variations d'orientation comportementale vis à vis de stimuli gazeux qu'elle entraînait. Ainsi on

a constaté que les neurones AWA sont sensibles au diacetyl, à la pyrazine, aux thiazoles tandis

que les neurones AWC détectent le benzaldéhyde, la butanone, l'alcool d'iso-amyle et des

thiazoles (Bargmann et al., 1993). Les résultats de tests d'adaptation comparatifs chez des

mutants, sont compatibles avec l'hypothèse de la multiplicité des mécanismes de transduction

(y compris des récepteurs) sur un même neurone (Colbert et Bargmann, 1995): Même en

présence d'une concentration auto-adaptante d'un odorant (benzaldéhyde), un même neurone

continue à répondre à d'autres substances (alcool d'iso-amyl ou diacétyl). De plus, des

mutations génétiques affectant une sensibilité d'un type de neurone chimiorécepteur, n'affecte

pas la réponse  à d'autres stimuli. Par exemple, la sensibilité au diacetyl des neurones AWA,

apportée par le gène ODR-10, disparaît après mutation de ce gène alors que la sensibilité des

mêmes neurones à la pyrazine persiste (Sengupta et al., 1996 ). De ces études, on retient ainsi

qu'un même neurone chimiosensible de cet invertébré porte plusieurs récepteurs de spécificités

différentes, ces récepteurs appartenant à la super-famille des récepteurs aux odeurs trouvés

d'abord chez les vertébrés. Les auteurs avancent également l'hypothèse que ces associations de

récepteurs différents sur un même neurone sensoriel pourraient permettre l'identification d'une

source odorante complexe par le neurone lui-même (Troemel et al., 1995).
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3.1.3. Aspects distributionnels

C'est à deux niveaux d'organisation que nous nous intéressons ci-dessous. D'une part,

en regard d'une chimiotopie périphérique déjà caractérisée plus haut, on trouve une distribution

organisée des récepteurs dans l'épithélium olfactif. D'autre part, les neurones porteurs d'un

même récepteur convergent vers les mêmes glomérules bulbaires.

3.1.3.1. Ségrégation périphérique

La distribution des récepteurs dans la population des neurorécepteurs n'est pas

aléatoire. Nous avons vu que l'hétérogénéité spatiale de la sensibilité de la muqueuse olfactive

a été découverte assez tôt (Costanzo et Mozell, 1976, Mustaparta, 1971, Mackay-Sim et al.,

1982, Edwards et al., 1988). Une chimiotopie n'existe pas chez toutes les espèces mais

lorsqu'on la trouve, elle semble bien reproductible d'un animal à l'autre (Mackay-Sim et al.,

1982).

Après avoir découvert les récepteurs aux odeurs chez le rat, on a vite observé que leur

distribution dans les territoires olfactifs était organisée (Fig. 11 et 12). Selon ces observations,

l'épithélium est divisé en 4 zones, un récepteur ne pouvant être localisé que dans l'une d'entre

elles (Nef et al., 1992, Strottmann et al., 1992, Ressler et al., 1993). Le plus souvent,

la distribution à l'intérieur de ces  aires ne paraît pas fixée, les neurones récepteurs portant des

récepteurs identiques n'ayant pas tendance à se regrouper. Au contraire, certaines distributions

focales de certains récepteurs (Kubick et al., 1997, Strotmann et al., 1996) suggèrent un

contrôle de la transcription de ces récepteurs.

On notera qu'une telle ségrégation n'a pas été trouvée jusqu'ici chez d'autres espèces, ni

chez le poisson chat (Ngai et al., 1993b) ni chez le poulet (Leibovici et al., 1996).

3.1.3.2. Convergences bulbaires

Parmi les découvertes entraînées par l'identification des gènes des récepteurs olfactifs,

le fait qu'on trouve les ARNm jusque dans les terminaisons synaptiques des neurones

récepteurs olfactifs (Fig. 13) apporte un éclairage essentiel sur l'organisation fonctionnelle. En

effet,  il démontre,  chez quelques  espèces  de  rongeurs,  l'existence d'une  convergence  très

forte, voire  sur un seul glomérule, des axones  des neurones porteurs d'un même récepteur aux

odeurs (Ressler et al., 1994, Vassar et al; 1994). Cette simplification rationnelle de la

description des relations fonctionnelles épithélio-bulbaires remplace avantageusement l'idée

d'un regroupement des fibres de même sensibilité (Shepherd, 1985). Bien sûr, cette nouvelle ne

résout pas les questions liées au concept de codage spatial de l'odeur, mais elle fixe un cadre

pour inscrire des données d'ordre fonctionnelles.

L'une des expériences captivantes, a consisté à marquer les projections bulbaires des

neurones porteurs d'un récepteur, P2, au moyen d'un gène reporter (lac-Z) chez des souris

transgéniques et à comparer la projection des cellules exprimant le récepteur P2 chez les

animaux témoins et des animaux dont le nerf olfactif a été sectionné. Chez les sujets témoins,

on observe une convergence presque parfaite sur un seul glomérule. Au bout de 2 à 4 mois de

récupération chez les sujets lésés, on observe que les fibres qui ont repoussé et qui sont

marquées  se  sont dirigées dans  un même secteur bulbaire  mais  qu'elles atteignent  beaucoup
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Figure 13: Distribution épithéliale des  récepteurs aux odeurs et de leurs projections bulbaires. Sur la

coupe de la cavité  nasale , à droite, apparaissent, en rouge la zone de distribution du récepteur M71, en

jaune celle du récepteur A16. Les neurones récepteurs qui expriment un récepteur donné projettent  sur

un ou deux glomérules du bulbe olfactif, comme illustré à gauche (D'après Ressler et al., 1994).

plus de glomérules, par une convergence moins stricte (Costanzo, 1997).

3.1.4 Régulation de l'expression des gènes récepteurs

Un autre chapitre reste aujourd'hui à écrire concernant la régulation de l'expression des

gènes des récepteurs olfactifs. En particulier, compte tenu du fait de la convergence des axones

des neurones récepteurs olfactifs, on peut se demander quelles influences les cibles  bulbaires

exercent sur les cellules périphériques. Toutefois, il paraît assez clair que l'expression des

récepteurs aux odeurs entre le 12ième et le 14ième jour dans les neurones récepteurs olfactifs

précède la mise en place de leurs synapses sur leur cibles bulbaires, intervenant au 18ième jour

de développement embryonnaire chez le rat (Strotmann et al., 1995). Rappelons que des

réponses électrophysiologiques aux stimulations olfactives ont d'ailleurs été enregistrées avant

que ces connexions s'établissent (Gesteland et al., 1982). De même, leur mode de distribution

zonale, reproductible d'un individu à l'autre, apparaît avant que ne s'établissent les contacts

synaptiques glomérulaires et indépendant de l'existence même des bulbes olfactifs puisqu'il est

aussi repérable chez des souris mutantes sans bulbe olfactif (Sullivan et al., 1995).

Un autre aspect de la gestion des récepteurs, concerne leur adressage et leur

concentration dans les territoires ciliaires et là aussi, on commence à entrevoir les premiers

systèmes de régulation sous la forme de protéines spécifiques associées aux membranes

intracellulaires des neurones olfactifs (Dwyer et al.,1998). Mais là les données sont encore trop

éparses pour qu'un réel bilan puisse être proposé. Ce que l'on peut prévoir c'est, qu'au moins

pour les espèces où une distribution spatiale organisée est prouvée, et compte tenu de sa

permanence chez les individus d'une même espèce, c'est que de telles règles existent!
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Celles qui nous intéressent le plus ici, c'est à dire celles qui régissent l'expression des

récepteurs par neurorécepteurs et établissent leur polymorphisme sont actuellement la cible de

plusieurs équipes. La création de lignée de souris transgéniques, d'une manière plus générale, la

possibilité de transfection de gènes, c'est à dire la possibilité de suivre l'expression d'un

récepteur donné apporte un soutien prometteur pour suivre cette route (Wang et al., 1998).

3.2 Les cascades enzymatiques et ioniques de la transduction sensorielle

3.2.1. Protéines G

On a identifié de multiples types de protéines G, toutes n'ayant pas les mêmes

structures mais fixant toutes le GTP. La famille de celles qui nous intéressent ici est constituée

d'hétérotrimères composés de 3 sous-unités:

- a, dont il existe des formes variées, élément spécifique de la protéine G; ces sous-unités

hydrophiles sont ancrées dans la membrane plasmique.

- b, peu nombreuses sont virtuellement identiques; elles aussi sont hydrophiles et ancrées.

- et g, hydrophobes, toutes assez semblables.

Elles sont présentes à la face intracellulaire de la membrane plasmique et la formation

du trimère par association de la sous-unité Ga et du dimère Gbg dépend de l'état des

récepteurs (R). En l'absence de récepteur activé, le trimère est stable, mais est scindé lorsque le

récepteur est activé par son interaction avec le signal extracellulaire: La ou les cascades de

transduction (Fig. 14), sont sous contrôle des Ga et/ou des Gbg. Les effecteurs de Ga et de

Gbg peuvent être identiques ou différents (Bockaert et Pin , 1998). Parmi ceux-ci on trouve

des adénylyl cyclases ou des phospholipases, responsables de la synthèse des seconds

messagers, signaux intracellulaires commandant l'état d'ouverture de canaux ioniques

membranaires par exemple.

Fonctionnellement, les protéines G de ce type sont donc des éléments de cascades

enzymatiques impliquées dans la transduction de signaux extracellulaires. En fait, il en existe

toute une variété, celle-ci conduisant à des comportements différents, voire opposés, des voies

de transduction dans lesquelles elles sont intercalées. On distingue, sur la base de leurs effets,

plusieurs sous-familles des protéines Gs (activatrices), et Gi (inhibitrices), et de nombreux sous-

types selon leurs structures primaires (Fig. 15). Go est principalement localisée dans le tissus

nerveux central, et les tissus neuroendocriniens. Gi1 est localisée dans le tissu nerveux central,

mais  aussi dans la rate et les poumons tandis que Gi2 et les ARNm de Gi2a sont  présents dans

tous les tissus testés. Les ARNm de Gi3a sont plutôt exprimés dans les tissus périphériques

mais les protéines Gi3a sont  rares dans le cerveau, sauf dans des neurones contenant de la

cholecystokinine. Les sous-unités Goa et Gi1a se distribuent de façon voisine dans le tissus

nerveux central. La distribution de Gi2a n'est pas connue.

On a rapporté la présence de Gsa, Gia et Goa aussi bien dans l'épithélium olfactif de grenouille

que de rat (Pace et al;, 1985, Anholt, et al., 1987, Mania-Farnell et Farbman, 1990). Selon

Shinohara et al. (1992), qui ont étudié la distribution des cinq sous-unités Ga trouvées

antérieurement dans le système olfactif périphérique (Jones et al., 1988), Gi1a et Gi3a ne sont

pas présentes dans ces structures. Gi2a est présente dans la portion apicale de quelques

neurones récepteurs isolés. On trouve également dans la ciliature olfactive le complexe bg. La

protéine Goa n'est, elle, pas localisée dans les cils olfactifs, donc pas directement impliquée

dans la transduction sensorielle. On a découvert une forme spécifique de Gs, Golf affichant 88%

d'homologie avec celle-ci, et associée aux cils olfactifs des neurones récepteurs olfactifs et
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activatrice de l'adénylate cyclase (Jones et Reed, 1989). On a par la suite retrouvé cette

protéine dans d'autres territoires nerveux (Hervé et al., 1995).

C'est donc  la protéine Golfa qu'on trouve dans les cils olfactifs (Menco et al., 1992,

1994). Effectivement, on a montré chez des souris génétiquement manipulées que l'absence de

Golf  s'accompagne d'une anosmie (Belluscio et al., 1998).

Hypothétiquement, les cellules dont les cils sont immunoréactifs à l'anticorps dirigé

contre Gi2a, pourraient correspondre à des neurones récepteurs codant pour les odorants

n'évoquant pas la voie de transduction AMPc. Selon cette conception, les protéines G

contribueraient à la discrimination des odorants. Ajoutons enfin, que dans les terminaisons

glomérulaires, on trouve à la fois la sous-unité Goa et le complexe Gbg.

3.2.2. Voie de l'adénosine monophosphate cyclique, AMPc

L'importance de l'AMP cyclique dans la transduction sensorielle olfactive a été découverte par

une approche électrophysiologique dès 1973 par les Russes (Minor et Sakina, 1973), et n'a été

confirmée par des approches biochimiques qu'une dizaine d'années plus tard (Chen et Lancet,

1984; Pace et al., 1985; Anholt et al., 1986; Boekhoff et Breer, 1990). Des préparations de

membranes de neurones récepteurs, ou mieux, de cils olfactifs isolés par un choc calcique,

montraient l'élévation de l'activité de l'adénylate cyclase lorsqu'elles étaient incubées en

présence de certains odorants. Dans ces préparations de cils olfactifs et avec une méthode

d'observation biochimique, l'accroissement d'AMPc est transitoire et rapide, intervenant dans

les 50 ms suivant l'ajout du stimulus. Cette durée est inférieure, donc compatible, avec la

latence (comprise entre à 50 et 500ms) de la réponse électrophysiologique enregistrée sur des

neurones récepteurs isolées (Kurahashi et al., 1989; Firestein et al., 1991ab; Lowe et Gold,

1993a) et est liée à l'activité de la protéine kinase A (Boekhoff et al., 1992), de la kinase du

récepteur b-adrénergique (Schleicher et al., 1993), ou de la phospho-diestérase (Yan, et al.,

1995). L'augmentation d'AMPc est bloquée par la toxine cholérique, ce qui suggère la

participation d'une protéine Gs activatrice d'une cyclase (Pace et al., 1986, Sklar et al., 1986).

L'atténuation de cette réponse est très rapide. On peut l'expliquer par une phosphorylation

inactivant le récepteur: Le blocage de la protéine kinase A par l'inhibiteur de Walsh prolonge la

réponse à l'odorant (Boekhoff et al., 1990). On a finalement isolé une nouvelle adénylyl

cyclase, type III, à partir des cils olfactifs de rat (Bakalyar et Reed, 1990).

Grâce à la méthode patch clamp sur cil olfactif, l'action directe de l'AMPc sur une

conductance cationique ciliaire, peu spécifique, a été confirmée (Nakamura et Gold, 1987). La

dépolarisation consécutive à la stimulation chimique est d'abord liée à la pénétration d'ions

sodiques et calciques (Zufall et al, 1994). Cependant des canaux perméables aux ions Cl-,

s'ouvrent aussi sous la dépendance de l'influx de calcium (Kleene et al, 1991, 1993), expliquant

40% chez le poisson à 85% chez le rat du potentiel de récepteur (Kurahashi and Yau, 1993,

Lowe et Gold, 1993).

Cependant, très vite, l'étude de cette voie a permis de se rendre compte que certains

odorants n'activaient pas la production d'AMPc (Sklar et al., 1986). Une alternative devait

donc être envisagée.

3.2.3. Le canal ionique contrôlé par le second messager nucléotidique

Il existe une famille de canaux ioniques sensibles aux seconds messagers nucléotidiques,

c'est à dire que leur ouverture est commandée par une liaison avec ces signaux intracellulaires.

L'un d'entre eux,  qu'on a d'abord cru spécifique    du système olfactif (El-Husseini et al., 1995;
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Bradley et al., 1997), a été trouvé en forte densité associé à la membrane des cils olfactifs

(Kurahashi et Kaneko, 1991).

Le canal olfactif contrôlé par nucléotide cyclique, est de la même famille que celui

trouvé dans les cellules photoréceptrices et contrôlé par GMPc (57% d'homologie) (Ludwig et

al., 1990; Kaupp, 1991). Ces canaux sont trouvés à une densité de 205 à 2400 unités/µm
2
 dans

la membrane des  cils olfactifs, et seulement à raison de 0,2-25 unités/µm
2
 au niveau du corps

cellulaire des neurones récepteurs olfactifs (Kurahashi et Kaneko, 1991, Suzuki, 1990, Zufall

et al., 1991ab).

Ce canal représente la conductance, cationique peu spécifique, qui dépolarise la

membrane ciliaire en réponse à la stimulation chimique  via son activation par l'AMPc

(Nakamura et Gold, 1987; Kurahashi, 1989; Firestein et al., 1991; Frings et al., 1992). Ce type

de canal est  constitué d'hétéro-oligomères dont six régions traversent la membrane plasmique

(Dhallan et al., 1990; Chen et al., 1993; Bradley et al., 1994; Liman et Buck, 1994; Körschen

et al., 1995; Liu et al., 1996). L'implication de ce canal dans la réaction olfactive est telle que

l'élimination de son expression par le génie génétique entraîne une anosmie générale chez des

souris au génome altéré (Brunet et al., 1996).

Les sous-unités de ces canaux ont été clonées chez plusieurs espèces et présentent une

forte homologie et un même mode de fonctionnement. La portion C-terminale intracellulaire

porte le site de fixation du nucléotide cyclique activateur. La portion N-terminale, également

intracellulaire, porte un site de fixation de la calmoduline, modulateur de la conductance du

canal (Chen et Yau, 1994; Liu et al., 1996) et probablement d'un autre facteur encore

indéterminé (Zufall et al., 1996), peut-être des protéines régulatrices des protéines G

récemment identifiées dans d'autres systèmes (Dohlman et Thorner, 1997). Ce site est voisin

d'un résidu sérine, site de phosphorylation, qui pourrait commander in situ la sensibilité du

canal vis à vis de l'influence du second messager nucléotidique (Müller et al., 1998). Cette

phosphorylation pourrait être catalysée par l'une des trois isoformes (d,g,l) de phosphokinases

C identifiées dans les cils olfactifs et les vésicules olfactives du rat. Ce canal olfactif contrôlé

par nucléotide cyclique, est de la même famille que celui trouvé dans les cellules

photoréceptrices, et contrôlé par GMPc (57% d'homologie). La régulation qu'exerce le calcium

sur son activité ne s'applique pas directement au canal lui-même. Cette particularité n'empêche

évidement pas d'autres modulations calciques directes sur la voie de transduction, notamment

celles qui s'exercent sur la phosphodiestérase (Dawson et al., 1993) ou celles responsables de

l'adaptation à plus long terme impliquant les phosphorylations du récepteur (Boekhoff et Breer,

1992).

L'ouverture du canal est dépendante de l'action coopérative de 2 ou 3 molécules

d'AMPc (Nakamura et Gold, 1987; Dhallan, et al., 1990). La durée de la réponse du canal

olfactif dépasse largement la durée de l'application du second messager AMPc et dépend du

potentiel membranaire et de l'agoniste. Ainsi, de ces caractéristiques et de la rapidité de la

libération d'AMPc (Lowe et al., 1993b), il découle que le décours de la dépolarisation

réceptrice dépendrait plus des propriétés du canal que de la cinétique enzymatique de

production de l'AMPc par la cascade de transduction.

3.2.3. La voie de l'inositol triphosphate

Des arguments assurant l'implication de voies alternatives ont déjà été produits. Un

système reposant sur un autre second messager, l'inositol triphosphate (IP3) a été mis en

évidence, d'abord, en étudiant les neurones récepteur olfactifs de poisson (Huque et Bruch,

1986) et d'insectes (Boekhoff et al., 1990). Cette voie est la seule identifiée chez ces derniers.
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L'hypothèse d'une autre voie, y compris chez le mammifère, a pris de la consistance lorsque

l'on a démontré que les substances qui n'évoquaient pas de réponse de la voie AMPc activaient

justement la production d'IP3, sur des préparations de cils isolés de la muqueuse olfactive du

rat (Boekhoff et al., 1990). Il est important de noter que la toxine de Pertussis bloque les

réponses de la voie IP3 chez le rat, donc très probablement une protéine Go, alors que Golf y est

insensible.

Chez le poisson, l'augmentation d'IP3 est stimulée par des stimulus composés d'acides

aminés (Huque et Bruch, 1986). On a confirmé ensuite que l'IP3 avait le pouvoir d'ouvrir des

conductances cationiques peu spécifiques chez le poisson chat (Restrepo et al., 1990) On a

ensuite montré l'ouverture de canaux non-spécifiques par l'application directe d'IP3 chez la

grenouille (Suzuki, 1994), chez le xénope (Schild, 1995), chez le rat (Restrepo et al., 1992,

Okada et al., 1994; Honda et al., 1995; Lischka et al., 1995). Le même type d'observation a été

réalisé chez certains invertébrés (Fadool et Ache, 1992; Stengl, 1994). L'activation de la

phospholipase C qui catalyse la production IP3 à partir des phospholipides membranaires est

assurée par le GTP ou son analogue structural, le GTPgs. L'implication de la phospholipase C

dans la   réponse olfactive  chez  le poisson  reçoit également une confirmation  puisque  son

inhibiteur, la  néomycine (50µM),  atténue  l'électro-olfactogramme  de  la  rosette olfactive

stimulée par les acides aminés. Récemment, on a montré la participation d'un canal nucléotide-

dépendant dans la réponse passant par la phospholipase C, attestée par l'effet inhibiteur du

ruthnium red (Ma et Michel, 1998) suggérant que l'hypothèse d'une interaction entre les voies

de transduction est bien fondée (Anholt et Rivers, 1990). La présence de sites récepteurs

membranaires de l'IP3 dans la membrane des cils olfactifs du rat a été démontrée (Cunnighamm

et al., 1993). Malgré quelques tentatives infructueuses enregistrées lors des premières études

électrophysiologiques chez les vertébrés supérieurs (Firestein et al., 1991, Lowe et Gold,

1993), on a fini par montrer que plusieurs conductances calciques sont activées par

l'application intracellulaire d'IP3 sur les neurones récepteurs du Xénope (Schild et al., 1995b).

Le courant calcique précoce est porté par une conduction spécifique, tandis qu'un autre, plus

tardif est porté par une conductance non spécifique. La variation calcique précoce observée

grâce au Fura-2 est localisée à la vésicule et aux cils olfactifs.

L'inhibition de la protéine kinase C par la sphingosine, amortit la relaxation de cet effet,

ce qui suggère que le récepteur à l'origine de la réaction pourrait être désactivé par une

phosphorylation (Boekhoff et al., 1990).

Ces données restent cependant incomplètes: La cible ou les cibles de l'IP3 engagées

dans la transduction olfactive ne sont toujours pas clairement identifiées. Par ailleurs,

l'hypothèse d'une interaction entre les deux voies de transduction chez les vertébrés reste

ouverte (Rawson et Restrepo, 1994).

 3.2.5. Autres systèmes transducteurs potentiels

Bien entendu, dans la membrane des cellules réceptrices olfactives, on s'attend à

trouver d'autres mécanismes transductionnnels membranaires qui ne sont d'ailleurs pas

forcément engagés dans la transduction sensorielle. C'est par exemple le cas, du système de

transduction du signal commandé par la dopamine mis en évidence par Coronas et al. (1997).

La localisation en profondeur de la muqueuse olfactive des récepteurs de la dopamine fait que

ce système nous concerne peu ici.  Mais on a aussi détecté, par exemple, une guadynyl cyclase

membranaire, spécifique de l'épithélium olfactif et réservée à une sous-population de neurone

récepteurs olfactifs et dont la dispersion rappelle celle des récepteurs olfactifs découvert par

Buck et Axel (Fülle et al., 1995). Leur ressemblance structurale avec le récepteur du peptide



Figure 15: Les diverses protéines G, leurs fonctions et leurs effecteurs. Les Ga peuvent être réparties selon

leurs séquences en 4 classes. Toutes n�ont pas la même réactivité vis à vis des toxines (Choléra=CTX, Bordetella

pertusis, PTX). SH-ptP1: Une protéine tyrosine phosphatase préférentiellement exprimée dans les cellules héma-

topoïétiques. Ras-GRF: Une protéine d�échange GDP/GTP de la petite protéine G Ras. D�après Boeckart et Pin,

1998.
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natriurétique suggère qu'ils pourraient représenter une alternative aux systèmes transducteurs

sensoriels que l'on a envisagés jusqu'ici. Ces récepteurs pourraient être l'une des cibles du

cGMP produit lors de la réponse olfactive et dont on a montré la capacité à réduire la

réactivité des cils olfactifs aux stimulus chimiques (Dhallan et al., 1990; Breer et al., 1992;

Verma et al., 1993; Ziegelberger et al., 1990, Kroner et al., 1996).

C'est, par ailleurs en examinant le rôle du cGMP que la participation dans les

phénomènes de la transduction olfactive des seconds messagers gazeux, NO et CO, a été

envisagée (Verma, et al., 1993; Ingi et Ronnett, 1995; Zufall et Leinder, 1997). La contribution

réelle de NO dans les mécanismes de la transduction olfactive n'est pas encore déterminée,

restant hypothétique surtout du fait de l'absence de la NO synthase neuronale dans l'épithélium

olfactif (Dellacorte et al., 1995, Zhao et al., 1994). Par contre, on constate l'implication du CO

dans le mécanisme d'adaptation à long terme médié aussi par le cGMP (Leinders-Zufall et al.,

1996, Zufall et Leinders-Zufall, 1997). Ces deux messagers pourraient jouer un rôle lors de la

mise en place du système.

Concernant les mécanismes de réception/transduction, nous mentionnerons encore une

autre hypothèse, défendue surtout par le groupe de Kurihara (Kashiwayanagi et al., 1990,

Kashiwayanagi et Kurihara, 1996), qui fait jouer aux interactions directes des molécules

odorantes avec lipides membranaires un rôle dans la transduction sensorielle. La participation

de telles interactions moins spécifiques que celles qui mettent en jeu une interaction avec une

protéine réceptrice dédiée, est difficile à exclure. Des modifications membranaires suivant la

stimulation olfactive sont attestées par des mesures fluorométrique de variations de fluidité

membranaires. D'autres auteurs ont d'ailleurs montré des réponses aux stimulations chimiques

sur des cellules qui ne sont apparemment pas impliquées dans la détection chimique (Lerner et

al, 1988). On peut peut-être envisager que des mécanismes particuliers soient mis en oeuvre

pour éviter le bruit sensoriel que de tels phénomènes pourraient provoquer.

3.2.6. Calcium et transduction sensorielle olfactive.

Jusqu'ici, nous avons vu que la stimulation olfactive, qu'elle recrute la voie AMPc ou la

voie IP3, a pour conséquence une élévation de concentration calcique dans le cytosol ciliaire.

Ainsi, on doit admettre que le calcium constitue un 3
ième

messager! L'activation de la voie

AMPc, comme de la voie IP3, entraîne une augmentation de la concentration calcique

intraciliaire (Restrepo et al., 1993, Tareilus et al., 1995), les ions calcium passant au travers de

canaux cationiques peu spécifiques (Nakamura et Gold, 1987) ou étant mobilisés depuis les

stocks intracellulaires et, ceci, même si, chez le homard au moins, on observe que les activa-

tions de ces voies ont des effets électriques opposés (Michel et Ache, 1994).

L'augmentation de la concentration calcique intraciliaire n'est pas suffisante pour expliquer

l'amplitude de la dépolarisation consécutive à la stimulation odorante, mais on a finalement

découvert qu'elle exerce son influence sur des canaux chlore, dont la mobilisation peut rendre

compte de l'importance de cette réponse transmembranaire (Kleene et Gesteland, 1991,

Kleene, 1993, Kurahashi et Yau, 1993). La place du calcium comme élément régulateur de la

transduction sensorielle olfactive est cependant beaucoup plus complexe puisqu'il intervient à

la fois sur la dépolarisation et sur la repolarisation membranaire: Il existe des canaux

potassiques sensibles au calcium intracellulaire responsables d'hyperpolarisations (Maue et

Dionne, 1987, Lucero et Chen, 1997). Par ailleurs, les ions calcium exercent une rétroaction

négative sur l'ouverture du canal ionique sous contrôle de l'AMPc, impliqués donc dans la

gestion des processus d'adaptation (Kurahashi et Shibuya, 1990). De plus, ils participent aussi

à la régulation de l'activité d'enzymes clés dans la transduction olfactive (Borisy et al., 1992).
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Le calcium intervient donc dans des phénomènes d'adaptation périphérique. On observe

que le potentiel de récepteur décroît exponentiellement après un créneau de stimulation

(odorante) de 50 ms. Il continue à décroître même si l'on applique continûment le stimulus.

Cette désensibilisation a lieu en présence de Ca
2+

 dans le milieu. Ce phénomène est clairement

contrôlé par des ions calciques qui modifient la probabilité d'ouverture des canaux contrôlés

par l'AMPc. Elle est divisée par environ 100 lorsque la membrane est baignée par une solution

intracellulaire contenant  3µM de Ca
2+

 (Zuffall et al., 1991). Ce n'est ni l'amplitude du courant

élémentaire s'écoulant au travers des canaux ioniques, ni leur durée d'ouverture qui sont

modifiées mais seulement  la fréquence de leurs ouvertures qui croît. En fait, la concentration

calcique intracellulaire agit sur l'affinité du canal pour l'AMPc. On montre que cette

modulation n'impliquant ni la mise en jeu de phosphorylations, ni celle de la calmoduline,

pourrait dépendre d'un facteur encore non identifié (Balasubramanian et al, 1996).

4. Conclusion de la première partie

Cette rapide introduction bibliographique nous a permis de rappeler certaines des

données neurobiologiques qui caractérisent la physiologie et l'environnement des neurones

récepteurs olfactifs des vertébrés. Parmi les plus importantes, nous avons, d'une part, constaté

l'existence d'une chimiotopie périphérique chez certaines espèces. Nous avons également

entrevu une organisation anatomique convergente des projections des fibres primaires sur les

glomérules olfactifs.

D'autres données alimentent plus directement la description de la sélectivité ou des

propriétés de discrimination des neurones récepteurs olfactifs. Nous avons, en particulier,

constaté que le répertoire des récepteurs olfactifs est vaste. Sa diversité et son adaptation aux

conditions de vie, aérienne et aquatique, des vertébrés, suggère qu'il puisse contenir des

récepteurs fortement sélectionnés, dont certains à haute spécificité pour, probablement,

reconnaitre certains signaux à de très faibles concentrations. Mais pour l'essentiel, la spécificité

de ces récepteurs reste ignorée.

Pour l'instant, deux voies de transduction olfactive ont été identifiées. La voie AMPc

est peu ou pas mobilisée pour la transduction de l'acide isovalérique, de la triméthyl amine, du

lyral ou du lilal, mais elle l'est beaucoup pour le cinéole ou l'acétate d'isoamyle. Fait suggestif,

la voie IP3 se comporte de manière symétrique. Ces observations suggérant qu'au-delà de la

sélectivité des récepteurs aux odeurs, les mécanismes de transduction partagent aussi l'espace

des odeurs! Au surplus, ces deux voies de transduction  pourraient être présentes

simultanément au moins dans certains des neurones olfactifs étudiés. Cette complexité

supplémentaire confèrerait probablement aux neurones récepteurs des capacités de discrimi-

nation ayant un fort intérêt dans la reconnaissance des mélanges.

Au cours du chapitre suivant, nous tentons d'examiner comment nos propres résultats

expérimentaux corroborent ces données, ou comment ils les complètent.
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DEUXIEME PARTIE: DES REPRESENTATIONS NERVEUSES DES ODEURS

1. Résultats expérimentaux relatifs au modèle amphibien

1.1. Encodage périphérique

1.1.1. Cadre et principes de l'étude de la discrimination des odeurs par les neurones

récepteurs olfactifs

Nous avons d'abord cherché à caractériser les propriétés de discrimination des cellules

réceptrices de la muqueuse olfactive. Cela consistait à poursuivre des travaux entrepris par nos

prédécesseurs chez des amphibiens (Gesteland et al., 1963, Duchamp et al., 1974, Getchell,

1974, Revial et al., 1978a,b), puis à réaliser une étude de même type chez un mammifère, la

souris.

La complexité du monde chimique à percevoir par un système olfactif est extrêmement

grande. Pour la situer, on trouve souvent dans la littérature un nombre  situé entre 10 000 ou

100 000 représentant le nombre des molécules connues qui, selon leurs caractéristiques

physico-chimiques - poids moléculaires, volatilité etc...-, sont susceptibles d'atteindre l'organe

récepteur olfactif, et donc, de constituer des stimulus pour le système olfactif. Cette évaluation

est, certes, maladroite. Afin de donner une meilleure idée de cette complexité, nous proposons

de rappeler que les mélanges simplement binaires de 10 000 molécules, prises à une seule

concentration, constituent près de 50 millions d'autres sources odorantes, (c'est à dire les

combinaisons de 2 stimulus parmi 10000), (pour la plupart) différentes entre elles et dont

l'odeur diffère de celles de leurs composantes. Ajoutons, pour faire bonne mesure, qu'un "jus"

de parfum peut contenir plusieurs centaines de composés.

Confronté à cet univers chimique, le dispositif d'un système olfactif efficace doit être

capable d'abord de détecter un signal chimique, la substance odorante, puis, de la discriminer

d'autres, c'est à dire d'extraire une information caractéristique du signal en vue de le

différencier d'autres signaux. Ces deux actions, détection et discrimination, peuvent être

considérées comme des capacités primordiales inhérentes à tout système de capture

d'information, en particulier, aux systèmes biologiques sensoriels. Quand nous parlons ici

d'extraction, cela sous-entend, qu'il faut rendre disponible pour le système de traitement une

information caractéristique, former un message caractéristique du signal chimique. Autrement

dit, notre propos, ici, consiste à examiner comment des signaux chimiques différents évoquent

des messages nerveux différents. Cela consistait d'abord à décrire les réponses des cellules

réceptrices à de multiples substances odorantes, réponses électrophysiologiques accessibles au

neuro-physiologiste interrogeant, directement, une à une, les cellules d'entrée ou transducteurs

du système olfactif. Notons que, parce que nous avons choisi d'enregistrer des potentiels

d'action, c'est une image du message transmis aux bulbes olfactifs que nous recueillons.

Ainsi, nous différencions deux types d'informations à analyser. Les unes sont relatives à

la chimie de l'interaction entre le stimulus odorant et le récepteur olfactif, les autres sont

relatives à l'encodage du signal chimique par le système nerveux olfactif. Notre investigation

conduit d'abord à préciser le type d'interaction entre les signaux chimiques et le système

récepteur dont dépend l'encodage olfactif. Pour simplifier, disons, qu'on cherche alors à se

forge une idée de la manière dont le système olfactif "regarde" le stimulus chimique. Mais c'est
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aussi munis de la description de la sélectivité des neurones étudiés que nous considérerons les

principes de la discrimination qui mettent en jeu un niveau supérieur d'organisation, ceux qui

régissent les messages émis par la muqueuse olfactive consécutifs aux stimulations chimiques

et qui s'inscrivent dans le réseau nerveux qui supporte l'information olfactive.

Compte tenu de la grande diversité chimique des supports de signaux odorants et de la

duré moyenne des contacts possibles avec les neurones récepteurs olfactifs, l'exploration des

propriétés de discrimination de ces cellules sensorielles s'est déroulée en plusieurs groupes

successifs d'expériences. Dans toutes les études que nous avons réalisées sur la muqueuse de

grenouille, le protocole d'enregistrement était identique, seuls les stimulus ont varié. En bref, il

s'agissait d'introduire une électrode extracellulaire métallique (Gesteland et al., 1959) dans la

muqueuse olfactive d'une grenouille, décérébrée et démédullée, en survie à 13°C, pour prendre

contact avec une cellule réceptrice. Le contact étant établi, une série d'une vingtaine de

stimulations chimiques en phase gazeuse était délivrée au-dessus de l'organe sensible. Les

variations de fréquence des potentiels de pointe émis par la cellule nous renseignent sur la

sensibilité de cette cellule réceptrice aux stimulus successivement délivrés. Nous appelons

"profil de sensibilité" d'un neurone récepteur olfactif, la description par extension du sous-

ensemble des stimulus odorants qui l'activent. Cette procédure d'enregistrement était pratiquée

plusieurs dizaines de fois au cours de chaque étude: Disposant des profils de sensibilité de

multiples neurones récepteurs, il est possible de comparer statistiquement les propriétés

stimulantes des stimulus. Dans le principe de nos analyses, calculs de corrélation entre

l'amplitude des réponses ou comparaisons de distribution de réponses aux stimulus dans

l'échantillon de cellules enregistrées, analyses des correspondances et taxinomies, c'est une

mesure de distance entre les stimulus qui est considérée. Deux stimulus sont d'autant plus

proches ou similaires que le sous-ensemble de neurones récepteurs qui répondent à l'un et à

l'autre est grand. La comparaison des neurones récepteurs entre eux utilise une procédure

symétrique.

Six groupes ou séries d'expériences ont été menées dans notre laboratoire. J'ai assumé

les 3 dernières qui répondent chacune à des objectifs différents, et qui sont rapportées dans

quatre articles, 1, 2, 3, 4 ci-dessous, publiés en anglais. Comme nous l'avons annoncé, chaque

article ou groupe d'articles inséré dans notre texte est précédé d'un résumé qui précise les

objectifs de chaque étude, rend compte rapidement de l'information publiée et expose ses

implications dans le cadre de notre thèse.

1.1.2. Etude de la discrimination d'une série de stimulus terpéniques et effets de la

concentration

1.1.2.1 Résumé

Dans les articles reproduits aux paragraphes 1.1.2.2 et 1.1.2.3, les résultats de cette

série d'expériences sont rapportés en même temps que celle d'une série antérieure à laquelle

nous n'avons pas directement contribué. En résumant ci-dessous, les résultats d'une des séries

et leur analyse, nous rapportons, de fait, les observations et des commentaires généralisables

aux séries antérieures. Cette description est évidemment complétée par les particularités de la

présente série.

Cette série d'expériences a été l'occasion d'une collaboration avec Ernest Polak,

chimiste et expert de l'industrie des arômes alimentaires, qui a proposé d'examiner un groupe

de molécules particulières, terpéniques, présentant des variations structurales "graduées"
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autour d'un squelette à 10 atomes de carbone. Selon les cas, ces stimulus ont des odeurs

évoquant les agrumes, la menthe ou se rapprochent des odeurs des dérivés pétroliers. De plus,

certains produits odorants ont été proposés à deux concentrations différentes, ce qui a permis

d'examiner l'influence de l'intensité du stimulus sur les mesures de distance. Des deux articles

insérés dans les deux paragraphes suivants, nous avons extrait les informations remarquables

relatives à la série d'expérience sur les produits terpéniques et les résumons ici. Cette étude a

aussi eu la particularité d'être doublée d'une étude, parallèlement menée par A. Duchamp, sur

les neurones bulbaires, que nous présenteront ultérieurement.

Nous avons d'abord confirmé un certain nombre d'observations antérieures:

- La plupart des neurones récepteurs olfactifs enregistrés ont une activité de repos non nulle,

plus de la moitié des cellules ayant une activité spontanée inférieure à 20 P.A./min. Une

augmentation transitoire de l'émission de potentiels d'action consécutive à la stimulation, ne

dépassant, en crête, qu'exceptionnellement 1200 P.A. par seconde, est considérée comme

l'indication d'une sensibilité de la cellule enregistrée au stimulus délivré (Fig. 16). On note aussi

l'existence de réponses par inhibition. Ici, une seule a été confirmée par l'étude de sa

reproductibilité.

Figure 16: Enregistrement unitaire extracellulaire. Exemples de réponses d'un neurone récepteur olfactif de

grenouille au para-cymène (CYM) et au menthane (MTA). La barre représente la stimulation appliquée

pendant 2 s.

Compte tenu des caractéristiques de la distribution des potentiels de pointe au repos, il est

risqué de comptabiliser ces réponses sans s'assurer de leur reproductibilité. On peut penser que

nous sous-estimons leur nombre. L'intensité des réponses (en terme de P.A./s) à un même

stimulus est variable d'une cellule à une autre. Un nombre non négligeable de cellules ne

répond à aucun des 19 stimulus testés, atteignant ici 13% (7/53). En moyenne, les cellules ont

répondu à 8 stimulus, les confondant donc souvent (si l'on fait abstraction des modulations

possibles de fréquence des trains de potentiels de pointes émis qui pourraient fonder une base

de discrimination).

- Toutes les substances testées sont distinguées pourvu qu'on considère les profils de sensibilité

d'un certain nombre de neurones récepteurs. Par exemple, des isomères de position comme la
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quinoline et l'isoquinoline sont clairement distingués par 4 neurorécepteurs olfactifs qui

répondent exclusivement à l'un ou l'autre, alors que 9 cellules sont sensibles à ces deux

odorants. Onze cellules distinguent le diméthyl-styrène du para-cymène, 22 les confondent et

20 y sont simultanément insensibles... Ainsi, si la grenouille est capable de discriminer ces

odorants, on peut considérer que c'est parce que chacun active un sous-ensemble distinct,

caractéristique de neurorécepteurs olfactifs. En tout cas, il y a bien là un message nerveux

transmis aux bulbes olfactifs qui est caractéristique du signal chimique. Nous ne savons

cependant pas ce qui en sera retenu aux niveaux supérieurs.

- Il existe toujours un certain nombre de neurones qui sont simultanément sensibles à deux

odorants donnés et qui semblent donc les confondre. Ces confusions trahissent

vraisemblablement le partage de mécanismes de reconnaissance. On conçoit que c'est parce

qu'elles existent que se manifestent au niveau de la perception d'éventuelles communautés

d'odeur.

Lorsque, à l'aide de l'analyse factorielle de correspondances, on représente de manière

synthétique l'ensemble des interrelations entre les odorants testés durant une série, ils se

répartissent dans un espace multidimensionnel, que nous nommons "espace olfactif

périphérique" (Fig. 17). Les points représentatifs de substances odorantes montrant une

communauté d'action se regroupent dans une portion de cet espace, dont nous ne représentons

qu'une partie au moyen des projections factorielles (ici 50,4% de la variance totale avec 4

axes). Nous confirmons les regroupements par l'analyse taxinomique qui, elle, tient compte de

toute la variance apportée par la matrice de données. De plus, nous montrons, à l'aide de

comparaisons par paires, ici, au moyen du calcul de l'écart réduit (Fig. 18), ou du coefficient de

corrélation dans l'article, qu'à ces regroupements correspondent des liens statistiques

significatifs.

Si on résume les résultats de la présente série, on observe deux regroupements

évidents:

- La paire quinoline-isoquinoline,

- et le groupe des molécules terpéniques comprenant, le para-cymène, de diméthyl styrène, le

D-limonène, l'α-terpinène, le menthane et le menthène.

On remarque aussi le relatif isolement du 1,8-cinéole, de l'hexenal, du d-menthol ou de

l'α−méthyl-pyrrole. L'indépendance du cinéole est grande, et cette molécule à odeur de

camphre est un pôle sur lequel le premier axe factoriel est construit. Dans le plan factoriel

construit avec les facteurs 1 et 2, on remarque sa proximité avec le d-menthol. L'autre

extrémité de l'axe 1 est associée au cyclohexane carboxaldéhyde, et au benzaldéhyde. Le

deuxième axe factoriel extrait le groupe des six dérivés terpèniques, déjà mentionnés, et qui ont

tendance à recruter la réponse des mêmes neurones récepteurs. Le troisième axe extrait le seul

composé linéaire de la série, l'hexenal, tandis que le 4ième axe est fortement lié au d-menthol

qu'il individualise.

Un intérêt particulier de cette série réside dans le fait que nous avons testé aussi sur les

mêmes cellules deux concentrations de cinq des dix-neuf substances étudiées. Comme on peut

s'y attendre le recrutement de réponses dépend de la concentration. Par exemple, pour le

benzaldéhyde, la plus faible concentration évoque 15 réponses sur 30 cellules étudiées, et on

assiste à un recrutement de 7 cellules nouvelles (soit un gain de 46%) en multipliant la

concentration du stimulus par 2,5. Les cellules répondant à la plus faible concentration

répondent toutes à la plus forte. Par contre, certaines cellules répondant à la plus forte

concentration ne répondent pas à la plus faible: On peut généraliser cette observation en disant

que le recrutement de cellules est d'autant plus important que l'intensité de la stimulation est
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plus grande. Ce principe a été confirmé plus tard (Duchamp-Viret et al., 1990).

Cette variation du nombre a pour effet de modifier le sous-ensemble de neurones

récepteurs qui caractérise l'odorant, donc les rapports (de distance) entre les odorants (Fig.

17). On conçoit que cette modification puisse expliquer les variations de qualité de l'odeur

perçue d'une source odorante en fonction de sa concentration, telles qu'on peut effectivement

les observer (Gross-Isserof, 1988). Il est cependant plus intéressant de considérer la

proposition inverse: Comment de telles variations ne remettent-elles pas en question la qualité

de la perception, ce qui aussi est observé? Il s'agit là en fait d'un type de problème que les

physiologistes n'ont pas longuement abordé: Le système olfactif comme tous les systèmes

sensoriels extrait un message des signaux qu'il reçoit, mais comment? Nous reviendrons

ultérieurement à cette importante question, après avoir fait le compte rendu de ce qui se passe

au niveau du deuxième neurone, la cellule mitrale des voies olfactives.
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1.1.2.2. Article 1: Revial, M-F., Sicard, G., Duchamp, A., and Holley, A. New studies on

odour discrimination in the frog's olfactory receptor cells. I Experimental results. Chem.

Senses, 1982, 7:175-190.

1.1.2.3. Article 2: Revial, M-F., Sicard, G., Duchamp, A., and Holley, A. New studies on

odour discrimination in the frog's olfactory receptor cells. II Mathematical analysis of

electrophysioogical responses. Chem. Senses, 1983, 8:179-184.
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1.1.3. Etude d'un groupe particulier: le groupe des molécules à odeur de camphre

1.1.3.1 Résumé

Cette étude a été envisagée en collaboration avec Maurice Chastrette, chimiste, afin

d'enrichir et de mieux définir un groupe d'odorants présentant une odeur de camphre plus ou

moins intense pour le sujet humain. Rassemblant une dizaine de tels produits, elle permettait

aussi d'observer "à la loupe" une portion restreinte de l'espace olfactif.
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Figure 19: Discriminer des odorants camphrés grâce à une fonction de la forme et du volume

moléculaires. La fonction de discrimination a été calculée sur la base de deux sous-ensembles d'odorants

comprenant 49 molécules chacun (D'après Eminet et Chastrette, 1983). Seuls les points représentatifs des

stimulus utilisés au cours de l'expérience chez la grenouille sont indiqués. Cette fonction  est utilisable pour

prévoir la note odorante camphrée d'une molécule connaissant sa forme et son volume moléculaires. Le

paramètre de forme est le rapport des trois axes de l'ellipsoïde dans lequel s'inscrit la molécule a/bc. La

séparation entre le territoire des camphrés et celui des non-camphrés correspond aux valeurs nulles (alignées)

de la fonction de discrimination. Selon les auteurs, le modèle admet quelques imperfections, le para-cymène

(CYM), n'évoque pas d'odeur de camphre, ni le tétra-bromo éthane (TBE), ni le menthol (MEN). Pour les

récepteurs olfactifs de grenouille, le tétra-bromo éthane et le menthol sont compris ou très proches des

"camphrés". Çà n'est pas le cas du para-cymène. Cependant, on peut constater d'après les réponses des neurones

récepteurs olfactifs de grenouille que ces neurones font un travail de discrimination très voisin!

D'après Eminet et Chastrette, (1983), les molécules "camphrées" ont en commun leur forme

sphérique et leur volume, plutôt petit (Fig. 19). La surface de ces molécules est peu réactive,

les interactions se faisant grâce aux forces de Van der Walls, concentrées sur la surface

sphérique. Leurs ressemblances sous-entendent que des mécanismes de reconnaissance
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périphérique devraient les confondre souvent. Nous avons donc sélectionné quelques-unes de

ces molécules pour confronter l'hypothèse de ces auteurs à la réalité neurobiologique.

La procédure utilisée est semblable à celle que nous avons exposée au paragraphe

1.1.1. Nous décrivons ici donc seulement les molécules utilisées et les résultats de l'étude

publiée et dont on trouvera la copie insérée au paragraphe suivant.

Vingt composés ont été délivrés en phase gazeuse à des concentrations plutôt fortes,

environ 1/10ième de leurs vapeurs saturantes. Parmi eux, on a introduit trois paires

représentant divers groupes d'odorants déjà identifiés aux cours des expériences précédentes: la

paire anisole / acétophénone, la paire méthyl amyl-cétone / heptanol et la paire d-limonène/

para-cymène. Pour le complément, on a introduit des molécules plus ou moins camphrées,

jugées éventuellement seulement voisines (menthol, cyclohexanone). Certains camphrés avaient

déjà été étudiés: Le 1-8 cinéole (ou eucalyptol), le camphre et l'isobornéol, avaient été appariés

par les neurorécepteurs au cours d'études antérieures (Duchamp et al., 1974, Revial et al.,

1982). L'adamantane, molécule parfaitement sphérique et couverte d'atomes d'hydrogène, est

faiblement réactive. Le tétra-bromo éthane est aussi sphérique mais d'un diamètre plus faible.

Plusieurs odorants testés sont construits sur un squelette bicyclo-pentane: le camphre, le

fenchol, la fenchone, l'iso-bornéol, le bornéol, le camphène. On suppose que la cyclodécanone

également testée, molécule souple, peut adopter une configuration de géométrie voisine de

celle des molécules précédentes. Enfin, on a ajouté une série de cyclo-hexanones, dont la

cyclohexanone, la 2,5-diméthyl-cyclohexanone et la 3,3,5-triméthyl cyclohexanone. Cette

dernière molécule présente une calotte hémisphérique tapissée d'atomes d'hydrogène dont le

volume est voisin de celui requis pour assurer l'appartenance au groupe des molécules

camphrées.

Nous avons aussi profité de cette nouvelle étude pour repérer précisément les sites

d'enregistrements, afin d'étudier à l'échelle unitaire, l'implication de la l'hétérogénéité spatiale de

la sensibilité de la muqueuse olfactive telle qu'on l'a décrite sur la base des enregistrements

EOG (Daval et al., 1980; Mackay-Sim et al., 1982).

Cinquante sept neurones récepteurs ont répondu à un stimulus au moins, sur les 71 que

nous avons testés au cours de ce travail. Le calcul de l'écart réduit permet de constater que le

seuil de 2 est dépassé pour de multiples paires d'odeur: On montre donc que les distributions

de réponses ne sont pas indépendantes au risque de 5%, et on suppose que ceci est le fait d'un

partage de mécanismes de détection communs (Fig. 21).

Comparant les distributions spatiales des sensibilités aux différents odorants (Fig. 20),

quel que soit le stimulus, nous n'avons pas trouvé de différence significative entre les trois

différents territoires antérieurs, médians et postérieurs, ni en comparant les portions droites et

gauches, d'ailleurs.

Relativement à la discrimination des stimulus, on note la densité des liaisons entre le

camphène, le camphre, la fenchone, la 3,3,5-triméthyl cyclohexanone, l'adamantane, le fenchol,

l'iso-bornéol, le bornéol de cyclodécanone et même le menthol. On remarque au contraire un

relatif isolement du cinéole par rapport à ces corps. Les paires limonène/ para-cymène et

anisole / acétophénone sont confirmées. La complexité du graphe nous invite à utiliser une

représentation plus synthétique pour représenter les données: Nous choisissons ici de montrer

la taxinomie, non hiérarchique, qui fait apparaître l'individualité du groupe "camphré" dès la

deuxième et à la troisième partitions (Fig. 22). On note l'exclusion de la 2,4 diméthyl-

cyclohexanone, de la cyclodécanone et de la cyclohexanone de ce groupe. Les paires heptanol /

méthyl amyle cétone, D-limonène / para-cymène et anisole / acétophénone sont individualisées.
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Figure 20: Distribution des neurones récepteurs de la muqueuse ventrale de grenouilles dont nous avons

testés la sensibilité à vingt corps purs odorants. A titre d'exemple trois cartes parmi les vingt obtenues sont

représentées. En caractères rouges sont indiquées les unités ayant répondu au stimulus indiqué en bas à

gauche. MAC: 2-heptanone, CAM, camphre, ANI, anisole. L'analyse de ces distributions n'a pas fait apparaître

de trace d'une chimiotopie périphérique.

Si les molécules "camphrées" se rassemblent, à cause de l'insertion de l'adamantane ou

du camphène dans le groupe, on peut supposer que ce n'est pas du fait d'une liaison polaire

avec leurs récepteurs, et, plus indirectement, que cette liaison n'est pas nécessaire à la

manifestation de l'odeur de camphre. Comme toutes les molécules qui appartiennent au groupe

sont discriminées, c'est à dire recrutent des sous-ensembles différents de neurones récepteurs,

le système de récepteurs découvre cependant leurs particularités. Le tétra-bromo-éthane est

aussi sphérique mais d'un volume plus petit que celui requis pour présenter la note camphrée,

selon Eminet et Chastrette. Ils remarquent que leur fonction de discrimination classe mal le

tétra-bromo éthane, le menthol et le para-cymène (compte tenu de la description de leurs

odeurs, non camphrées). Or cette molécule est ici en périphérie du groupe. Ce résultat est

cohérent avec la disposition du point représentatif, proche de la droite de discrimination,



Figure  21 : Similitudes significatives entre les

propriétés stimulantes de différents odorants.
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Figure 22: Classification de vingt stimulus odorants sur la base des réponses de neurones récepteurs olfactifs

de grenouilles.Taxinomie non hiérarchique descendante d�après Emptoz et Fages, 1980. A chaque niveau N, on a

la partition en N classes. La variance active totale diminue exponentiellement du niveau 1 au niveau 8 et ne varie

plus significativement entre le niveau 7 et le niveau 8.
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dans le plan paramètre de forme / volume moléculaire. C'est aussi le cas du menthol. Il est bien

sûr possible d'envisager, que bien que répondant aux critères de forme et de volume, d'autres

attributs physico-chimiques, radicaux, brome ou hydroxyle, puissent prévaloir et soient

responsables de qualités d'odeur différentes. D'après le calcul des écarts réduits, on sait que le

para-cymène partage des récepteurs qui reconnaissent aussi des molécules camphrées, mais 3

neurones récepteurs sont sensibles à ce stimulus sans manifester de sensibilité à l'une des

molécules camphrées, 3 autres répondant aussi au para-cymène ne sont sensibles qu'à une seule

des molécules camphrées... Toute discrimination peut évidemment suffire à conférer une autre

qualité au stimulus.



Sommaire 59

1.1.3.2. Article 3: Sicard, G. Olfactory discrimination of structurally related molecules:

Receptor responses to camphoraceous odorants. Brain Research, 1985, 326:203-212.
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1.1.4. Récapitulation: Etude des relations entre plusieurs groupes d'odorants

1.1.4.1. Résumé

En 1980, l'exploration de l'espace olfactif comprenait quatre séries d'expériences qui

avaient permis d'examiner environ soixante molécules odorantes. Au cours de chaque série

d'expérience, différents groupes d'odeurs avaient été identifiés. Notre objectif était alors de

rassembler dans une même série d'expériences des représentants des groupes principaux pour

tester la reproductibilité des regroupements et pour juger des relations entre les groupes. La

série de substances odorantes testées serait proposée comme un échantillon de référence pour

des études s'adressant à d'autres espèces animales ou à d'autres niveaux du système olfactif.

L'étude est détaillée dans l'article ci-dessous. On peut résumer ainsi cette étude:

- Soixante quatorze cellules ont été soumises chacune à 20 stimulations qualitativement

différentes. Les stimulus utilisés étaient: l'acétophénone, l'anisole, le n-butanol, le dl-camphre,

la cyclodécanone, le 1,8 cinéole, le para-cymène, le d-citronellol, le n-heptanol, l'acétate d'iso-

amyle, l'acide isovalérique, le d-limonène, la méthyl amyle cétone (ou 2-heptanone), le l-

menthol, le phénol, le thiophénol, la pyridine, le thymol, le cyclohexanol, la cyclohexanone. Ils

ont été délivrés à des dilutions des vapeurs saturantes comprises entre 1/3 et 1/20.

- Les activités spontanées sont distribuées entre 0 et 120 P.A émis par minute.

- Les fréquences maximum sont de l'ordre de 1200 P.A. émis par minute.

- Dans cette série, 60 cellules ont répondu à au moins un stimulus de la série. En moyenne les

neurones récepteurs répondaient à 8 ± 5 stimulus.
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Figure 23: Similitudes significatives entre les propriétés stimulantes de différents corps purs

odorants. L'écart-réduit permet de comparer les distributions des réponses évoquées par chaque paire

d'odorants dans l'échantillon de neurones récepteurs étudiés. Un trait d'épaisseur d'autant plus

importante que la similitude est forte relie les odorants qui ont statistiquement des propriétés

stimulantes semblables.
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Figure 24: Espace factoriel issu de l�analyse des correspondances de vingt substances odorantes de la série

récapitulative. Les profils de sensibilité de 60 neurones récepteurs olfactifs vis à vis de 20 substances odorantes

représentatives des échantillons antérieurement étudiés ont été recueillis. A-  En bleu les linéaires regroupés par la

taxinomie, qui s�opposent  aux camphrés en rose sur l�axe de plus forte variance. En vert les molécules représentati-

ves du groupe «aromatique», et, en orangé les molécules représentatives du groupe «terpènique». B- Le même espace

factoriel avec une représentation des structures chimiques.  Les trois premiers axes portent respectivement 21%, 12%

et 10% de la variance contenue dans la matrice de données.
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- Les paires attendues sont effectivement formées (Fig. 23). Les neurones récepteurs

répondent simultanément plus souvent que ne le laisse prévoir le simple hasard au

couple méthyl-amyle cétone / acétate d'iso-amyle, au couple cinéole / camphre, au

couple acétophénone / anisole, ou au couple para-cymène / limonène, etc... La

conclusion est que ces liens sont solides, relativement indépendants des lots cellulaires

échantillonnés au hasard, et résistants à des variations des conditions de stimulation

(qui au cours des séries successives ont légèrement varié). Ici encore, les liens

significatifs s'étendent en dehors des groupes que nous lisons sur les représentations

globales, factorielles ou taxinomiques.

Un examen, même grossier, des proximités en regard des structures chimiques

concernées, laisse penser que "ce qui se ressemble s'assemble": L'acétate d'iso-amyle et

la méthyl-amyle cétone sont des molécules linéaires ayant le même nombre de carbones

qui se regroupent, et qui s'opposent sur le premier axe factoriel à des molécules

sphériques regroupées, elles aussi, comme le camphre et le cinéole (Fig. 24). La

construction des modèles moléculaires du limonène et du para-cymène et leur

comparaison confirment leur similitude de forme. Les représentants du groupe

"aromatique", acétophénone / anisole, sont, encore une fois, proches l'un de l'autre et

caractérisés par leur noyau aromatique mono-substitué. On note que ces quelques

descriptions retiennent plus des éléments du squelette moléculaire que des fonctions

chimiques. Parfois, le lien qui apparaît entre certaines molécules, ici, le cyclohexanone

et le d-citronellol, par exemple, reste inexpliqué. (Peut-on invoquer la souplesse de la

chaîne linéaire qui pourrait approcher la structure fermée du cycle hexa-carboné?)

Quoiqu'il en soit, nos observations suggèrent que les distances que nous

découvrons sont bien le reflet assez direct d'interactions moléculaires entre les stimulus

et leurs récepteurs. C'est bien le registre chimique qui peut servir d'explication à ces

résultats (Chastrette et al, 1981, Sicard et al., 1997), même si une interprétation

exhaustive n'est pas atteinte. Nous pouvons ici noter que la reproduction de l'espace

des stimulus tel qu'on peut le décrire sur la base des réponses des neurones récepteurs

olfactifs, n'a pu être réalisée qu'en utilisant des variables chimiques globales, comme le

coefficient de partage octanol / eau ou des paramètres de forme (Chastrette et al.,

1981, Sicard et al., 1997). Des tentatives avaient été déjà menées qui reliaient de tels

paramètres chimiques à la perception humaine des stimulus (Döving et al., 1966,

Berglund et al., 1973).

Le fait le plus remarquable que nous ayons enregistré est qu'il ne semble pas

possible de fournir sur la base de nos observations une partition intelligible des

neurones récepteurs eux-mêmes. Cela a des conséquences sur la manière dont nous

concevons le mécanisme de réception. Considérant les profils de sélectivité des

neurones récepteurs, les chimistes éprouvent quelques difficultés à décrire le mécanisme

de détection commun qui peut interagir, à la fois, avec des molécules si différentes,

l'heptanol et le cinéole, par exemple. A tel point qu'on a plutôt tendance à imaginer que

seules des associations de récepteurs sont capables de conférer des possibilités de

reconnaissance aussi variées à un même neurone récepteur. Au cours de la troisième

partie, nous devrons revenir sur ce constat et nous tenterons d'en tirer les conséquences

en terme de propriétés des récepteurs aux odeurs eux-mêmes.
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1.1.4.2. Article 4: Sicard, G. and Holley, A. Receptor cell responses to odorants:

Similarities and differences among odorants. Brain Research, 1984, 292:283-296.
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1.2. Transfert bulbaire

En caractérisant l'entrée et la sortie d'une boîte noire, on apprend ce que réalise la

structure intercalée, on qualifie sa fonction de transfert. Nous résumons ici une étude

entreprise à l'initiative d'André Duchamp à laquelle nous avons contribué, et dont la publication

est insérée au paragraphe suivant, parce qu'elle démontre qu'après la capture d'informations

chimiques, le système nerveux olfactif réalise une mise en forme qui renforce les capacités de

discrimination du système et qui tend à s'affranchir des variations de concentration. L'intérêt de

ce rappel tient aussi au fait que la littérature récente permet une lecture moins abstraite de la

comparaison des deux premiers niveaux d'intégration de l'information olfactive. Nous attirons

l'attention sur le fait que certaines analyses publiées ont été ici complétées.

1.2.1. Etude des modifications de la représentation périphérique par la projection et le

traitement bulbaire.

Au cours de cette étude, dix neuf produits qualitativement différents, cinq d'entre eux

étant proposés à deux concentrations, ont servi de stimulus. Les concentrations des stimulus

les plus élevés variaient entre le cinquième et le vingtième de leurs vapeurs saturantes. On a

augmenté leur dilution par le gaz vecteur pour obtenir les stimulations les moins intenses, les

différences de concentrations entre éléments de chaque couple variant entre 30 à 40%.

Sommairement, le protocole a d'abord consisté à enregistrer les réponses de neurones

olfactifs de la muqueuse de grenouille à ces stimulus (et dont les résultats ont déjà été exposés

et commentés plus haut). La préparation,  la grenouille démédullée et décérébrée,  la

méthodologie, reposant sur l'usage de microélectrodes extracellulaires, et la stimulation en

phase gazeuse, ont été décrites antérieurement. D'autre part, la deuxième opération consista à

enregistrer les réponses dans les mêmes conditions de stimulation de neurones de la sortie

bulbaire, des cellules mitrales, chez des animaux de la même espèce. On notera que la

préparation qui a servi à recueillir les réponses d'unités bulbaires diffère de celle qui a servi

pour l'enregistrement des neurones récepteurs. En effet, l'accès aux neurones du bulbe était

aménagé après immobilisation de l'animal par une injection de D-tubocurarine, et une

anesthésie locale au moyen d'hypochlorate de procaïne, par ouverture chirurgicale de la boîte

crânienne. Par contre, les conditions de stimulation, ouverture de la cavité nasale, disposition

de l'olfactomètre et réglages des concentrations, au cours des deux séries d'expériences

parallèles étaient strictement identiques.

Le constat le plus important est qu'il existe une différence des proportions de cellules

recrutées soit dans le bulbe soit dans la muqueuse par un même stimulus (Fig. 25). Si l'on

s'intéresse aux seules réponses transmises, c'est à dire aux activations, le pourcentage de

cellules recrutées par une même stimulation est plus faible dans le bulbe que dans la muqueuse,

excepté pour le limonène, le menthène, la quinoline et son isomère, et le cyclohexane et que les

deux séries de pourcentages ne sont pas corrélées (r=0,53 non sign.) (Fig. 25A). On note que

les taux d'inhibitions bulbaires sont eux corrélés (r=0,65, p<0.001) aux taux d'activations

périphériques. Nous pouvons, par ailleurs, remarquer que les taux de cellules bulbaires inhibées

ne sont pas systématiquement corrélés (r=0,54, p=0.5) aux taux de cellules bulbaires activées

puisque, par exemple, le limonène activant 70% des cellules bulbaires interrogées n'en inhibe

que 21%, alors que le cinéole recrutant 56% d'activations bulbaires évoque 30% d'inhibitions

bulbaires. Ainsi, on trouve, ici, l'indication de traitements bulbaires différenciés selon les

stimulus olfactifs considérés.
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Pourcentages de cellules périphériques activées 
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Figure  25: Corrélations entre les pourcentages de cellules activées ou inhibées à la suite des stimulations

olfactives. A, activations périphériques/activations bulbaires, et B, activations périphériques/ inhibitions

bulbaires. La première bissectrice est représentée par ligne en pointillés. Les points représentatifs sont, dans les

deux cas, A et B, majoritairement sous la première bissectrice, ce qui illustre que la sélectivité bulbaire est plus

grande que la sélectivité périphérique.

Nous retiendrons donc d'abord que le traitement bulbaire opère de façon spécifique selon les

stimulus. Nous entrevoyons aussi que l'inhibition bulbaire s'étend d'autant plus que la

stimulation est intense, ce qui sera confirmé, ci dessous, par l'analyse des résultats des tests de

concentration.

Si on s'intéresse aux rapports entre les odorants testés aux cours de ces deux

expériences menées à la périphérie et dans le bulbe olfactif, on note que l'espace des stimulus

relatifs à la muqueuse olfactive selon l'analyse des correspondances n'est pas complètement

restructuré après le traitement bulbaire (Fig. 26). Les représentations tridimensionnelles

proposées représentent pour la muqueuse et pour le bulbe, respectivement, 39% et 40% des
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variances totales. Certes, les axes factoriels ne passent pas tout à fait par les mêmes points,

mais on reconnaît bien l'extraction du cinéole qui s'oppose sur l'axe 1 à la pyridine, au

benzaldéhyde, et on distingue aussi la formation d'un groupe "terpénique" dans les deux

espaces. On notera toutefois que le menthane et le menthène sont assez clairement extirpés du

groupe "terpénique" au cours de la projection et du traitement bulbaire. La paire quinoline/

isoquinoline paraît mieux dissociée après le traitement bulbaire.

Dans ces espaces, les couples de stimulus de concentrations différentes sont

particulièrement bien associés, le plus lâche étant le limonène dans l'espace définit par les

cellules mitrales bulbaires (Fig. 26B).

Tableau 2: Pourcentages de recrutements de réponses cellulaires dans le bulbe (n=43) et dans la

muqueuse (n=30), et leurs évolutions en fonction de la concentration du stimulus. BZA=benzaldéhyde,

LIM=D-limonène, XCA=cyclohexane carboxaldéhyde, PYR= pyridine, CIN= 1,8-cinéole. En majuscules les

stimulus de fortes concentrations, et en minuscules les stimulus de plus faibles concentrations. Les activations

et des inhibitions bulbaires évoquées par chaque stimulus sont détaillées, ces valeurs sont cumulées pour

afficher le pourcentage total des réponses bulbaires. Pour les corps testés ici, nous n'avons pas remarqué de

réponses inhibitrices dans la muqueuse.

BULBE BZA bza LIM lim XCA xca PYR pyr CIN cin

% activations 28 19 70 47 28 16 26 19 56 40

% inhibitions 16 5 21 5 9 0 16 7 30 14

% total bulbaire 44 23 91 51 37 16 42 26 86 53

MUQUEUSE

% activations 73 50 53 47 37 30 57 50 67 40

Pour résumer ce qui se passe en fonction des concentrations stimulantes, on constate que

l'augmentation de l'intensité du stimulus conduit à une augmentation du nombre de réponses,

dans la muqueuse ou le bulbe, qu'elles soient activatrices ou inhibitrices dans le bulbe (Tab. 2).

Les courbes de recrutement établies par P. Duchamp ont plus tard confirmé qu'elles croissaient

plus vite dans le bulbe que dans la muqueuse (Duchamp-Viret et al., 1990). Par ailleurs, en

conséquence de ces recrutements, on assiste à une modification des sous-ensembles de cellules

activées par un même odorant, à une transformation de l'enveloppe qui contient l'information

utile. Toutefois, on constate, que les variations limitées que nous avons testées, n'aboutissent

pas à une confusion des stimulus qui restent discriminés parce que subsistent des interactions

avec, vraisemblablement, des lots de récepteurs significativement différents. De plus, en dépit

de la variation de concentration des stimulus, on assiste à la préservation de leur appartenance

à un groupe, par exemple pour le limonène, ou à un domaine de l'espace comme pour les deux

concentrations du cinéole. Malgré tout, ces variations posent problème: D'une part, elles

limitent la force de la notion de groupe d'odorants dans nos représentations de l'espace des

odorants. Mais d'autre part, plus fondamentalement, elle nous interroge sur la relative

invariance de l'odeur perçue sous des intensités différentes: Est-elle assurée? Si oui, comment

est elle assurée? Y-a-t-il des mécanismes conservatoires installés dès la périphérie ou bien faut-

il reporter cette opération à des niveaux supérieurs?
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Figure 26: Espaces factoriels issus de l�analyse des correspondances des réponses de neurorécepteurs (A) ou

de deutoneurones (B) du système olfactif de grenouille. Dix neufs odorants, dont cinq à deux concentrations

différentes, ont été délivrés au dessus de la muqueuse olfactive exposée alors qu�on enregistrait les activités unitai-

res, soit de neurones récepteurs olfactifs, soit de deutoneurones bulbaires, au moyen de micro-électrodes. Dans

chaque cas, plusieurs dizaines de profils de sélectivité constituent une matrice de réponses / non réponses soumise à

l�analyse des correspondances. En rose, le groupe «terpénique» et autres colorations, les paires de concentration,

sauf en vert vif, la paire quinoline, isoquinoline.
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QUI, quinoline, IQI, isoquinoline, MTN, menthène, MTA, para-menthane, LIM, D-limonène, TER, a-terpinène,

CYM, para-cymène, DMS, diméthyl-styrène, MEN, menthol, THY, thymol, XAN, cyclohexane, XCA, cyclohexane

carboxaldéhyde, XOL, cyclohexanol, HEX, hexènal, CIN, 1,8-cinéole, BZA, benzaldéhyde, PHE, phénol, PYL, a-

méthyl-pyrrole, PYR, pyridine.
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1.2.2. Article 5: Duchamp, A., Sicard, G. Influence of stimulus intensity on odour

discrimination by olfactory bulb neurons as compared with receptor cells. Chem. Senses,

1984, 8:355-366.
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2. Résultats expérimentaux relatifs au modèle mammifère

2.1 Encodage périphérique

2.1.1 Réponses électrophysiologiques des neurones récepteurs olfactifs de mammifères

aux stimulations odorantes

Au début des années quatre vingt, après avoir longuement étudié les neurones

récepteurs olfactifs de l'amphibien, il nous apparut nécessaire de connaître, la sélectivité des

neurorécepteurs olfactif du mammifère. Alors que sur le plan anatomique comme sur le plan

physiologique, des différences d'organisation bulbaire entre amphibiens et mammifères étaient

patentes, nous ne disposions que de très rares informations sur la physiologie des neurones

récepteurs olfactifs de mammifères. En fait, la question n'avait été abordée qu'au cours d'une

étude qui évaluait l'évolution de la sélectivité au cours du développement ontogénétique du rat

(Gesteland et al., 1982).

Nous avons donc mis au point une préparation qui permet d'enregistrer l'activité

unitaire électrophysiologique de ces neurones in vivo. Les souris utilisées sont âgées de plus de

3 semaines, donc  adultes. Elles sont d'abord  anesthésiées au pentobarbital (50 mg/kg de poids

corporel). Afin d'éviter les mouvements d'air respiratoire dans la cavité nasale, suffisant pour

mobiliser les électrodes d'enregistrements et donc interdire l'accès à l'activité unitaire, la trachée

était sectionnée sous la gorge de l'animal et sa portion proximale était canulée, ce qui autorisait

une respiration libre de l'animal. L'os du crâne était mis à nu pour être collé avec un

cyanoacrylate à un support métallique rigide, cette procédure immobilisant la tête de l'animal.

Le dispositif de contention comprenait une plaque chauffante maintenant la température

corporelle de l'animal. Puis, la cavité nasale était ouverte par ablation successive des pans

pauciers, en arrière de la truffe, et de l'os nasal, puis la création d'une boutonnière dans la

parois dorsale molle restée en place, chorion et muqueuse nasale, avec le minimum

d'hémorragie. Par cette fente maintenue béante, nous avons systématiquement approché la

muqueuse olfactive du septum nasal, avec des électrodes métalliques (capillaire en verre, empli

d'un alliage de métal de Wood et d'indium, indium, dépôt de noir de platine à la pointe,

diamètre de la pointe 1 à 3µm, impédance 1-4 MW à 1000 Hz). Une aiguille d'argent chlorurée,

insérée sous la peau à l'avant de la plaie, servait d'électrode indifférente. Dans ces conditions,

avec le même système d'enregistrement et le même système de stimulation, nous pouvions

délivrer, entre autres, onze odorants testés antérieurement chez la grenouille alors que l'activité

unitaire d'un neurone récepteur olfactif de la souris était enregistrée.

 Les activités unitaires étaient recueillies dans une profondeur comprise entre 20 et 100

µm sous la surface du mucus. Les enregistrements apparaissaient souvent multiunitaires. Les

potentiels de pointe recueillis ont des décours inférieurs à cinq millisecondes. Comme les

neurones olfactifs d'amphibien, ceux de la souris présentent une activité spontanée plus ou

moins rapide, comprise entre 3. 10
-2

 et 10 Hz. La stimulation chimique peut déclencher

l'apparition de bouffées de potentiels de pointe présentant parfois une diminution d'amplitude

lorsque  que leur fréquence augmente, potentiels dits alors décrémentiels.

Parmi les enregistrements que nous avons réalisés, 34 neurones récepteurs ont été

testés dans des conditions similaires de celles pratiquées chez la grenouille au cours d'une étude

antérieure. En moyenne 7 odorants sur les onze disponibles ont été testés. Neuf cellules ont

nettement répondu à un stimulus au moins: A la suite de 254 stimulations,  nous avons

constaté une vingtaine d'élévations transitoires de l'activité spontanée et donc  identifié une

vingtaine de réponses par activation, soit dans 7,9% des cas. Chez la grenouille, les mêmes

stimulus, entraînaient 39% de réponses. Lorsque nous retirons de nos comptes les cellules qui

n'ont répondu à aucune des odeurs testées, ce taux passe à 26,5%, alors qu'il atteignait 55%
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chez la grenouille. Ces différences sont statistiquement significatives. Notre conclusion était

donc que les neurones olfactifs de la souris étaient plus sélectifs que ceux de la grenouille.

Toutefois, près de 50% des cellules présentaient une activité spontanée élevée, parfois

irrégulière et pouvant se distribuer en bouffées, incluant parfois des potentiels de pointe

décrémentiels (Fig. 27). Ces caractéristiques peuvent rendre difficile l'identification de réponses

de faible amplitude.

Figure 27: Exemples d'activités spontanées et de réponses aux stimulations chimiques de neurones

récepteurs olfactifs de souris. Enregistrements extracellulaires en deux sites distincts, C1 et  C2, de réponses à

la cyclohexanone. Barre: Stimulation de 2 s.

Malgré tout, les observations que nous avons obtenues n'indiquent cependant pas que

les mécanismes de réception diffèrent fondamentalement de ceux que nous avions décrits chez

la grenouille. En effet, nous avons, en particulier, remarqué qu'un même neurone olfactif de

souris peut répondre à des molécules aussi différentes que le camphre, la 2-heptanone, l'anisole

et la cyclohexanone!

Nos données suggèrent une sélectivité plus grande des neurones récepteurs de souris

comparativement à celle observée chez la même catégorie de neurones enregistrés chez la

grenouille. Les comparaisons avec d'autres études  posent toujours le problème des

concentrations effectivement stimulantes ou de la nature des produits utilisés comme stimulus.

Parce  qu'utilisant  une partie des produits stimulants que nous avions testés chez la souris,

l'étude réalisée sur  les  neurones bulbaires  du rat par K. Döving est la plus proche de la notre.

La comparaison interspécifique d'activités nerveuses, qui plus est, à des niveaux différents du
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car   eug   cal     lim      cit     etf     ger     ace
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Figure 28: Exemples de profils de sensibilité de neurones olfactifs de rat. (D'après Bozza et Kauer, 1998).

Après avoir isolé des neurones olfactifs de rat, les auteurs ont enregistré optiquement la réponse calcique

à la stimulation odorante de certains d'entre eux. Les profils de sensibilité  que montrent ces neurones ré-

cepteurs peuvent inclure différents types de molécules, d'une manière comparable à celle que nous rencontrons

chez la grenouille ou la souris. Mais 75% des cellules testées  ne répondent à aucun  des stimulus: car: carvone,

eug: eugénol, cal: cinnamaldéhyde, lim: limonène, cit: citral, etf: éthyl-fenchyl, ger: géraniol, ace: acétophénone.

système olfactif, est risquée, mais elle était jusqu'à il y a peu, une des rares que nous puissions

faire pour juger de la pertinence de nos résultats recueillis chez la souris. Les règles de

convergence spatiale des neurones récepteurs exprimant un même récepteur récemment

établies confortent cette démarche. Lorsque K. Döving a enregistré, chez le rat, les réponses de

269 neurones bulbaires  identifiés comme  des cellules mitrales à une série  de vingt stimulus

dont onze que nous avions utilisés au cours de notre étude chez la souris  (Doving, 1987).

Doving a recueilli  un assez faible nombre de réponses, soit 11,2% d'excitations (et 10,7%

d'inhibitions), ce qui est légèrement supérieur à ce que nous avons observé à la périphérie chez

la souris. Une autre étude, ayant trait au développement ontogénétique de la muqueuse

olfactive du rat (Gesteland et al., 1982), indique entre E16 et E21, une forte augmentation de

la sélectivité des neurones de la muqueuse olfactive vis à vis des stimulus odorants, qui aboutit

à un taux de réponse nul après la naissance (sur quatre produits testés seulement il est vrai),

qui semble en deçà de nos propres observations. Plus récemment, quelques enregistrements

optiques de réponses calciques obtenues sur des tranches de muqueuse olfactive de souris,

qu'un neurone olfactif donné, peut répondre aussi bien à des alcools qu'à des acides gras à

chaînes courtes de poids moléculaires voisins mais différents (Sato et al., 1994). Plusieurs

auteurs ont également rapporté que des cellules isolées de la muqueuse de rat étaient sensibles

à la fois à des composés réputés recruter la voie AMPc ou la voie IP3 (Restrepo et al., 1993,

Tareilus et al., 1995). Dernièrement, une élégante étude de cellules isolées après repérage de

leur territoire de projection a montré que  parmi les 19 cellules répondant à un mélange

d'odorants, 30% des stimulations par l'un des 8 corps purs testés étaient suivies d'un réponse

calcique (Bozza et Kauer, 1998) (Fig. 28).

Dans le même article, il est toutefois précisé que 75% des cellules observées dans les mêmes

conditions ne répondaient à aucun des stimulus délivrés. Par ailleurs, il existe des arguments
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qui plaident plutôt en faveur d'une très forte sélectivité des neurones récepteurs vis à vis des

stimulus odorants. Ainsi, par exemple, la transfection d'un récepteur moléculaire, n'entraîne une

variation significative de la réponse EOG que pour un stimulus sur plus de soixante testés

(Zhao et al., 1997). Au cours de la même étude, les auteurs observent que des neurones

récepteurs transfectés et isolés ne répondent qu'à quelques molécules de structures très

voisines (heptanal, octanal, nonanal). La cohérence de ces données bibliographiques et des

nôtres relatives à la sélectivité des neurones récepteurs olfactifs n'est pas claire et nous y

reviendrons dans la prochaine partie de ce document.
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2.1.2. Article 6: Sicard, G. Electrophysiological recordings from olfactory receptor cells

in adult mice. Brain Research, 1986, 397:405-408.
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2.2. Anosmie partielle: un modèle d'altération spécifique de la sensibilité olfactive

Parmi les travaux que j'ai retenus pour étayer ma thèse, on sera peut être surpris de

trouver cette étude composite qui aboutit à une représentation spatiale dans la couche

glomérulaire de l'activité neuronale évoquée par la stimulation odorante. En utilisant une

technique de marquage anatomo-fonctionnelle, nous pouvons lire l'organisation fonctionnelle

d'une portion du système olfactif avec un autre point de vue que celui apporté par les micro-

électrodes. Les activités recueillies une à une à l'aide de micro-électrodes s'inscrivent dans une

organisation plus large de populations neuronales qu'on peut observer, en sacrifiant les aspects

temporels, à l'aide de marqueurs d'activité métabolique comme le désoxyglucose. Grâce à la

découverte des récepteurs aux odeurs, et la très forte résolution des outils de marquage

(hybridation in situ, gènes traceurs) qui accompagnent le développement de la biologie

moléculaire, la composante spatiale a clairement été privilégiée ces dernières années. Nous

envisagerons donc, sur la base de cette étude, les rapports entre les observations réalisées avec

les deux approches. Par ailleurs, ce travail a aussi une résonance en terme de mécanisme de

réception: En effet, une des hypothèses qui permettent d'expliquer l'anosmie partielle est qu'elle

traduit directement l'expression génétique défaillante d'un récepteur aux odeurs.

2.2.1. Définition de l'anosmie partielle ou spécifique: modèle humain et modèle murin

En 1948, on trouve sous la plume de Marcel Guillot une bonne description d'une

altération partielle de la sensibilité olfactive qui ressemble au daltonisme, défaut de la

perception visuelle plus connu, et dont les sujets atteints manifestent une incapacité à percevoir

visuellement certaines couleurs seulement. Dans le cas de :l'anosmie partielle, des sujets ayant

par ailleurs une olfaction normale, sont incapables de percevoir l'odeur d'une substance donnée

ou d'un petit groupe de substances chimiquement apparentées. Guillot lui-même en identifiait 8

types différents correspondant à certains muscs, ou à la méthyl-ionone, par exemple, et John

Amoore en dénombra plus de quatre-vingt (Amoore, 1982). Elles sont assez répandues

puisque, par exemple, 3% des sujets humains sont anosmiques spécifiquement à l'acide

isovalérique (Amoore et al., 1968) et 50% sont spécifiquement anosmiques à l'androsténone

(Amoore et al., 1977). Ces estimations ont été nuancées par une étude inter-ethnique à grande

échelle, mais les ordres de grandeurs sont bien ceux-ci (Gilbert et al., 1987). Le déterminisme

génétique de certaines de ces anosmies est avéré (Gross-Isseroff, et al., 1992, Griff et Reed,

1995), mais toutes ne semblent pas avoir le même statut (Wysocki et al., 1989, Lawless et al.,

1995).

"Le plus simple est d'imaginer que chaque substance donnant lieu à une anosmie

permanente, chez un individu, touche chez les autres un seul type de cellules sensorielles,

absentes chez le sujet considéré. Ou encore, ce qui revient au même, que la cellule sensorielle

spécifique étant présente, une partie du réseau nerveux qu'elle commande est interrompue

(lacune ou lésion), l'ensemble du mécanisme ne pouvant fonctionner. (Guillot, 1948).

L'interprétation périphérique que Guillot donne de l'anosmie partielle est effectivement

plausible et privilégiée aussi par ses successeurs, moyennant toutefois l'échange de l'entité

atteinte par le récepteur protéique (Amoore, 1967 Beets, 1982,  Wysocki et al., 1977, Sicard

et al., 1989, Lancet et Ben Arie, 1993). Elle est cependant difficile à vérifier directement chez

l'Homme, puisque les outils d'exploration fonctionnelle de son organe récepteur olfactif

manquent. L'étude d'un modèle animal non seulement renseignerait  sur l'origine de ce déficit,
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mais aussi pourrait constituer un modèle d'altération périphérique, restreinte et spécifique, de la

sensibilité olfactive utile à la compréhension des mécanismes d'encodage de l'odeur et qu'on n'a

pas semble-t-il réussi à créer expérimentalement (Getchell et Gesteland, 1972, Menevse et al.,

1978, Delaleu et al., 1980,1983). Wysocki et al., en 1977, comparent au moyen de tests

comportementaux, la sensibilité de lignées consanguines de souris et émet l'hypothèse que les

souris de la souche C57BL/6J seraient spécifiquement anosmiques à l'acide isovalérique.

Compte tenu de son intérêt, nous avons étudié plus avant ce modèle murin de l'anosmie

spécifique et nous livrons ci-dessous les enseignements que cette étude nous a apportés.

2.2.2. Etude de l'anosmie murine à l'acide isovalérique

En collaboration avec L. Pourtier, éthologiste, nous avons complété l'étude réalisée par

Wysocki et ses collaborateurs, dont certaines conclusions nous paraissaient contestables. Au

paragraphe suivant est inséré un article publié dans lequel nous avons démontré que la souris

C57BL/6J était capable de détecter à distance une source odorisée par une forte concentration

d'acide isovalérique: Je le résume rapidement ci-dessous.

2.2.2.1 Données comportementales originales

Une aversion alimentaire peut être déclenchée par une seule exposition au stimulus

conditionnant et elle persiste durablement (Garcia et Koelling., 1977, Revusky et al., 1977,

Rusiniak et al., 1979, Pamminero et al., 1980, Bermudez-Rattoni, 1987). C'est, par exemple,

en associant une substance odorante à l'eau de boisson et en faisant suivre la prise de boisson

d'un malaise artificiellement provoqué par une injection intra-péritonéale de chlorure de

lithium, qu'il est possible de déclencher une aversion conditionnée à l'odorant ajouté à la

boisson. Wysocki et ses collaborateurs ont utilisé ce paradigme expérimental pour estimer la

sensibilité de différentes souches de souris vis à vis de quelques odorants. Nous avons entrepris

des expériences sur la même base, en affinant les méthodes d'observations et les protocoles.

Dans une première série d'expériences, nous avons  comparé les délais de contact avec

une boisson unique, témoin chez des animaux assoiffés, protocole pratiqué antérieurement par

Wysocki et al., 1977, mais non balancé en ce qui concerne les stimulus odorants et dont la

conclusion était que les souris C57BL/6J ne détectaient pas l'acide isovalérique à distance. Ici,

cette boisson pouvait être soit contrôle c'est à dire sans ajout de substance odorante, soit

odorisée par l'acide isovalérique pour des animaux ayant subi un conditionnement aversif pour

l'acide isovalérique et, odorisée par l'acétate d'amyle pour les animaux ayant subi un

conditionnement aversif à l'acétate d'amyle. Les tests comportementaux sont passés

individuellement, chaque souris ayant sa cage où l'expérimentateur ne lui présente qu'un seul

biberon, puis moyenné. Les mesures des délais du premier contact avec le biberon sont

répétées aux cours de quatre présentations successives de cinq minutes, régulièrement espacées

sur 48H00. Les biberons sont nettoyés et stérilisés entre chaque présentation. Nous

démontrons ainsi que les souris de la souche AKR/J sont capables de détecter à distance les

deux odorants testés à forte concentration puisqu'elles évitent le contact avec la boisson

odorisée plus longuement que la boisson témoin. On ne peut pas conclure la même chose avec

l'autre souche de souris: Dans les mêmes conditions, la réaction d'évitement n'est pas observée

chez les souris C57BL/6J. Placées dans les mêmes conditions, elles boivent dans un délais aussi

court tant les boissons normalement répulsives (celles contenant de l'acétate d'amyle comme

celles contenant de l'acide isovalérique) que la boisson témoin. Cette différence de
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comportement entre souche, non spécifique de l'odorant, n'est donc pas forcément le résultat

d'une incapacité de C57BL/6J à détecter l'odeur à distance, mais peut signifier simplement que

le conflit entre l'aversion pour la boisson odorisée et la soif est résolu différemment par les

deux souches.

Dans la deuxième série d'expériences, on a cherché à supprimer ce dilemme. L'aversion

conditionnée à l'acide isovalérique ou à l'acétate d'amyle, est suivie d'un test de choix entre

deux boissons, l'une témoin et l'autre, constituée par la même solution mais odorisée par le

stimulus conditionnant. Comme précédemment, les tests comportementaux sont passés et

traités individuellement, chaque souris ayant sa cage et ses biberons. Ici aussi, on a mesuré des

latences. Durant 11 jours successifs, nous avons enregistré les délais que les souris mettaient à

contacter l'un ou l'autre des biberons. Trois dilutions différentes de chaque odorant ont été

successivement testées, croissantes au cours du temps. (On a vérifié que le comportement

d'évitement vis à vis de la solution la moins diluée était conservé en fin de série de tests). Les

résultats montrent que, selon cette variable, la réaction d'évitement est d'autant plus importante

que la concentration des produits odorants est élevée, quel que soit le stimulus test, chez les

deux souches. On ne distingue donc pas les deux souches selon ce critère. On remarque

toutefois que pendant la période d'observation, certaines souris évitent totalement la pipette

odorisée, donc n'ont aucun contact direct avec la source d'odeur: L'évitement (ou

corrolairement le choix de la boisson) se fait alors probablement grâce à une information prise

à distance, hypothétiquement olfactive. Si on analyse les distributions des fréquences des prises

d'information par contacts directs, on différencie bien les deux souches (Fig. 29): Les deux

souches tendent à se comporter identiquement vis à vis de l'acétate d'amyle. Par contre avec

l'acide isovalérique, on note que les souris C57BL/6J ont d'autant plus de contacts avec les

biberons odorisés que les solutions sont plus diluées, n'évitant clairement la solution odorisée

qu'à sa plus faible dilution (10
-3

). Au contraire, sans ambiguïté, les souris AKR évitent les

contacts directs avec la solution d'acide isovalérique à toutes les dilutions proposées. On peut

effectivement interpréter ces contacts inattendus des souris de la souche C57BL/6J avec des

boissons qui devraient être répulsives (qui le sont pour les souris de AKR/J), comme le signe la

sensibilité moins grande de cette souche vis à vis du signal aéroporté, l'acide isovalérique.
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Figure 29: Détection à distance de sources odorisées aversives chez les souris AKR/J et C57BL/6J. Nous

avons comparé les effets des dilutions, 10-3, 10-4 et  10-5 (vol/vol) de signaux olfactifs, acétate d�amyle ou acide

isovalérique, dans une eau de boisson sur le comportement d�évitement. Nous avons comptabilisé les invidus

ayant eu un contact direct avec la pipette odorisée (en jaune) ou l�ayant évité (en violet) pendant un test de

choix entre une boisson témoin et une boisson contenant une substance rendue répulsive par un conditionne-

ment alimentaire aversif. Les différences significatives de distributions entre la situation témoin et les situa-

tions tests sont indiquées (test de Fisher, p<1%: ***, p<2%: **, p<5%: *).
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2.2.2.2. Article 7: Pourtier, L. et  Sicard, G. Comparison of the sensitivity of C57BL/6J

and AKR/J mice to airborne molecules of isovaleric acid and amyl acetate. Behavior and

Genetics, 1990, 20:499-509.
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2.2.2.3.  Données électrophysiologiques originales

Si un déficit de sensibilité olfactive est constaté, il est possible que son origine soit

périphérique, c'est à dire que les neurones récepteurs eux-mêmes ne puissent pas assurer la

détection du stimulus. Dans ce cas, il devrait être possible d'objectiver cette défaillance par

comparaison des réponses électrophysiologiques de la muqueuse olfactive entre animaux

affectés du déficit  et des animaux témoins. C'est ce que nous avons fait pour estimer la

sensibilité périphérique à l'acide isovalérique de la souche de souris C57BL/6J et que nous

rapportons ici.

L'amplitude de la réponse EOG, signal intégrant l'activation par la stimulation chimique

de plusieurs centaines de cellules réceptrices est un estimateur de la sensibilité de la population

à un stimulus donné. Nous savons cependant que l'amplitude de la réponse à un stimulus donné

est variable d'un point d'enregistrement à un autre (Daval et al., 1970; Mackay-Sim et al.,

1982; Edwards et al., 1988; Ezeh et al., 1995). La comparaison directe des amplitudes des

réponses à un odorant donné est ainsi risquée puisque d'un animal à l'autre, il est difficile

d'assurer que les sites d'enregistrement sont identiques. Nous avons utilisé un protocole qui

contourne cette difficulté. L'amplitude d'un stimulus témoin ne dépend que du site

d'enregistrement, nous avons donc formé les rapports:

amplitude de la réponse à l'acide isovalérique

amplitude de la réponse à l'acétate d'amyle

pour comparer la sensibilité à l'acide isovalérique des deux souches, C57BL/6J réputée

anosmique à l'acide isovalérique et AKR, normosmique.

Méthode. Douze souris C57BL/6J et six AKR ont été utilisées au cours de cette étude. La

tête des animaux est isolée après anesthésie des animaux au moyen d'équithésine (XXX/kg de

poids corporel). La paroi muqueuse latérale de la cavité nasale droite a été exposée par

résections de la cavité nasale gauche puis du septum nasal.

Le protocole de stimulation consista à délivrer des odorants à 1 cm des cornets olfactifs

à l'aide d'un stimulateur à échelle de dilutions. Les stimulations duraient 2 secondes et étaient

délivrées dans un flux gazeux de 200 ml/min.

L'enregistrement de l'activité électrophysiologique à la surface de la muqueuse olfactive

a été réalisé au moyen d'électrodes de polyéthylène, dont le diamètre à la pointe était de 0,5

mm, remplie d'un gel d'agar-agar, 6 g / 100 ml d'une solution aqueuse saline à 0,9% de NaCl.

L'électrode de mesure était reliée à un amplificateur conventionnel en courant continu avec un

gain de 1000. L'électrode indifférente était constituée d'une aiguille d'argent chlorurée fichée

dans la peau du museau. Les enregistrements ont été stockés grâce à un enregistreur sur papier

(Gould ES100) et les amplitudes d'EOG ont été mesurées directement sur ces tracés. Sur

chaque préparation, plusieurs points répartis sur les faces médianes des différents cornets ont

été testés.

Certains essais ont été éliminés du lot analysé, à la suite soit de la dégradation très

rapide de la réactivité de la muqueuse olfactive, soit du fait de l'irrégularité des séries de

dilutions que nous avons pu tester.

Résultats. Nous avons enregistré, en plusieurs points chez les animaux de chaque souche,

des EOG à l'acétate d'amyle et à l'acide isovalérique, stimulus proposés à plusieurs dilutions,
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des vapeurs saturantes. La figure 30, ci après, montre des exemples de réponses EOG

enregistrées chez les deux souches de souris. Au total, 44 enregistrements ont permis

d'observer des réponses EOG pour l'un ou l'autre des stimulus délivrés, y compris chez les

souris C57BL/6J stimulées par l'acide isovalérique.

Les moyennes des amplitudes recueillies pour chaque souche et chaque stimulus sont listées ci-

dessous.

Afin de traiter statistiquement la comparaison des rapports d'amplitudes, nous avons

retenu les séries d'enregistrements où chaque point avait été testé avec les 2 stimulus avec l'un

ou l'autre des rapports de dilutions. La comparaison au moyen d'un test t des rapports

d'amplitudes obtenus chez les souris C57BL/6J et les souris AKR montre que ces rapports,

0,179, n=15, et 0,531, n=6, respectivement, sont significativement plus faibles (t=-2,169,

p<5%) chez les souris C57BL/6J pour les stimulations les plus intenses (dilutions de 10
-2

). La

différence, 0,226, n=15, versus 0,340, n=5 n'atteint pas le seuil de significativité (t=-1.435,

p>5%) pour les intensités stimulantes basses (dilutions de 10
-6

).

souche AKR C57

odeur IVA AA IVA AA

facteur de dilution 10-2 10-6 10-2 10-6 10-2 10-6 10-2 10-6

EOG moyen (mV) 1,5±0.8 0,7±0,4 3,3±2,0 1,4±1,2 0,5±0,4 0,2±0,2 2,4±1,4 1,1±0,8

effectif 8 9 7 8 20 16 26 26

Tableau 3: Moyennes des amplitudes des électro-olfactogrammes obtenus en réponse à l'acétate d'amyle

ou l'acide isovalérique chez des souris de la souche AKR/J (AKR) ou C57BL/6J (C57). Les facteurs de

dilution indiqués sont comptés par rapport à la vapeur saturante. AA = acétate d'amyle, IVA = acide

isovalérique.

Discussion. Nous avons montré qu'indéniablement certains neurones récepteurs olfactifs des

souris de la souche de souris C57BL/6J, réputées anosmiques à l'acide isovalérique sont bien

sensibles à cette substance. Cependant, les réponses EOG apparaissent au moins deux fois plus

faibles que chez AKR. Nous rappelons ici, que notre examen détaillé des réponses individuelles

comportementales laisse penser que toutes les souris C57BL/6J n'ont pas le même degré

d'hyposmie. De fait, la modification de sensibilité à l'acide isovalérique des souris C57BL/6J

sous l'influence de facteurs environnementaux a été démontrée à la fois sur le plan

comportemental et le plan électrophysiologique (Wang et al., 1993). La variabilité observée

pourrait être due aux conditions d'élevage que nous n'avons pas totalement contrôlées.

Quoiqu'il en soit, la différence de sensibilité électrophysiologique que nous objectivons ici est

cohérente avec l'hypothèse d'une hyposmie génétique pour l'acide isovalérique chez les souris

de la souche C57BL/6J, d'origine périphérique. On pourrait l'interpréter comme un défaut de

régulation de l'expression de récepteurs spécifiques pour l'acide isovalérique, ou bien, au-delà,

d'une variation de réactivité des mécanismes de transduction associés à la reconnaissance de

l'acide isovalérique, sans atteinte du récepteur lui-même.



Figure 30:   Déficit périphérique chez les souris C57B/6J spécificiquement hyposmiques à l'acide

isovalérique. Les souris  C57BL/6J montrent comportementalement un  déficit sélectif de sensibilité vis à vis de 

l'acide isovalérique et comparativement aux animaux de la souche AKR/J. Ici, les réponses à deux concentrations 

C1 et C2 d'acide isovalérique et de l'odeur témoin, l'acétate d'amyle,  ont  été enregistrées au même point soit chez 

un animal de la souche C57, soit chez un animal AKR. Les  réponses  électriques de  muqueuses olfactives de la 

souche C57 à l'acide isovalérique sont de moins grandes amplitudes que celles qu'on enregistre chez la souche 

témoin. On peut mettre en évidence cette altération spécifique en calculant et en comparant entre les deux souches, 

les rapports  d'amplitudes des réponses à l'acide isovalérique aux amplitudes des réponses à  l'acétate d'amyle 

enregistrées aux mêmes points.
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2.3. Encodage bulbaire

2.3.1 Anosmie partielle et activation bulbaire: Données anatomo-fonctionnelles

Les neurones ne possèdent pas de stock de glucose, pourtant source d'énergie

indispensable, et captent nécessairement cette molécule extemporanément lorsqu'ils sont

activés. Le désoxyglucose entre comme le glucose dans les cellules actives mais n'est pas

dégradé par le cycle de Kebbs et s'accumule dans les cellules qui l'ont capté. On peut repérer

dans le tissu ces accumulations grâce à l'insertion d'un atome radioactif dans la molécule.

Injecté dans la circulation générale, le désoxyglucose se distribue vite dans l'ensemble de

l'espace extracellulaire et peut s'accumuler dans les neurones, d'autant plus qu'ils sont actifs

(Kennedy et al, 1975, Sokoloff et al., 1977). Après une exposition à un stimulus répété, on

sacrifie des animaux, on récupère rapidement les structures concernées qu'on congèle, puis on

réalise au cryostat des coupes sériées des structures nerveuses à observer et on expose les

coupes histologiques de tissu sur du papier photosensible. On obtient des autoradiogrammes

superposables aux coupes histologiques, qui seront localement d'autant plus impressionnés que

le marqueur radioactif est concentré: On établit ainsi des cartes d'activation neuronale.

Une série de travaux sur l'activité des bulbes olfactifs d'animaux soumis à des

stimulations olfactives, montrent, en particulier, que ce marqueur d'activité métabolique

s'accumule dans certains glomérules olfactifs (Skeen, 1977, Stewart et al., 1979, Jourdan et al.,

1980, Astic et Saucier, 1982, Astic et Cattarelli, 1982, Jourdan, 1982, Lancet et al., 1982). La

distribution de l'activation glomérulaire est caractéristique de l'odeur. Le premier article ci-

après, méthodologique, explique comment nous avons amélioré les procédures de mesure,

(méthode semi-quantitative), de reconstruction des cartes d'activation et mis au point une

stratégie d'analyse pour comparer entre elles les cartes d'activation glomérulaires bulbaires de

plusieurs individus (Fig. 31).

Brièvement, les autoradiogrammes sont numérisés, après diverses corrections optiques

et transformation en images en niveaux de gris. L'intervalle d'échantillonnage qui veut éviter de

visualiser deux fois un même glomérule conduit à ne retenir qu'une douzaine de coupes par

bulbe. Sur l'écran d'un ordinateur, la superposition des images numérisées de la coupe et de

l'autoradiogramme correspondant permet de délimiter la couche glomérulaire au crayon

optique. On mesure ensuite la densité optique moyenne dans les intersections successives et

mitoyennes d'une fenêtre mobile de lecture et de la zone glomérulaire délimitée. Le pôle dorsal

de la couche glomérulaire est repéré. Pour rendre comparables différents individus, nous avons

choisi la normalisation des mesures par rapport la distribution des densités optiques de chaque

bulbe. Le vecteur représentatif de la couche glomérulaire, véritable profil d'activation, sert

ensuite à reconstruire les cartes d'activation planes. On moyenne cinq éléments successifs du

vecteur correspondant à chaque coupe, on transforme les valeurs de densité optique en

surfaces de tailles proportionnelles aux densités optique moyennes. On aligne d'avant en arrière

soigneusement les pôles dorsaux repérés et on développe de part et d'autre de l'axe ainsi

constitué les éléments de chaque vecteur correspondant aux coupes successives échantillonnant

le bulbe olfactif. On a aussi la possibilité de comparer les vecteurs représentatifs des activations

glomérulaires, en utilisant des analyses multivariées. Cette comparaison statistique des cartes

d'activation est réalisée, en changeant le format des vecteurs pour les rendre strictement

superposables (suppressions ou extrapolations des données manquantes). Chaque carte

d'activation est alors représentée par un vecteur de 156 variables. Une analyse en composantes

principales permet à la fois de représenter les proximités entre les cartes et, par l'analyse des

corrélations des éléments des vecteurs avec les axes factoriels, de détecter les
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Figure 31: Stratégie d'analyse et comparaison des autoradiogrammes de bulbe olfactif de souris

appartenant à deux souches stimulées par n substances odorantes différentes. Explications dans le texte.
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zones les plus typiques des profils d'activation. On représente les projections selon les trois

premiers facteurs qu'on complète par une classification automatique qui a l'avantage de retenir

toute la variance contenue dans les tableaux de données.

Cette procédure a été appliquée à la comparaison des profils d'activation glomérulaires

d'animaux appartenant à deux souches de souris, AKR/J et C57BL/6J. Chaque animal a été

soumis à un protocole de stimulation soit par l'acide isovalérique soit par l'acétate d'amyle,

délivré à deux concentrations. Les animaux ont reçu une injection intrapéritonéale de 
14

C-

désoxyglucode (200µCi/kg) puis sont placés dans une cage parcourue de haut en bas par un

flux d'air laminaire à 25°C, balayant les odeurs intempestives qui pourraient s'accumuler dans la

cage. L'air était alternativement odorisé et désodorisé par période de 5 minutes durant les 45

minutes que durait la phase d'exposition aux stimulus. Après sacrifice des animaux, les bulbes

olfactifs sont ensuite très rapidement prélevés et congelés à -50°C. Ils sont coupés au cryostat,

l'épaisseur des coupes étant de 20µm. Les coupes sont placées en contact direct avec un film

radio-sensible (Kodac, DEF5), à 4°C, pendant 7 jours. Puis, les coupes sont colorées au violet

de crésyl et les autoradiogrammes développés et fixés. La procédure d'analyse précédemment

décrite est lancée. La résolution de l'ensemble d'acquisition est telle que chaque pixel des

images digitalisées correspond à un carré de 6µm de coté. Treize coupes ont été analysées par

animal. La hauteur de la fenêtre de lecture déplacée sur la couche glomérulaire pour réaliser les

mesures de densité optique était de 120µm. Chaque coupe est donc représentée par un vecteur

de valeurs de densités optiques. Les cartes sont reconstruites en alignant les pôles dorsaux et

un profil de 77 valeurs calculées pour comparer les cartes au moyen de l'analyse en

composantes principales et d'un algorithme de classification hiérarchique ascendante.

Chez les deux souches, nous constatons que des zones glomérulaires sont clairement

marquées à la suite des stimulations soit par l'acétate d'amyle soit par l'acide isovalérique. La

variation des cartes est grande, mais le motif de marquage est clairement spécifique du

stimulus. Les animaux témoins présentent aussi des marquages glomérulaires non négligeables,

mais leur distribution n'est pas reproductible.

Pour l'acide isovalérique, on remarque deux zones de fort marquage, l'une, très

reproductible, est bien circonscrite à une dizaine de glomérules dans la couche glomérulaire

médio-dorsale, environ au tiers antérieur du bulbe et l'autre, plus antérieure et plus diffuse, sur

la face latérale du bulbe. On note toutefois que le marquage médio-dorsal typique est plus

diffus ou moins intense chez AKR/J. Pour l'acétate d'amyle, le marquage est plus largement

réparti, dans les territoires postéro-ventral de la face médiane et de la face latérale.

La comparaison statistique (Fig. 32) montre que les motifs d'activation permettent

effectivement de regrouper les animaux en:

- un groupe comportant les quatre souris C57BL/6J et un animal de la souche AKR/J stimulés

par l'acide isovalérique,

- distinct d'un groupe de trois animaux de la souche AKR/J stimulés par l'acide isovalérique,

- et d'un groupe comprenant les animaux des deux souches stimulés par l'acétate d'amyle.

Autrement dit, les deux souches diffèrent surtout par les motifs d'activation

glomérulaires évoqués par l'acide isovalérique.

L'effet de la baisse de concentration peut se résumer à une réduction de l'extension du

marquage, et à une dispersion moins grande des profils d'activation (Stewart et al., 1979).

Ainsi, nous confirmons par cette étude anatomo-fonctionnelle d'une part que les motifs

d'activation glomérulaire sont assez reproductibles d'un animal à l'autre. Nous avons pu vérifier

également que le marquage dorso-médian évoqué par l'acide isovalérique était  présent dans

une zone homologue chez le rat (Fig. 33). D'ailleurs, les données d'anatomie
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Figure 32: Comparaison des motifs d�activation glomérulaires évoqués par l�acide isovalérique ou l�acétate

d�amyle chez les souches de souris C57BL/6J et AKR/J. A- Espace factoriel. B- Classes taxinomiques. Les points

représentatifs des profils d�activation glomérulaires correspondant à AKR/J sont dans les tons bleutés, ceux corres-

pondant à C57BL/6J sont verts. Stimulus : A = acétate d�amyle, I = acide isovalérique. Les subdivisions taxinomiques

au niveau 3 distinguent clairement trois groupes de cartes d�activation. Les résultats de l�analyse taxinomique sont

reportés à l�aide des couleurs dans l�espace factoriel A. Notre analyse discrimine parfaitement les souches selon les

motifs d�activation évoqués par l�acide isovalérique. La distinction est bien moins nette pour ce qui concerne les

motifs évoqués par l�acétate d�amyle. Ainsi, au déficit périphérique spécifique de la souche C57BL/6J correspond

bien une variation de la distribution glomérulaire de l�activation.
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Figure 33: Exemples d'une coupe transversale de bulbes olfactifs de rat et de l'autoradiogramme

correspondant. L'animal ayant subi une injection de 2 µCi/kg  de 2désoxy-glucose radioactif  (14C) a été

exposé à l'acide isovalérique selon un protocole de stimulations de 5 minutes alternées avec des phases de repos

pendant 45 minutes. Après sacrifice de l'animal, les bulbes sont coupés au cryostat et les coupes sont exposées

sur un papier radio-sensibles pour une semaine à 4 °C. A gauche, la coupe histologique après coloration au

violet de crésyl, prélevée environ au tiers antérieur des bulbes, à droite l'autoradiogramme correspondant. On

remarquera un foyer de marquage dans la couche glomérulaire, en position médiane et dorsale. Sicard et

Jourdan, donnée originale.

fonctionelles ou d'électrophysiologie disponibles dans la littérature confirment que les acides

gras à chaînes  courtes évoquent une activité fortement focalisée dans la même zone médio-

dorsale (Mori et al., 1990, 1992; Bell, 1984; Bozza et Kauer, 1998). Le déficit spécifique à

l'acide isovalérique s'étend, chez l'homme à d'autres acides gras à chaînes courtes de poids

moléculaires voisins (Amoore et al., 1972). On conçoit assez bien que les récepteurs aux

odeurs puissent avoir une spécificité suffisamment large pour les confondre, et donc qu'une

carence de l'un d'eux puisse être responsable du déficit.

Mais les données récentes de la biologie moléculaire, nous apprennent que cette

carence n'affecte pas seulement la sensibilité des récepteurs: Elles ont un retentissement sur

l'organisation des projections bulbaires (Wang et al. 1998), et on peut penser que des

variations dans les projections épithélio-bulbaires, voire dans les relations entre certaines zones

glomérulaires puissent gravement modifier les représentations nerveuses des odorants. A cet

égard, nous rappelons que nous avons noté des différences saillantes de distributions

d'activations glomérulaires évoquées par l'acide isovalérique chez les deux souches comparées

ici.
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2.3.2 Article 8: Royet, J.P., Sicard, G., Souchier, C. and Jourdan, F. Specificity of spatial

patterns of glomerular activation in the mouse olfactory bulb: computer-assisted image

analysis of 2-DG autoradiograms. Brain Res., 1987, 417, 1-11.

2.3.3. Article 9: Sicard, G., Royet, J.P. and Jourdan, F. A comparative study of 2-

deoxyglucose patterns of glomerular activation in the olfactory bulbs of C57 BL/6J and

AKR/J mice. Brain Res., 1989, 481: 325-334.
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3. Conclusion de la deuxième partie

A la suite de ce travail sur l'anosmie spécifique murine à l'acide isovalérique, nous

concluons donc que le déficit observé chez C57BL/6J comparativement à AKR est plus une

hyposmie sélective qu'une réelle anosmie spécifique. Il s'agit d'un résultat statistique. Il est clair

que le système olfactif des souris C57BL/6J peut répondre à la stimulation par l'acide

isovalérique. Les données comportementales sont toutefois cohérentes avec l'idée que cette

sensibilité ait un seuil plus élevé chez C57BL/ 6J que chez AKR/J. De plus, les données

fonctionnelles électrophysiologiques démontrent une altération périphérique de la sensibilité à

cet odorant chez C57BL/6J comparativement à AKR/J. Toutefois, à cause de la dispersion des

résultats comportementaux ou fonctionnels, nous nous sommes demandés si cette

caractéristique de la souche C57BL/6J, est également partagée par tous les individus de cette

souche. Les observations comportementales sont cohérentes avec l'idée que cela ne serait pas

les cas. La démonstration selon laquelle, dans les cas d'anosmies spécifiques, la sensibilité,

comportementalement ou électrophysiologiquement mesurée, est susceptible de varier selon

l'environnement olfactif des animaux (Wang et al., 1993), constat aussi valable pour le  sujet

humain (Wysocki et al., 1989, Lawless et al., 1995), conforte l'idée que l'explication par une

carence de l'expression d'un récepteur moléculaire d'origine génétique pourrait s'avérer

simpliste. Les variations de sensibilité peuvent résulter de la variation du nombre de récepteurs

disponibles pour le stimulus, mais aussi de l'amélioration du mécanisme de transduction par,

par exemple, l'entretien de l'état du complexe récepteur - protéine G (Dohlman et Thorner,

1997). L'efficacité de ce réglage peut bien dépendre lui-aussi d'un contrôle génétique.

Compte tenu des profils de sélectivité des neurones récepteurs assez larges que nous

avons rencontrés chez la souris ou la grenouille, l'existence d'anosmies spécifiques, est difficile

à expliquer. En effet, tout nous porterait à croire qu'un odorant donné est reconnu par de

multiples récepteurs. Ceux-ci, probablement se projettent dans de nombreux territoires

bulbaires. D'ailleurs,  les expériences de lésions bulbaires partielles démontrent que des rats,

localement ou largement lésés continuent à accomplir les tâches impliquant la reconnaissance

d'odorants (Slotnick et al., 1997, Lu et Slotnick, 1998). Cette remarque peut justifier à elle

seule notre propension à parler d'hyposmies spécifiques plutôt que d'anosmies spécifiques.

Lorsque les  stimulus sont présents à des concentrations voisines du seuil normal, on peut

considérer qu'ils ne recrutent que des récepteurs de forte affinité. A ces intensités faibles , leur

défaut prend un relief particulier. Dans des cas exceptionnels, lorsque les molécules odorantes

ont intrinsèquement peu de possibilités d'interaction, c'est à dire qu'elles sont rigides, qu'elles

ont une faible pression de vapeur (et souvent un fort poids moléculaire) ou qu'elles ont un

coefficient de partage eau/lipides trop défavorable, et qu'elles présentent un intérêt biologique

particulier, nous imaginons qu'il existe un récepteur extrêmement adapté (à haute affinité) pour

assurer leur détection. Le défaut d'un récepteur dédié ne serait alors pas compensé par d'autres

possibilités d'interactions.
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TROISIEME PARTIE: DISCUSSION

En partie, au fur et à mesure que nous exposions nos résultats, nous avons déjà critiqué

et commenté nos travaux. Reste dans cette dernière partie à les relier et à en tirer quelques

conséquences à la lueur de données plus récentes, ou bien, symétriquement si l'on peut dire, à

examiner comment ils nous aident à mieux comprendre ces nouvelles découvertes elles-mêmes.

Enfin, nous tenterons d'apporter quelques éléments qui relient les messages olfactifs à la

perception de l'odeur.

1. Un espace neural pour encoder l'odeur

Le système nerveux est effectivement un espace constitué de réseaux de neurones qui, à

plusieurs niveaux d'organisation ou plusieurs échelles, admet une description en termes

topographiques. Nous entendons par là, que l'information qu'il traite, se dirige vers ou occupe

des portions reconnaissables de l'espace en trois dimensions que lui offre le système nerveux.

La subdivision du cerveau a d'abord été réalisée selon le critère descriptif anatomique.

L'altération d'une capacité de l'organisme après la lésion d'une structure anatomique permet

d'en reconnaître la fonction. L'anatomie fonctionnelle sur cette base s'est de plus en raffinée. La

pertinence des travaux primordiaux de Gall ou de Broca illustre bien cette vision topographique

de l'organisation du cerveau, avec d'ailleurs un abandon de la référence à la distinction

purement anatomique. On trouve cette approche jusque dans la récente neurochimie qui illustre

bien la possibilité de cartographier sur la base de neuromédiateurs et de superposer des

fonctions aux subdivisions qu'on identifie alors. L'anatomie fonctionnelle qui exerce son talent

avec des outils adaptés, munie de marqueurs des protéines ou des acides nucléiques, remporte

et continuera de remporter des victoires neurophysiologiques. Il est cependant un lieu où ce

mode description ne peut plus suffire. Il nous est difficile de croire que la complexité

remarquable des liens synaptiques entre les cellules du réseau neuronal se résume à un partage

de territoires nerveux. Par ailleurs, personne ne semble nier que l'information circule dans le

réseau, ce qui offre une autre dimension, temporelle, à l'analyse physiologique du

fonctionnement nerveux. Bref, des mécanismes fondamentaux du traitement de l'information

nerveuse s'inscrivent bien dans un support topographiquement organisé, mais ils ont leurs

propres lois qui, elles, peuvent échapper à une description en termes anatomo-fonctionnels.

Sans ambiguïté donc le système sensoriel olfactif s'inscrit dans un espace neural et

utilise cet espace comme un support pour "représenter" les stimulus auxquels il est sensible

(Shepherd, 1985). Les données les plus récentes sont frappantes de ce point de vue puisqu'elles

dessinent des principes d'organisation spatiaux qui pourraient bien coïncider avec une

représentation spatiale de l'information olfactive.

Notre travail, non seulement du fait de l'environnement scientifique dans lequel nous

l'exposons, mais aussi parce que nous avons utilisé des micro-électrodes et un marqueur

d'activité métabolique, se situe dans ce lieu, parfois inconfortable, où il faut conjuguer plusieurs

approches. Il nous faut concilier des informations électro-physiologiques unitaires obtenues

d'un échantillon limité de neurones et celle qui d'emblée, offre une représentation spatiale
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macroscopique de la distribution de l'activation nerveuse évoquée par le stimulus olfactif. Une

confrontation d'outils et d'échelles différentes qui nous fait penser à celle proposée par

Prigogine et Stengers imaginant La Nouvelle Alliance.

Quoiqu'il en soit, la discussion que nous entamons ci-dessous a pour enjeu, une

meilleure appréciation de ce qui représente le stimulus chimique dans le système olfactif

périphérique. On parle facilement de code ou d'encodage de l'odeur, et nous cherchons à

donner un contenu plus précis à cette terminologie.

1.1 Entre topographie et fonction (Fig. 34)

Chimiotopie périphérique: A la suite de notre travail sur les neurones récepteurs olfactifs,

nous disposons d'une description de la sélectivité des cellules réceptrices du système olfactif.

Au cours d'une des séries d'expériences que nous avons entreprises, nous avons pris soin de

noter l'emplacement des cellules enregistrées sur une carte de l'éminence olfactive. Nous avons

alors dû constater qu'à l'échelle unitaire, à la périphérie du système olfactif de la grenouille, il

n'apparaissait pas de chimiotopie organisée. Ce résultat cadre mal avec les démonstrations de

sensibilités spécifiques réparties en régions que l'on obtient chez divers vertébrés avec les

enregistrements EOG. Au demeurant, les travaux de Daval et al. (1980) confirment qu'il existe

bien de telles variations régionales chez la grenouille. Il est possible de faire simplement appel à

la petitesse de l'échantillon de cellules que nous considérons pour expliquer cette différence. En

effet, de notre côté, nous rendons compte des profils de sélectivité d'une soixantaine de cellules

réparties sur presque la totalité de l'éminence olfactive, alors que, de l'autre côté, chaque point

d'enregistrement EOG intègre la réponse de plusieurs centaines, voire de plusieurs milliers de

cellules voisines. S'ajoute à ce fait statistique, des profils de sensibilité peu sélectifs des

neurones récepteurs olfactifs qui ne permettent pas de leur attribuer un type. Au contraire, il y a

une cohérence entre les résultats électrophysiologiques recueillis avec les macro-électrodes et

les cartographies que révèlent les hybridations in situ des récepteurs. On ne sait pas aujourd'hui

expliquer la distribution remarquable des récepteurs dans la muqueuse olfactive, même si on

suppose qu'elle trouve son origine sur place, dans quelque programme de développement

ontogénétique (Sullivan et al., 1995). Ce qu'on peut raisonnablement admettre, par contre, c'est

qu'elle n'est pas significative dans la représentation nerveuse du stimulus. En effet,

l'organisation des projections primaires confirmée par les mêmes outils, la convergence

glomérulaire, impose un motif spatial dont la contrainte est le partage d'un même récepteur et

non pas une origine territoriale. On peut, d'une autre manière, raisonner qu'un dispositif

récepteur exposé, ici la muqueuse olfactive, dont les capacités de reconnaissance seraient trop

liées à la préservation d'une représentation spatiale aurait un rôle bien difficile à jouer alors qu'il

est soumis à des variations permanentes d'accessibilité. Dans la cavité nasale, l'air vecteur

d'odeurs, n'accède pas toujours partout!

Chimiotopie glomérulaire: L'organisation en couches concentriques du bulbe olfactif fait que

chaque couche peut être projetée dans un plan, un espace à deux dimensions. En fait, en dépit

de cette disposition spatiale simple, l'espace neural dans lequel se répartit l'information olfactive

dans le bulbe olfactif est beaucoup plus complexe. Le réseau d'interneurones et de dendrites

secondaires des deutoneurones qui s'étendent si largement, conduit tangentiellement des

influences d'un glomérule à un autre, de cellules mitrales à d'autres, si bien
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Figure 34: Distribution des récepteurs à sept domaines transmembranaires dans la muqueuse olfactive de rat et

organisation topographique des projections épithélio-bulbaires. A- Les neurones récepteurs olfactifs qui portent

un  même récepteur (ou une même sous-famille) appartenant à la famille découverte par Buck et Axel, 1991, marqués

par hybridation in situ des ARNm, sont disposés dans la muqueuse olfactive suivant un plan organisé (d�après

Strotmann et al., 1994). Les trois territoires colorés sont occupés par trois récepteurs déjà présentés page 35. Le plan

d�organisation s�inscrit dans la carte anatomique présentée en B (d�après Astic et al., 1987), déduite du marquage

rétrograde de fibres primaires atteignant de petits territoires de la couche glomérulaire du bulbe olfactif. Ces données

montrent que les neurones convergeant sur un ou quelques glomérules adjacents proviennet de territoires épithéliaux

étendus et divisés en plusieurs zones étirées selon l�axe antéro-postérieur. De plus, des neurones qui projettent dans la

même bande antéro-postérieure bulbaire occupent un même territoire épithélial. On sait, par ailleurs, que des neuro-

nes qui portent un même récepteur convergent vers un ou un petit nombre de glomérules olfactifs. On s�attend donc

bien à trouver une bonne superposition des deux cartographies. Cette convergence topographique précise pourrait

être expliquée par une implication des récepteurs eux-mêmes jouant par leur portion extracellulaire le rôle de signaux

de surface guidant les projections axonales  épithéliales vers une cible bulbaire (Dreyer, 1998). OE, épithélium

olfactif développé dans un plan; 1, 2, 2�, 3, ectoturbines; II, II�, III, IV, endoturbines; OB, couche glomérulaire

olfactive développée; D, zone dorsale, L, latérale, LV, latéro-ventrale, M, médiane, MV, médio-ventrale.
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d'ailleurs qu'on a pu déceler fonctionnellement des "colonnes glomérulaires" (Buonviso et

Chaput, 1990). On peut considérer que les échanges d'informations entre territoires au travers

des fibres interneuronales, constituent un moyen de gérer l'espace. Cependant, ces mêmes fibres

peuvent tout aussi bien servir à tenir compte de composantes temporelles dans le message

périphérique afférent.

Il n'empêche qu'au niveau glomérulaire, à la fois, les fibres primaires se rassemblent

selon le récepteur qu'elles portent et l'activation glomérulaire révélée par la méthode au 2-

désoxyglucose se distribue selon le stimulus. Cette distribution d'activité, assez large, est

toutefois caractérisée par des foyers de forte activation assez localisés, couvrant plusieurs

glomérules. La large étendue de l'activation glomérulaire est confirmée par les études utilisant

des colorants potentiels dépendants (Cinelli et al., 1995, Keller et al., 1998). Si l'on admet que

les neurones récepteurs qui portent un même récepteur convergent sur un même glomérule,

l'étendue des activations dans la couche glomérulaire que nous avons observée, démontre

d'abord que le stimulus interagit avec de nombreux types de récepteurs!

La reproductibilité des motifs d'activation, aussi bien chez des individus différents que

dans des espèces différentes, telle que nous l'avons montrée, s'accorde bien avec l'hypothèse

d'un plan de câblage, en partie, génétiquement programmé. Elle incite aussi à envisager que

l'espace bi-dimensionnel de la couche glomérulaire, à l'échelle macroscopique donc, puisse

servir de base à une représentation spatiale de l'odeur. Soulignons que s'il existe une contrainte

génétique à cette organisation, elle admet une certaine plasticité puisque la cible glomérulaire

est plus dispersée après la réafférentation suivant une manipulation génétique ou une lésion des

neurones récepteurs (Costanzo, 1997, Wang et al., 1998).

Il existe cependant une série d'expériences, (typiques de la tradition en anatomie

fonctionnelle), qui donne une autre idée de la distribution bulbaire de l'information

caractéristique du signal olfactif:

En contradiction apparente avec l'idée d'un code de l'odeur spatialement établi, les

résultats des expériences de lésions bulbaires montrent que des réponses comportementales

olfactivement guidées apprises sont conservées après des lésions localisées ou larges des bulbes

olfactifs. Ces expériences pratiquées dans le courant des années quatre-vingt avec des animaux

nouveaux nés (Hudson et Distel, 1987, Risser et Slotnick, 1987), viennent d'être reproduites

sur des rats adultes (Lu et Slotnick., 1994, 1998). Pour résumer ces dernières expériences, on

peut dire que des rats ayant perdu au moins 97% de leurs territoires glomérulaires ne

réussissent plus les tests comportementaux de détection ou de discrimination d'odeurs, ils sont

considérés comme anosmiques. On note que ce résultat démontre que le système trigéminal

seul ne peut pas palier le déficit provoqué par la lésion. Par contre, des rats dont, au moins 23%

de la couche glomérulaire est préservée, se comportent presque comme des sujets témoins. Ces

résultats sont obtenus alors qu'on réalise les tests comportements entre le 18
ième

 et le 21
ième

 jour

suivant la lésion, c'est-à-dire probablement avant qu'une véritable réafférentation fonctionnelle

ait pu se mettre en place (Yee et Costanzo, 1995). Selon ces expériences, où la perturbation de

l'espace neural est parfois extrême, la dimension spatiale du message, à l'échelle de toute la

couche glomérulaire est profondément altérée. Cela implique qu'une partie de l'information

olfactive, au moins, celle dont se satisfait l'individu pour réagir de manière adaptée à son

environnement chimique n'est pas exclusivement concentrée dans les foyers d'activation

glomérulaire!

Comme toujours, l'enveloppe qu'on voit contient l'information. Ses déformations sont

significatives, et, à ce titre, les outils qui les visualisent sont grandement utiles. En tous cas, ce

que nous retenons des expériences de lésions, c'est que l'information qui caractérise un signal

olfactif est largement distribuée dans l'espace neural bulbaire. Notons que cela est d'ailleurs
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cohérent avec des profils de sélectivité assez larges tant au niveau des deutoneurones

(Motokizawa, 1996) que des neurones récepteurs. Le fait qu'un petit fragment de cet espace

apporte suffisamment d'information pour que la reconnaissance de l'odeur soit manifeste

suggère que la représentation de l'odeur est multiple ou redondante, pas du tout nécessairement

holographique. En effet, nous ne disons pas que toute l'information caractéristique d'un odorant

est partout présente, mais simplement qu'une part significative, pas forcément la même partout,

peut être trouvée dans chaque territoire bulbaire. Par significative, on doit entendre suffisante à

la reconstitution perceptuelle du tout.

Si tel est bien le cas, reste à imaginer à quoi peut servir la belle organisation des

projections épithélio-bulbaires... D'une part, nous imaginons aisément que, parce que

convergente, elle est nécessaire à la sensibilité du système vis à vis des faibles concentrations

stimulantes: Elle influe certes sur les seuils de détection mais aussi, et probablement

essentiellement, sur les seuils de reconnaissance! Compte tenu des modulations tangentielles

autorisées par le réseau bulbaire, nous imaginons que ce réseau participe à l'acquisition d'une

"connaissance" sur les stimulus olfactifs, une structuration de la représentation olfactive où des

mécanismes récepteurs périphériques indépendants pourraient interagir. La récupération d'une

image dégradée vue au travers d'un nombre de récepteurs plus restreint (c'est à dire, ici, en cas

de lésion bulbaire expérimentale ou de faible concentration stimulante), n'est bien sûr possible

qu'à la condition que l'originale soit inscrite, connue ou mémorisée, à moins que des règles

régissant les rapports entre les points ou les territoires différents soient immédiatement

calculables (Fig. 35)!

1.2 Sélectivité des neurones olfactifs et spécificité des récepteurs

S'il est possible d'imaginer que le système extrait de l'information du signal chimique,

c'est bien sûr parce que le système récepteur est discriminant. Lorsqu'on examine les profils de

sensibilité des neurones récepteurs olfactifs, on voit bien qu'en tenant compte de quelques

cellules, on obtient une représentation discriminante de tous les odorants que nous avons

testés. Rien ne nous assure, malgré tout, que le réseau nerveux fasse le même calcul et que

cette information-là, parce qu'elle est discriminante, soit celle qui est prise en compte par le

système olfactif! (Ici, encore, nous  décrivons  une enveloppe). Ce que savons  toutefois,  c'est

que cette information est  transmise au réseau  bulbaire et qu'elle passe cet étage de traitement,

même si l'on reconnaît que ce passage s'accompagne d'une augmentation des distances entre les

stimulus, d'un accroissement des capacités de discrimination.

En dernier ressort, la sélectivité des neurones récepteurs olfactifs, dépend de la

spécificité des interactions que les protéines réceptrices ont avec les molécules odorantes. Or,

nous avons remarqué que nos observations relatives à la sélectivité, "large", des neurones

récepteurs de grenouille ou même de souris correspondaient mal à l'hypothèse selon laquelle un

seul type de récepteur équipait chaque neurone récepteur.

1.2.1. Interactions protéines - ligands

Une première difficulté, conceptuelle, provient de l'idée que l'on a de la spécificité des

interactions entre ligands et protéines en général, qu'elles soient enzymes ou récepteurs, qu'on

croit souvent "étroite". Pour les enzymes, la réaction catalysée est, elle, souvent étroitement

spécifique.  Mais,   si parfois la structure chimique   du substrat  est très étroitement  délimitée,

certaines  protéines enzymatiques sont moins  exigeantes,  comme la luciférase bactérienne,  par
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Figure 35: Scènes olfactives ou complexités de l�odeur. Il

semble que pour le sujet humain, la perception olfactive appa-

raisse le plus souvent comme une propriété d�objet plutôt que

comme un objet (Dubois et al., 1997). Néanmoins, chacun con-

çoit que l�odeur n�est pas un signal unidimensionnel: Les spé-

cialistes des parfums sont bien capables de nous faire apprécier

dans l�odeur de multiples traits qualitatifs mais aussi la di-

mension temporelle de leurs compositions1. Il est intéressant

de constater, comportementalement, que l�exploration de l�odeur

et la reconnaissance des traits olfactifs par ces spécialites dure

et s�ordonne  temporellement, manifestant l�exploration d�un

espace complexe où nous imaginons qu�il existe, comme dans

une scène visuelle, des cohérences ou des rapports logiques,

donc perceptibles dans la représentation sensorielle de l�odeur,

qui constituent aussi l�information olfactive. Alors, s�il s�agit

d�identifier la signification du stimulus, il est probable qu�une

fraction de l�information soit suffisante (A), ce qui fait,

d�ailleurs, le bonheur des aromaticiens. Ainsi,  comme le sug-

gère l�analogie décrite en B, il est concevable qu�une lésion

partielle,  même étendue,  des bulbes olfactifs chez des ani-

maux exploitant fortement leur sens olfactif préserve

suffisament d�informations sur la source pour que le système

continue à l�identifier.

1�A telle essence de rose, nous allons trouver, fraîcheur, fleuri,

capiteux, des  à-côtés fruités (ou acides), du montant, une dou-

ceur suave, ou une âpreté verte et poivrée, elle sera éthérée ou

lourde, etc.� E. Roudnitska, 1980.
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exemple, qui accepte de multiples aldéhydes aliphatiques, de C6 à C20 (Ismailov et al., 1990;

Francisco et al., 1993), mettant en oeuvre une propriété reconnue, l'ajustement induit qui

augmente les possibilités d'interactions. Un autre exemple est celui de protéines G dont

l'activité enzymatique est stimulée directement par le Mastoparan, un tétra-déca-peptide, mais

qui interagit aussi avec des molécules aux propriétés structurales apparemment différentes,

dont la spermine ou la putrescine (Odagaki et al., 1998).

C'est aussi le cas pour les récepteurs, en particulier de certains récepteurs appartenant

la super-famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires et associés aux protéines G.

Parmi ceux-ci, le cas des récepteurs des opiacés qui admettent des dérivés morphiniques

comme ligands et bien sûr des peptides endogènes, des enképhalines, est instructif. Il existerait

en fait deux sites d'interaction sur le récepteur µ, l'un, situé sur la première boucle

extracellulaire, accueillerait les ligands peptidergiques, alors qu'un site différent accueillerait les

ligands non peptidergiques comme la morphine ou la naloxone (Minami et al., 1995, Onogi et

al., 1995). De plus, il a été proposé que la liaison des peptides sur un segment extracellulaire

soit en fait un mécanisme d'exclusion, assez peu spécifique, prévenant tout de même

l'interaction de ligands indésirables avec le site récepteur proprement dit, situé plus

profondément dans le domaine transmembranaire du récepteur (Metzger et Ferguson, 1995).

Bref, ces quelques exemples donnent une mesure de la complexité de ces interactions

protéines-ligands, mais aussi indiquent que la spécificité des interactions ligands protéine est

variée, pas toujours aussi étroite qu'on peut le croire. Nous parions qu'on ne fera pas

l'économie d'un approfondissement de la connaissance de ces mécanismes pour comprendre la

réception olfactive.

Singulièrement, il existe, nous l'avons dit, des protéines de transport dans le mucus

olfactif, les olfactory binding proteins, OBP, qui semblent avoir une spécificité d'interaction

large. Selon Pelosi en effet, un grand nombre de substances odorantes, différentes par leurs

structures moléculaires et leurs odeurs, ont une affinité manifeste pour les OBP (Fig. 36). Par

contre, aucune des interactions avec les molécules étudiées ne se fait avec une forte affinité; la

constante de dissociation du thymol est seulement de 0,1µM, la valeur la plus forte observée.

Les ligands potentiels sont discriminés par des paramètres d'hydrophobicité ou stéréochimiques

(Pelosi, 1994). Ainsi, il est possible d'imaginer qu'une discrimination soit opérée dans le mucus

avant même que le système récepteur soit atteint! Malheureusement, l'articulation entre les

OBP et le système récepteur n'est pas décrite. Toutefois, le modèle du (E,Z)-6-11

hexadecadienal (bombycal) et de sa pheromone binding protein, PBP, indique que la détection

de la phéromone chez Antheraea polyphemus dépend de la formation d'un complexe ternaire,

entre la phéromone, la PBP et le récepteur membranaire (Kaissling, 1996).

1.2.2. Sélectivité des récepteurs des substances odorantes

La question de la spécificité des récepteurs aux odeurs de vertébrés n'est pas tranchée.

Les arguments objectifs d'une forte sélectivité des récepteurs olfactifs de vertébrés sont rares.

A notre connaissance, seuls 2 cas sur 1000 ont été directement explorés et publiés. Le premier,

observé au moyen de l'expression du récepteur OR5 du rat dans une cellule hôte, permet de

constater que, même si tous les stimulus efficaces recrutent tous la voie IP3, ce sont des

structures chimiques différentes, (triméthylamine, acide isovalérique, lyral, métoxy-pyrazine,

pyrrolidine) qui semblent activer le récepteur OR5 (Raming et al., 1993). Le deuxième est en

faveur d'un très forte sélectivité, le récepteur I7 du rat, transfecté par un vecteur viral chez le

rat, répond apparemment sélectivement à l'heptanal, à octanal, au nonanal
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Figure 36: Spécificité des interactions entre les molécules odorantes et la protéine de transport extraite de

la muqueuse olfactive bovine (OBPb). Les molécules qui se lient à l'OBPb avec un KD compris entre 0,1 et 1

µM sont considérées comme de bons ligands. Les autres ne se lient pas  à l'OBPb même à des concentrations de

100µM. En plus des molécules indiquées ici, le rétinol, le benzyl benzoate et les muscs tricycliques seraient

aussi de bons ligands. D'après Pelosi, 1994.

et décanal, parmi plus de soixante-dix molécules testées, y compris les aldéhydes aliphatiques

en C6 ou en C11 et des aldéhydes cycliques de poids moléculaires voisins (Zhao et al., 1998).

En ce qui concerne cette dernière expérience, elle semble constituer un bon outil pour

examiner assez rapidement, la spécificité des récepteurs. Toutefois, étant donné la variabilité

des réponses EOG, il n'est pas certain que de faibles variations spécifiques soient mises en

évidence par la méthode
1
. Ce n'est d'ailleurs qu'en utilisant des animaux présentant un déficit

                                                       
1Randall Reed, au cours d'une réunion à la fondation Jean Marie Delwart, en Belgique, entre le 22 et le 25

octobre 1998, vient de nous annoncer que l'expression du récepteur I7 et d'autres est devenue possible dans une

cellule hôte. Il confirme une forte spécificité du récepteur I7.
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spécifique qu'on a pu montrer à l'aide d'EOG une augmentation de la sensibilité périphérique

faisant suite à la simple présentation répétée du stimulus concerné par le déficit (Wang et al.,

1993).

Au contraire, les expériences plus anciennes d'inactivation chimique des récepteurs et

de leur protection vis à vis des agents inactivants montraient déjà des atteintes peu spécifiques

de la sensibilité de la muqueuse olfactive ligand (Getchell et Gesteland, 1972; Menevse et al.,

1978; Delaleu et al., 1983). Cela est cohérent avec l'idée qu'il existe des interactions ligands-

récepteurs probablement peu spécifiques, en conséquence mal protégées des traitements

inactivants par leurs ligands.

Qu'est-ce que nos propres données apportent par rapport à cette même question? Elles

n'atteignent pas directement le niveau du récepteur aux odeurs. Toutefois, elles indiquent sans

conteste que:

- très fréquemment, des neurones récepteurs de grenouille ou de souris répondent à des

molécules odorantes de structures chimiques variées. Cette information est transmise aux

bulbes olfactifs.

- des neurones récepteurs de grenouille répondent à la fois à des substances réputées ne

recruter que la voie IP3 et d'autres réputées ne recruter que la voie AMPc.

- Ajoutons qu'avec A. Duchamp, nous avons constaté que des deutoneurones bulbaires chez la

grenouille présentaient ces mêmes deux caractéristiques.

Si on envisage qu'un seul récepteur soit exprimé par neurone récepteur et que ce

récepteur seul détermine la sélectivité des neurones récepteurs, alors nous avons démontré que

les récepteurs ont souvent une spécificité large! Le fait que les deutoneurones expriment aussi

ce type de sélectivité, compte tenu de la règle de convergence glomérulaire, renforcerait cette

hypothèse pour peu qu'on admette que l'activation de ces cellules ne provienne que de leur

dendrite primaire, connectée à un seul glomérule. Plus probablement, parce que les techniques

de biologie moléculaire qui supportent l'hypothèse d'unicité, révèlent en fait des sous-familles

(récepteurs ayant plus de 80% d'homologie), nous nous attendons en fait à ce que les neurones

récepteurs expriment bien simultanément plusieurs récepteurs de spécificités différentes.

1.2.3. Unicité ou multiplicité des récepteurs portés par un même neurone récepteur?

Mais pour l'instant, les données objectives nous assurant de l'unicité du type de

récepteur exprimé par un neurone récepteur olfactif de vertébré manquent. La supposition

d'une expression exclusive a été faite mais pas démontrée (Chess et al., 1994; "Dulac et Axel,

donnée non publiée"!, Wang et al., 1998), et finalement, tout repose sur les données

d'hybridation in situ d'ARN messagers d'une vingtaine de récepteurs (soit environ 2% des

récepteurs du répertoire du rat!) et une déduction qui tient compte du pourcentage de

neurones marqués par une sonde détectant un récepteur donné (soit entre 0,1 et 0,5% de

neurones récepteurs marqués par sonde). Il existe des arguments, indirects, contraires. Chez

une grenouille, il a été possible de désensibiliser un neurone olfactif à un odorant tout en

préservant sa sensibilité à un autre odorant (Kashiwayanagi et al., 1996). D'autres espèces, le

homard (Michel et Ache, 1992), la tortue (Kashiwayanagi et Kuhrihara, 1994) et le poisson

chat (Ivanova et Caprio, 1993; Kang et Caprio, 1995) semblent bien aussi avoir des neurones

récepteurs exprimant simultanément plusieurs sensibilités sélectives commandant

éventuellement des voies de transduction différentes. A ce propos, le fait qu'une cellule

exprime deux voies de transduction, ce qui est probablement le cas de certains des neurones

récepteurs que nous avons enregistrés, n'implique pas nécessairement qu'elle exprime plusieurs

récepteurs. Nous avons mentionné en effet, 1) qu'un récepteur peut interagir avec plusieurs

protéines G, 2) que certains types de récepteurs possèdent plusieurs sites de liaison, dont on
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peut imaginer qu'ils contrôlent plusieurs protéines G et, partant, plusieurs voies de

transduction. Comme B. Ache, (Derby et al., 1984a,b), nous envisageons que de telles

organisations pourraient jouer un rôle discriminant avantageux pour reconnaître les mélanges.

Parmi les neurones récepteurs olfactifs de grenouille que nous avons enregistrés, nombreux

sont ceux qui répondent à la fois à des molécules réputées n'activer que la voie AMPc et à des

molécules réputées n'activer que la voie IP3. Selon le même raisonnement, la littérature montre

clairement que certains neurones récepteurs de mammifères au moins, chez l'homme ou chez le

rat expriment simultanément les deux voies (Tareilus et al., 1995; Rawson et al., 1998).

Mais, existe-t-il des récepteurs à spécificité étroite? Au niveau du neurone récepteur

cela signifie qu'avec un échantillon large de structure chimique, nous aurions peu de chances de

trouver une réponse. En utilisant une vingtaine de produits stimulants différents chez la

grenouille, nous avons toujours constaté que plus d'une cellule sur sept enregistrées ne

manifestait pas de réponse. Bien sûr, ces cellules qui présentent toutes une activité spontanée

non nulle, pourraient être des neurones immatures, mais probablement pas toutes. En effet,

certaines cellules ne répondaient qu'à un stimulus sur vingt testés. En fait, la probabilité de

réponse à une substance semble assez constante pour des échantillons de stimulus assez

diversifiés (voir par exemple, les figures 3 et 4, Revial et al., 1982). Chez la souris, nous avons

rencontré aussi une fort pourcentage de cellules ne présentant aucune réponse, ce qui a été

constaté aussi par Bozza et Kauer (1998) chez le rat. Il y a donc de la place, chez ces espèces

aussi, pour des neurones récepteurs très sélectifs, qui pourraient n'être équipés que d'un

récepteur sélectif comme semble l'être celui caractérisé par Zhao et al., 1998. Reste à savoir

s'ils constituent une catégorie particulière, c'est à dire que le système les utilise différemment

des neurones les moins sélectifs?

1.3 Comment interpréter un déficit olfactif spécifique?

L'observation d'un déficit sélectif, comme le sont les anosmies spécifiques, n'est pas

facilement conciliable avec l'idée d'une multiplicité d'interactions peu spécifiques avec différents

récepteurs. Il faut imaginer au moins un récepteur dominant les autres quant à son affinité pour

le ligand concerné par l'anosmie spécifique, probablement un récepteur très spécifique. De plus,

on s'accommoderait mieux de ce type d'observation, s'il s'agissait d'hyposmies, éventuellement

profondes, distinctes donc du déficit présenté par des sujets privés d'olfaction (Fig. 37). Or, de

fait, toutes les anosmies spécifiques explorées chez l'homme sont expérimentalement définies

comme des hyposmies, puisque le groupe des sujets atteints admet un seuil de détection, bien

que généralement dix fois supérieur au moins à celui des sujets normaux, inférieur à celui des

sujets ayant une anosmie généralisée (Amoore et al., 1972, 1975, 1976, 1977ab; Pelosi et al.,

1978, 1981). Chez la souris, le phénomène que nous avons étudié correspondait bien à la

définition d'une hyposmie sélective. En effet, nous avons remarqué que même chez les souris

présentant un déficit olfactif spécifique comportementalement observé vis à vis d'une substance

odorante, le système olfactif, à un certain niveau de concentration présentait des réactions

physiologiques indéniables pour la substance odorante concernée. Un tel phénomène est alors

effectivement interprétable en terme de carence ou d'une concentration anormalement faible

d'un type (au moins) de récepteur à forte affinité. Cohérent avec cette supposition, la

transmission héréditaire de certaines hyposmies spécifiques, comme celle concernant le n-butyl

mercaptan (Brown et Robinette, 1967, Whissel-Buechy et Amoore, 1973; Patterson et Lauder,

1984) ou la concordance des valeurs de seuils de détection de l'acétate d'amyle ou

d'androsténone chez les jumeaux monozygotes (Wysocki et Beauchamp, 1984; Gross-Isserof

et al., 1992; Segal et al., 1992) ont été mises en évidence.
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Figure 37: Distribution des seuils de détection à l'acide isovalérique dans un échantillon de population

humaine.  Sur ce graphe, l'auteur a indiqué que le seuil des sujets atteints d'une anosmie générale est encore

plus élevé que celui des sujets qui sont reconnus comme spécifiquement anosmiques à l'acide isovalérique.

D'après Amoore, 1968.

S'il est bien périphérique, ce défaut doit avoir pour conséquence une sensibilité

périphérique moindre que chez des sujets normalement équipés: C'est bien ce que nous avons

observé. Si l'intensité de la stimulation est trop faible, les récepteurs les moins sensibles ne sont

plus activés et sont incapables de déclencher la réponse des neurones récepteurs qu'un

récepteur plus adapté qui, lui, aurait pu être activé. Compte tenu, d'une projection épithélio-

bulbaire spatialement organisée sur la base de l'équipement récepteur, on s'attend bien aussi à

observer, au-dessus du seuil de détection, des variations des motifs d'activation glomérulaires,

ce que nous avons confirmé. Il est remarquable que les foyers les plus saillants des motifs

d'activation soient présents chez les individus atteints comme chez les individus témoins. Cela

pourrait être un argument pour dire que même chez les sujets anosmiques spécifiquement à un

odorant, le mécanisme récepteur concerné est présent. La méthode au 2 désoxyglucose étant

cumulative, le marquage observé rendrait compte de cette présence. Cela aussi permettrait de

comprendre la possibilité d'induction de récepteur ou l'augmentation de l'efficacité de la voie de

transduction suggérés par l'expérience de Wang et al. (1993) qui démontre l'accroissement de

sensibilité par la simple exposition répétée au stimulus de sujets sélectivement hyposmiques.

Mais, nous savons que ces foyers représentent plusieurs glomérules et on peut s'attendre à ce

qu'ils reflètent l'activation de divers types de récepteurs. Si tel est bien le cas, on devra chercher

la raison de ces regroupements glomérulaires, que nous pouvons considérer comme un

deuxième niveau de convergence épithélio-bulbaire. Pourraient-ils être expliqués par le fait que

plusieurs récepteurs susceptibles de reconnaître la même molécule sont simultanément portés

par les neurones qui adopteraient ce mode de convergence? En tout cas, ce modèle, a pris

récemment encore plus de valeur, puisqu'une analyse génétique a permis de localiser les gènes



Sommaire 100

impliqués dans l'hyposmie sélective à l'acide isovalérique de la souris C57BL/6J (Griff et Reed,

1995) et devrait contribuer à mieux définir ce phénomène
2
.

2. De la réception olfactive à la perception de l'odeur

L'un des buts finaux de ces travaux sur les neurones olfactifs est bien sûr de comprendre

mieux comment un individu extrait une information du monde chimique qui l'entoure. Il n'est

pas question ici de circonscrire cette question. Simplement, nous avons toujours dans notre

recherche débattu avec d'autres spécialistes, psycho-cogniticiens ou chimistes, qui avec des

outils différents des nôtres tentent tous de donner une définition de l'odeur. Cette confrontation

nous a vite fait comprendre que nous avions une vision assez étroite de la notion même d'odeur.

Ayant recueilli des réponses de neurones récepteurs olfactif de grenouille, nous

disposions d'une représentation nerveuse d'un échantillon de molécules odorantes que nous

connaissions bien (Sicard et Holley, 1984). L'une des descriptions possibles que nous pouvons

en donner est une mesure des similitudes de leurs propriétés stimulantes vis à vis des neurones

récepteurs, description qui se passe d'ailleurs de référence spatiale. Par ailleurs, nous savions

que Maurice Chastrette pouvait établir une description des similitudes de ces mêmes molécules

odorantes sur la base d'un savoir physico-chimique (Chastrette, 1981). Ces deux premières

descriptions devraient être assez cohérentes entre elles parce qu'elles sont proches,

moléculaires, de ce qui détermine l'information olfactive, c'est à dire l'interaction entre le

support de l'odeur et l'entité réceptrice. Pour compléter notre faisceau de description, il fallait

aussi disposer d'une description de l'odeur, en quelque sorte, ce qui "reste" de cette information

lorsque le sujet entier l'exprime. C'est cette description que nous avons voulu obtenir avec

Nicolas Godinot en demandant à des sujets naïfs de façon indirecte d'établir des distances entre

ces mêmes molécules odorantes, en adoptant un protocole ad hoc. Evidemment, les espaces de

représentation de ces différentes distances ne sont pas facilement comparables. Nous avons

quand même pensé qu'il était possible de considérer qu'une variable ordinale pouvait nous

suffire et l'article qui suit rend compte de cette comparaison.

2.1.  Article 10: Sicard, G., Chastrette, M. Godinot, N. (1997). Des représentations de

l'espace olfactif: Des récepteurs à la perception. Intellectica, 24:85-107.

                                                       
2Randall Reed vient de nous confirmer que dans ce segment génomique, on trouve un cluster correspondant à

une douzaine de récepteurs à 7 domaines transmembranaires...
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3 CONCLUSION GENERALE

Nous venons, en fait, de faire le double constat suivant: d'une part, les neurones

récepteurs olfactifs que nous observons paraissent souvent assez peu sélectifs. D'autre part, le

déficit sélectif que représente l'hyposmie spécifique nous conduit à admettre l'existence de

récepteurs à faible sélectivité, probablement à forte affinité. Jusqu'à la découverte de preuves

incontestables, la première constatation peut recevoir, en principe, deux explications: Soit l'on

considère qu'il y a un assemblage possible sur ces neurones de n types différents de récepteurs,

éventuellement très sélectifs (mais pas nécessairement), soit, à l'extrême et suivant l'hypothèse

des spécialistes de la biologie moléculaire selon laquelle un unique récepteur serait exprimé

dans chaque neurone récepteur, nous démontrons que le système récepteur associé à un

neurone récepteur est souvent peu sélectif. Nous utilisons le terme vague de système récepteur

à dessein parce que, par exemple, nous aimerions bien savoir si et comment les protéines de

transport des molécules odorantes contribuent à la discrimination olfactive.

Au cours de notre discussion, parmi les explications d'une faible sélectivité des neurones

récepteurs olfactifs, nous n'avons pas envisagé la possibilité d'un lien fonctionnel entre neurones

récepteurs voisins. Pour l'instant, il n'existe, comme support de cette hypothèse, que la

démonstration isolée de Graziadei, selon laquelle des épines dendritiques relieraient entre eux

certains neurones récepteurs, dans certains territoires, au moins. Cette complexité

supplémentaire, devrait être, aujourd'hui, soumise à l'épreuve expérimentale.

D'une autre manière, nous savons que même si les entrées du système olfactif sont peu

sélectives, elles sont capables d'assurer la discrimination de molécules odorantes aussi voisines

que la quinoline et l'isoquinoline, par exemple: La représentation périphérique de l'odeur sans

tenir compte d'une dimension spatiale, hypothétique mais peu crédible, du message est

suffisante pour apporter un message discriminant.

L'interaction entre les molécules odorantes et les récepteurs du système olfactif livre

très lentement ses secrets. Les données que nous apportons, fonctionnelles, fixent un cadre à

d'autres données, structurelles, pour l'instant, que livre la biologie moléculaire. On distingue

aujourd'hui des protéines qui sont de bons candidats pour jouer le rôle de récepteurs. Il faut

maintenant, pratiquement, décrire leur fonction, leur insertion dans la physiologie de l'olfaction.

Plusieurs voies sont possibles, d'une part, la modélisation moléculaire (Singer et al.,

1994,1995; Afshar et al., 1998) qui prolonge les études des relations structure-odeur, et d'autre

part la voie expérimentale qui peut prendre de multiples formes. Nos travaux de physiologie

qui caractérisent la sélectivité des cellules réceptrices du système olfactif des vertébrés,

complètent, de façon indispensable encore aujourd'hui, les avancées qu'apportent les outils de

la biologie moléculaire. Ils ont aussi attiré le regard des chimistes qui nous ont, à leur tour, bien

aidés. Le bilan que nous venons de faire nous conforte donc dans l'idée qu'il faudra encore

développer notre regard multidisciplinaire, contre vents et marées, pour mieux comprendre

l'odeur, certes, mais aussi le fonctionnement du système olfactif.

Le fait que la cellule olfactive soit en contact avec un environnement chimique est, bien

évidement, un trait commun à toutes les cellules, même si on prête encore aux cellules

olfactives quelque caractéristiques inédites. Généralement, ces contacts chimiques participent

au réglage des réactions de la cellule à son milieu. Certains d'entre eux sont efficaces dès

l'interface membranaires grâce à l'existence de récepteurs assez sélectifs. D'autres régulations

s'opèrent parce que la substance chimique pénètre à l'intérieur de la cellule (glucose,

hormones). Nous avons mentionné que certains auteurs ont observé que des cellules autres que
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des neurones récepteurs olfactifs manifestent une sensibilité à des produits odorants. Ce qui

différencie d'abord la réaction olfactive de ces réactions cellulaires probablement ubiquitaires,

c'est essentiellement sa sensibilité exquise et son pouvoir de générer des messages parfaitement

discriminants pour une si grande variété de stimulus simples ou composés. On ne peut pas

toutefois exclure que les mécanismes mis en jeu dans n'importe quelle cellule, le soient aussi

dans les neurones olfactifs (Kashiwayanagi et Kurihara, 1996). Pour s'en accommoder, il faut

que leur reproductibilité soit grande, ou bien concevoir des mécanismes de protection contre

une information qui pourrait être parasite, champ d'investigation aujourd'hui quasiment éludé.

Succès du principe olfactif  (et à coup sûr, succès de la biologie moléculaire), on a

démontré que ce système chimiosensible pourrait être utilisé ailleurs. Certains récepteurs de

type olfactif sont exprimés de manière transitoire dans d'autres lieux du système nerveux, voire

dans le tissu cardiaque (Drutel et al., 1995). Des cellules très mobiles comme les

spermatozoïdes expriment aussi des récepteurs de la même super-famille, et même un

équipement transducteur associé, dont on peut imaginer qu'ils conditionnent un chimiotactisme

(Parmentier et al, 1992, Vanderhaegen et al., 1993, 1997). Là donc, la capacité des récepteurs

à guider des cellules prend tout son sens, celui d'une capacité à distinguer dans le milieu une

particularité chimique. Dans un autre registre, les convergences fonctionnelles que démontrent

les études d'activations glomérulaires par la stimulation olfactive et les cartographies construites

sur la base de l'expression de récepteurs suggèrent aussi un rôle actif, structural, des récepteurs

dans le guidage des fibres primaires vers leur cible. Cette règle vient donc s'ajouter ici au

principe de stabilisation des synapses entre neurones par leur fonctionnement répété, parmi les

règles organisatrices des réseaux nerveux.

Enfin, constatons que l'étude des contacts entre les protéines réceptrices du système

olfactif et leurs ligands présente un intérêt pratique pour le choix des stimulus odorants lors

d'applications en parfumerie ou dans la création d'arômes. Nous imaginons qu'elle contribuera

aussi à une plus large connaissance des interactions entre ligands et récepteurs, en général. Pour

ces raisons, pratiques ou fondamentales, l'intérêt de l'étude des neurones récepteurs olfactifs

dépasse, désormais, le cadre de la physiologie de l'olfaction.

_______________________________________
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Résumé de la thèse

Doctorat d'Etat, N°003-98,  Université Claude Bernard, F-69622 Villeurbanne,

7 décembre 1998

DISCRIMINATION NERVEUSE OLFACTIVE ET REPRESENTATION DE

L'ODEUR PAR LE SYSTEME OLFACTIF.

Gilles SICARD

Nous rapportons dans notre thèse un ensemble de travaux, pour l'essentiel publiés et

effectués en collaboration, qui éclairent le fonctionnement de la périphérie du système olfactif

et les règles qui président à l'encodage de l'odeur.

C'est bien l'interaction de molécules odorantes et des  protéines réceptrices des odeurs

qui est responsable de l'activation des neurones récepteurs olfactifs. Selon les données récentes

de la littérature, le répertoire génomique des récepteurs serait vaste, de l'ordre de 1000 unités

chez le rat, de plusieurs centaines chez les amphibiens.  Selon certains, il n'y aurait qu'un seul

type de récepteur exprimé par neurone récepteur olfactif. Or, nous montrons par des

enregistrements unitaires des réponses transmises par les  neurones récepteurs au moyen

d'électrodes extracellulaires,  chez la grenouille ou chez la souris, qu'un même neurone olfactif

peut répondre à des molécules aussi différentes que le camphre, l'acétophénone et la

cyclohexanone. Ceci, soit démontre une spécificité "large" des récepteurs, ou bien nie

l'hypothèse d'une expression limitée de types de récepteurs aux odeurs par un même neurone

récepteur.

L'interaction des ligands odorants et des récepteurs membranaires est suivie d'une

cascade de réactions enzymatiques qui réalisent la transduction du signal chimique en message

nerveux. Il existerait au moins deux seconds messagers intracellulaires impliqués dans la

transduction olfactive, et recrutés par deux groupes de substances odorantes distincts. Nous

montrons que certains neurones récepteurs olfactifs de la grenouille répondent à des substances

appartenant aux deux groupes et donc que les deux mécanismes de transduction sont présents

simultanément dans certains neurones récepteurs au moins.

Avec A. Duchamp, nous nous sommes intéressés à la transformation de l'information

périphérique par l'intégration bulbaire en comparant les profils de sensibilité des neurones

récepteurs olfactifs et ceux des deutoneurones du système olfactif (cellules mitrales) de la

grenouille. Nous avons noté que bien que les cellules mitrales soient en moyenne plus

sélectives que les neurones récepteurs olfactifs, leurs profils de sensibilité restent voisins de

ceux enregistrés à la périphérie. Par ailleurs, nous avons examiné, chez la souris, la distribution

topographique, glomérulaire, des activations périphériques transmises aux deutoneurones du

système par l'intermédiaire des fibres primaires. L'analyse anatomo-fonctionnelle de ces

projections épithélio-bulbaires au moyen du marquage métabolique par la méthode au  2-

désoxy-glucose démontre, à la fois, une forte convergence  de certaines fibres périphériques

vers des foyers bulbaires, et, en même temps, l'existence d'une réponse glomérulaire plus

étendue ou diffuse. Se superpose donc une convergence fonctionnelle à la convergence

anatomique. Toutefois, il est difficile de croire que toute l'information spécifique du stimulus

réside dans ces foyers puisque les lésions, localisées ou  même extensives des bulbes olfactifs,
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n'interdisent pas la manifestation de comportements olfactivement guidés appris avant lésion.

Ces données sont discutées.

L'anosmie spécifique est un déficit partiel, héréditaire, de la perception olfactive qui ne

concerne sélectivement que quelques substances odorantes et qui est constaté essentiellement

chez le sujet humain. L'une des explications de ce déficit est qu'il manifeste une carence en

récepteurs membranaires normalement engagés dans la reconnaissance de ces substances

odorantes. En étudiant un modèle animal de l'anosmie spécifique à l'acide isovalérique proposé

par nos prédécesseurs, nous découvrons d'abord qu'il s'agit plutôt d'une hyposmie spécifique.

Ce défaut sélectif de sensibilité olfactive avait été constaté par des études du comportement au

moyen de mesures cumulées sur plusieurs animaux. Nos travaux fondés sur des expériences

comportementales montrent que tous les individus d'une souche ne sont pas atteints

identiquement. Que ce soient les enregistrements électrophysiologiques de la muqueuse

olfactive ou l'étude anatomo-fonctionnnelle des projections bulbaires, nous démontrons

également que la périphérie du système olfactif des souris réputées spécifiquement anosmiques

à l'acide isovalérique est bien sensible à cette substance. Cependant, notre étude

électrophysiologique de la sensibilité moyenne de la muqueuse olfactive des animaux réputés

spécifiquement anosmiques à l'acide isovalérique, montre effectivement une altération, par

comparaison avec des animaux témoins.  Par ailleurs, nous montrons que les motifs d'activation

glomérulaires évoqués par l'acide isovalérique et révélés au moyen du 2-désoxyglucose dans la

souche de souris atteinte et chez des animaux témoins sont différents. Ces nouvelles données

sont compatibles avec l'hypothèse d'une carence en récepteurs périphériques. Toutefois, la

conception d'un codage par de multiples interactions différentes s'accorde mal avec l'existence

d'anosmies spécifiques.

  Or, le type de sélectivité des neurones récepteurs olfactifs vis à vis des molécules

odorantes que nous observons indique  que, généralement, une molécule odorante interagit

avec plusieurs récepteurs, et suggère que la représentation périphérique caractéristique de

l'odeur est une description détaillée du stimulus inscrite dans un motif d'activation

plurineuronal. Cette description s'oppose à la conception d'un codage par des canaux dédiés

(labelled lines), selon laquelle des voies très sélectives, étroitement accordées aux stimulus,

encoderaient l'odeur. Nos données ne rendent pas impensable d'ailleurs que certains neurones

de ce type, échappant à notre observation en raison même de leur forte sélectivité, puissent

coexister avec les neurones moins sélectifs que nous observons.

On peut espérer en connaissant mieux les mécanismes périphériques de la

discrimination olfactive, trouver des clés pour organiser l'espace des odeurs. Au cours des

derniers paragraphes de notre thèse, nous avons examiné dans quelle mesure cet espoir peut

être comblé.
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EPILOGUE

"Ce qui est important est invisible pour les yeux"
Le petit prince, Saint Exupéry.
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Des représentations de l'espace olfactif: des récepteurs à la perception
Sicard, G. Chastrette, M., Godinot, N.

Intellectica,  1997, 24:85-107

L'odeur, notion polysémique qui recouvre stimulus et perception, résiste à une
description en terme de traits, de caractéristiques, ou dimensions. On a reconnu, cependant,
l'existence dans le génome du rat d’une grande variété de gènes de récepteurs aux odeurs,
probablement plusieurs centaines (Buck et Axel, 1991). Puis, on a trouvé d'autres
représentants de cette large famille chez plusieurs espèces, y compris chez l’homme, le poisson
chat ou l’abeille (Ben Arie et al., 1994, Ngai et al., 1993, Danty et al., 1994). Les protéines
codées par ces gènes présentent des analogies de structure avec d'autres récepteurs comme
ceux impliqués dans la neuromédiation, par exemple, et qui sont bien connus du point de vue
pharmacologique. Un récepteur donné reconnaît spécifiquement un nombre limité de
substances, agonistes ou antagonistes, naturelles ou synthétiques. Un même signal moléculaire
peut interagir avec plusieurs espèces de récepteurs, comme l'acétyl-choline agit avec des
récepteurs muscariniques et des récepteurs nicotiniques par exemple.

Dans le système olfactif, on sait chiffrer la variété des espèces de récepteurs, mais on ne
connaît pas encore leurs spécificités. C'est pourtant bien là que commence la possibilité d'une
représentation nerveuse des odeurs.

Certains envisagent que la connaissance des spécificités des récepteurs des odeurs, c'est
à dire, en définitive, la possibilité de représenter l'odeur par la liste, éventuellement pondérée,
des récepteurs avec lesquels l'odeur-stimulus interagit, donnerait les clés d'un code de l'odeur-
perception. Nous pensons qu'au moins deux types de difficultés peuvent s'opposer à la
simplicité de cette idée. D'une part, la possibilité de liens fonctionnels entre plusieurs
récepteurs, (synergies ou antagonismes), de tels liens pouvant être établis à n'importe quel
niveau du traitement de l'information olfactive, en particulier dès le niveau périphérique.
D'autre part, chacun admettra que, sans connaître les propriétés de la cible du signal affiché à
l’entrée d’un système de traitement, il est difficile de prévoir ce qui en sera retenu ou, pour ce
qui nous concerne, ce qui serait finalement signifiant pour un individu dans la représentation de
l'odeur formée par ses récepteurs.

Cependant, à la sortie du système, on accède aux produits perceptifs lorsque l’individu
exprime comportementalement ou verbalement ce qu’il ressent, qu’il communique le sens qu’il
accorde à ses sensations. On prétend alors extraire certains traits des stimuli olfactifs. De la
confrontation des «représentations» obtenues à deux niveaux du traitement nous tirons
également des enseignements sur les opérations ou fonctions de traitement réalisées entre les
deux niveaux.

L'histoire de la recherche de coïncidences entre une représentation nerveuse
périphérique de l'odeur, une représentation chimique et la perception de l'odeur que nous
rapportons ici, rapproche les points de vue de physiologistes et de chimistes.

Avant d'examiner à propos d'un exemple particulier, les rapports entre ces
représentations de l’odeur, nous rappelons quelques données fondamentales sur l’organisation
du système nerveux olfactif.

Le système olfactif: éléments d’organisation
C’est dans la cavité nasale que le système reçoit directement les signaux chimiques de

l’environnement. Les neurones de la muqueuse olfactive, qui portent les récepteurs des odeurs
et sont sensibles aux stimuli chimiques, sont disposés dans un épithélium largement étalé. Ces
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neurones récepteurs transmettent leur message aux neurones de second ordre. Ceux-ci ont
leurs corps cellulaires situés dans un organe nerveux dédié, le bulbe olfactif, à l’intérieur de la
boite crânienne. Le premier relais synaptique, où l’échange d’information entre les neurones
récepteurs et les neurones de second ordre a lieu, se trouve dans des structures individualisées
du bulbe olfactif nommées glomérules olfactifs. Plusieurs millions de neurones récepteurs
convergent vers quelques dizaines de milliers de neurones de second ordre au travers de
quelques milliers de glomérules. Ces neurones bulbaires, d’une part, sont inscrits dans des
réseaux de neurones locaux qui participent à la "mise en forme" du message olfactif. Ils sont,
d’autre part, sous l’influence d’un contrôle central provenant des territoires directement
innervés par les neurones secondaires mais aussi de régions plus lointaines, du tronc cérébral
ou du télencéphale basal. Le bulbe olfactif est organisé en couches histologiques concentriques,
si bien qu’on peut considérer en première approximation que la projection des neurones
récepteurs se répartit dans un espace à deux dimensions.
Comparativement à d’autres appareils sensoriels, la chaîne neuronale qu’empruntent les
messages olfactifs pour atteindre un cortex est courte puisque les seconds neurones projettent
directement sur un cortex primaire, s’étendant sur le cortex piriforme et le cortex entorhinal à
la partie inférieure des lobes temporaux du cerveau. Au delà des bulbes olfactifs l'information
olfactive est très largement distribuée (Figure 1).

Les neurones récepteurs sont fonctionnellement isolés les uns des autres, et constituent
des canaux d'information indépendants. Si on est capable de recueillir la réponse des neurones
récepteurs aux stimulations chimiques, on accède à la représentation périphérique de l’odeur
telle qu'elle est transmise aux réseaux neuronaux bulbaires. La muqueuse olfactive ressemble
fort à un organe passif qui enregistre dans l'environnement les propriétés que permettent de
détecter les récepteurs qui le composent.

Chez certaines espèces au moins, les différents récepteurs se répartissent à l’intérieur
de territoires limités et variés de la surface de la muqueuse olfactive (Nef et al., 1992,
Strotmann et al., 1992, Ressler et al., 1993). Cela se traduit, à l’échelle macroscopique, par
l'hétérogénéité spatiale des sensibilités à différents odorants (Mackay-Sim et al., 1982,
Edwards et al., 1988), une chimiotopie qui est d’ailleurs reproductible d’un individu à l’autre.
Dans la plupart des cas, une stimulation odorante évoque cependant une réponse sur
l’ensemble du territoire récepteur olfactif (Youngentob et Kent, 1995), ce qu’on peut
interpréter comme le fait qu’un odorant, même pur, interagit généralement avec plusieurs
espèces de récepteurs.

L’analyse des données récentes recueillies chez le mammifère indique comment
l'information discriminante liée aux propriétés des récepteurs pourrait être conservée à l’étage
bulbaire. Tout d’abord, on suppose qu’un neurone récepteur ne porte qu’un seul type de
récepteur (Buck et Axel, 1991, Chess et al., 1993, Leibovici et al., 1996). Grâce à une
projection ordonnée (Astic et al.; 1986) et probablement amplifiante (Viret-Duchamp et al.,
1989), les neurones porteurs d’un même récepteur, éparpillés dans la muqueuse, se rejoignent
sur un petit groupe de glomérules olfactifs, voire un seul (Ressler et al., 1994, Vassar et al.,
1994), convergence qui compacte l'information. L’activation bulbaire présente, comme la
périphérie, des motifs d’activation spatialement identifiables à l'échelle glomérulaire (Stewart
et al., 1979, Jourdan et al., 1980, Sicard et al., 1989) ou à l’échelle cellulaire (Mori et al.,
1992). A partir de là, l'existence d'interactions neuronales transversales à la progression de
l'information olfactive, le fonctionnement unitaire du glomérule (Buonviso et Chaput, 1990),
et les capacités intrinsèques du système à discriminer les motifs spatiaux d’activation imposés
par des stimulations électriques localisées du bulbe olfactif (Mouly et Holley, 1985),
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Figure 1: Projections centrales des messages bulbaires olfactifs et modulations d'origine centrale de l'activité
du bulbe olfactif. Au delà des bulbes olfactifs, les informations olfactives sont transmises à de multiples
structures. Les neurones secondaires innervent ainsi le cortex piriforme et le cortex entorhinal, le noyau
olfactif antérieur, le tubercule olfactif, et le cortex périamygdalien. Un réseau de connexions associatives relie
ces différents territoires corticaux olfactifs primaires. Depuis ces aires primaires, d’autres neurones
transmettent l’information olfactive vers des aires fonctionnellement variées, non spécifiquement olfactives,
corticales et sous-corticales, comme, par exemple, l’hippocampe, l’hypothalamus ou le thalamus. Depuis le
thalamus, des projections se dirigent vers le cortex frontal. Les voies nerveuses olfactives sont pratiquement
directes, la narine droite projette ses fibres olfactives sur le cerveau droit, la gauche sur le cerveau gauche. On
a cependant noté que la stimulation olfactive entraîne préférentiellement l’activation du cortex orbito-frontal
droit (Zatorre et al., 1992). Les territoires corticaux olfactifs primaires projettent leurs rétroactions sur le bulbe
olfactif. Des influences extrinsèques (éveil, attention) s'y exercent aussi.

tendent à installer l’idée qu’un motif topographique représente un code de l'odeur, c’est à dire
que les caractéristiques topographiques de l’activation bulbaire sont retenues par les étages
supérieurs, privilège d'une représentation-tableau.

Cette conception est loin de combler le physiologiste. Tout d’abord, cette description
ne dit rien de la dimension temporelle du message olfactif. Par ailleurs, on sait que la lésion
partielle des bulbes olfactifs, donc l’atteinte du motif d’activation bulbaire, n’entraîne pas la
disparition totale des capacités de reconnaissance d'une odeur (Hudson et Distel, 1986). Cela
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nous laisse penser que l'image d’une odeur au niveau bulbaire peut être suffisamment
distribuée, redondante ou divisée pour que la préservation d'une partie seulement de la
représentation bulbaire permette au système de reconstituer le sens du tout. On peut ajouter
que des arguments neurochimiques, prenant en compte la distribution inégale des rétroactions
d’origine centrale (Greer et al., 1982, Zheng, et al., 1987, Lejeune, et al., 1995) démontrent
que toute l’aire bulbaire n’est pas, elle-même, fonctionnellement homogène. Enfin, au delà du
bulbe olfactif, l’image que nous avons du message nerveux nous apparaît moins nette, et nous
ne tenterons pas, ici, de la décrire plus avant! Nous notons, malgré tout, qu’on s’attend à ce
que les différentes aires de projection, si variées sur le plan anatomo-fonctionnel, ne recueillent
chacune qu’une partie, probablement pertinemment sélectionnée, de l’information transmise
par les bulbes olfactifs (Holley, 1991).

Formation d’une représentation de l’odeur dans l’organe récepteur des odeurs.
Que dit le nez de la grenouille au cerveau de la grenouille? Dès qu’il fut possible de

recueillir les réponses des neurones récepteurs olfactifs aux stimulations olfactives, on
s’aperçut que chaque cellule était sensible à un grand nombre de molécules odorantes
(Gesteland et al., 1963). Toutes les cellules réceptrices ne répondaient pas aux mêmes espèces
moléculaires, et on comprenait cette diversité des profils de sensibilité comme la condition
nécessaire à la réalisation de la fonction de discrimination du système olfactif (Figure 2). Il faut
noter que ces conclusions sont le fruit d’observations réalisées essentiellement sur quelques
amphibiens  et que  jusqu’ici  les données recueillies  chez le mammifères  sont rares

Figure 2 Exemple de profil de sensibilité d’une cellule olfactive vis à vis d’un ensemble de stimuli odorants.
Des stimulations gazeuses odorisées de deux secondes ont été délivrées dans l’intervalle limité sur la figure par
les deux lignes pointillées. Sept odorants ont été testés: La méthyl amyle cétone (MAC), l’acétate d’iso-amyle
(ISO), l'acétophénone (ACE), l'anisole (ANI), le camphre (CAM), la cyclodécanone (CDN) et le cinéole (CIN).
La cellule enregistrée émet des potentiels d’action sporadiques en l’absence de stimulation, et augmente leur
fréquence d’émission lorsqu’elle est sensible à l’odorant. Elle répond fortement à la méthyl amyle cétone et à
l’acétate d’iso-amyle, plus faiblement à l’acétophénone et à l’anisole, mais ne répond ni au camphre, ni au
cinéole, ni à la cyclodécanone.

(Gesteland et al;, 1982, Maue et Dionne, 1987, Sicard, 1986, Hirono et al., 1994). Celles-ci
cependant laissent penser que les organisations des couches réceptrices des amphibiens et des
mammifères ne sont pas strictement identiques: Nous y reviendrons.
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On cherchait cependant en vain, des similitudes chimiques entre les odorants qui
évoquaient la réponse d’une même cellule. Pour expliquer ces premières observations, on
supposa que la sélectivité dépendait de l’interaction des molécules odorantes avec des
récepteurs portés par les cellules réceptrices et que, de plus, ces récepteurs des odeurs étaient
peu spécifiques et/ou que chaque cellule portait une combinaison de récepteurs aux spécificités
variées. L’étendue du répertoire des récepteurs différents était inconnue. Duchamp et al.
(1974) imaginèrent qu’en disposant de multiples profils pour un nombre fini d’odorants, on
pourrait calculer une distance entre les odorants, donc les représenter dans un espace qui,
d’une part, serait une image des capacités de discrimination de l’organe récepteur des odeurs
et, d’autre part, caractériserait le plus directement possible les interactions moléculaires entre
odeurs et cellules réceptrices, et renseignerait donc sur les propriétés des récepteurs des odeurs
eux-mêmes. A cause de la durée limitée des contacts que l’on pouvait établir avec les cellules
réceptrices, on ne pouvait envisager de recueillir le profil de sensibilité de chaque cellule
étudiée que pour une vingtaine d’odorants seulement. Pour explorer un domaine suffisamment
représentatif de l’espace des molécules odorantes, on a dû multiplier les études indépendantes
(Duchamp et al, 1974, Revial et al., 1978, Revial et al., 1982, 1983, Sicard, 1985). Au cours
de cette suite d’études, 68 corps purs au total ont été choisis comme stimuli olfactifs pour
répondre à des hypothèses sur les relations entre la structure chimique et l’odeur des espèces
moléculaires. Nous ne rappelons ici que les résultats d’une de ces études (Sicard et Holley,
1984) qui a réuni les observations principales réalisées sur la grenouille grâce à une sélection
des stimuli qui couvraient un large domaine d’odeurs et de structures chimiques (Table 1).
Parce que commune aux trois études que nous décrivons ici, cette série de stimuli olfactifs
nous a permis d’imaginer la confrontation des représentations physiologiques, chimiques et
perceptives des odeurs.

Table 1: Liste des vingt corps purs utilisés aux cours des trois types d’approches

composés abréviations
acétate d’iso-amyle ISO
acétophénone ACE
acide iso-valérique IVA
anisole ANI
n-butanol BUT
dl-camphre CAM
1-8 cinéole CIN
d-citronellol DCI
cyclodécanone CDN
cyclohexanol XOL

composés abréviations
cyclohexanone XON
para-cymène CYM
n-heptanol HEP
l-menthol MEN
méthyl amyle cétone MAC
d-limonène LIM
phénol PHE
pyridine PYR
thiophénol PHO
thymol THY

Expériences et analyse de données
Le protocole d’enregistrement consistait à placer une micro-électrode au contact d’une

cellule réceptrice de la muqueuse d’une grenouille décérébrée et démédulée, et à recueillir sa
réponse à une vingtaine de stimulations odorantes. Les vingt odorants étaient délivrés en phase
gazeuse, à des concentrations prédéterminées (comprises entre la moitié et le vingtième de la
concentration de la vapeur saturante) et constantes pour chaque cellule étudiée. Après avoir
répété soixante fois cette opération, on disposait d’une matrice de réponses et de non-réponses
dont nous nous sommes servi pour mesurer la similitude d’action des odorants testés sur les
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cellules étudiées et calculer une distance entre les odorants. Nous avons choisi de représenter
ces relations dans un espace factoriel construit à l’aide d’une analyse des correspondances
(Benzecri, 1963). Les résultats d’une taxinomie non hiérarchique descendante ont été utilisés
pour donner une information conservant la totalité de la variance sur le premier plan factoriel
qui ne rend compte que de 33% de la variance totale (Figure 3). Dans cet espace on découvre
que s’individualisent certains couples ou certains triplets d’odorants. Par contre, la
représentation simultanée des cellules réceptrices, non montrée ici, indiquait qu’on ne pouvait
pas raisonnablement considérer qu’il existait des groupes de cellules en regard des paires ou
des groupes d’odorants.

 Construction d’une représentation chimique de l’odeur.

Justification de la méthode
L'existence de relations entre la structure chimique des molécules et les perceptions

olfactives qu'elles entraînent peut sembler surprenante, compte tenu de la complexité du
traitement du signal originel chimique.

Cependant de telles relations ont été établies pour une douzaine de notes olfactives et plus
de 1200 molécules différentes. Elles sont d'une qualité telle qu'elles permettent d'établir des
modèles d'interaction et de prédire l'odeur de molécules non encore synthétisées. Cette
approche est utilisée par les industriels de la parfumerie pour "inventer" de nouvelles
molécules. On remarquera que ces relations n’ont pas l’ambition de couvrir une partie
importante de l’espace olfactif. Elles sont au contraire limitées à la partie de cet espace qui
s’étend autour d’une note bien déterminée comme musc, ambre, anis ou muguet.

La description de l'odeur repose sur l'emploi d'un vocabulaire spécialisé adopté par les
parfumeurs, sans toutefois qu'il y ait un consensus total.

La description de la structure moléculaire peut se faire à deux niveaux selon qu'on considère
la molécule dans son ensemble ou des fragments particuliers de la structure. Dans le premier
cas les variables sont simples, peu nombreuses et facilement interprétables. Dans le second cas,
elles peuvent être très nombreuses mais on préfère souvent aboutir à la définition d'un motif
osmophore, porteur de l'odeur. Dans cet article, pour un jeu de molécules qui possèdent des
structures bien différentes, il a paru suffisant d'utiliser des variables globales.

Plusieurs relations utilisant ce type de variables ont été publiées (Doving, 1974; Laffort et
al., 1974) et l'une d'elles portait sur une série de vingt composés (Chastrette, 1981).

Dans cette publication les variables globales retenues étaient le volume molaire, la forme de
la molécule définie à partir des axes de l’ellipsoïde dans lequel on peut l’inscrire, la réfraction
molaire et une fonction de l'indice de réfraction, mesurant à elles deux la polarisabilité de la
molécule, le logarithme du coefficient de partage octanol-eau et enfin les paramètres AN et DN
de Gutman qui mesurent la capacité d'interaction par échange de paires d'électrons.

 Ce travail a été étendu  ensuite à d'autres séries étudiées sur la grenouille et en particulier à
la série proposée dans cet article (Eminet, 1983).

La mise au point récente par Abraham (1993) de nouveaux paramètres aH et bH mesurant de
manière satisfaisante la capacité d'une molécule à interagir par liaisons hydrogène nous a
permis de remplacer AN et DN qui semblaient moins bien adaptés.
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Figure 3: Etude des distances entre odorants telles qu’on peut les établir sur la base des réponses des neurones
récepteurs olfactifs de la grenouille. Projection des odorants dans le premier plan factoriel d’une analyse
factorielle des correspondances (Benzecri, 1963) et regroupements au huitième niveau d’une taxinomie non
hiérarchique descendante (Emptoz et Fages, 1983). Le plan factoriel ne représente que 33% de la variance
totale de la matrice de données.

En effet, nous avons proposé entre temps un modèle selon lequel l'interaction des odorants
avec les protéines réceptrices est essentiellement due aux forces de dispersion et à la liaison
hydrogène (Chastrette et Zakarya, 1988). C'est pourquoi nous avons choisi ici un ensemble de
variables comprenant:
- le volume molaire (VM),
- une fonction de l'indice de réfraction n soit RIF = n2-1/(n2+1)
- la réfraction molaire RM = RIF x VM
- le facteur de forme SF
- le logarithme du coefficient de partage octanol-eau LOP
- et les paramètres aH et bH d'Abraham.
Ces derniers ont été estimés à partir des composés les plus proches dans les quelques cas où ils
n'étaient pas indiqués par Abraham.

Résultats
Ces variables ont été centrées et réduites avant d’opérer un classement automatique

des odeurs. Nous avons utilisé ici aussi une classification automatique non hiérarchique et
descendante (Emptoz et Fages, 1983). La figure 4, ci-dessous, indique les partitions obtenues
pour les huit premiers niveaux taxinomiques, et permet de les comparer aux résultats obtenus
selon la même procédure sur la matrice construite sur la base des réponses des neurones
récepteurs.
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Figure 4: Taxinomies non hiérarchiques descendantes (Empoz et Fages, 1983) des odorants obtenues, à
gauche, à la suite de l’interrogation des neurones récepteurs olfactifs de grenouille et, à droite, en représentant
les substances odorantes à l’aide de variables globales physico-chimiques.

Cette comparaison, en particulier des 8ièmes niveaux, montre que les couples, cymène-limonène,
acétophénone-anisole, et les triplets, cinéole, camphre et cyclodécanone ou iso-amyle acétate,
méthyl amyle cétone et heptanol, sont bien formés dans les deux espaces. Dans les deux cas,
on note que le l-menthol ne se sépare du groupe cinéole, camphre, cyclodécanone, qu’au
niveau 7. Changeant de classes à plusieurs niveaux, le butanol et la pyridine semblent difficiles
à classer dans l’espace des réponses des neurorécepteurs.

Représentation des odeurs à la suite d'une tâche de classification perceptive par des
sujets humains.

Alors qu’on disposait de données sur la manière dont les récepteurs finalement
traitaient vingt signaux identifiables chimiquement, nous ne disposions pas d’information sur
leur perception par des sujets naïfs. Nous avons donc demandé à des sujets humains non
entraînés de nous renseigner à la fois sur les distances qu’ils mettaient entre ces odorants et
sur les évocations que la présentation de ces échantillons leur suggérait (Godinot et al., 1995).
Une matrice de distances pouvait être obtenue par la comparaison une à une de toutes les
paires possibles, ce qui entraînait à une expérience très longue puisqu’il fallait demander aux
sujets d’examiner 190 paires d’odeurs. Nous lui avons préféré une tâche de tri ou de
classification, procédure plus rapide dont Mac Rae et al. (1990) ont montré qu’elle conduisait
à des résultats voisins

Après une série d’expériences préliminaires, nous avons dilué la plupart des corps purs
au centième dans une huile minérale dépourvue d'odeur (Nujol ou Mineral Oil, Sigma). Le
limonène a été présenté a une concentration de 1/62.5, et l'acide iso-valérique, le thiophénol,
ainsi que  la pyridine à  une  dilution  de  1/6250. Quatre composés cristallisés,  le menthol,  le
camphre, le thymol, et le phénol, ont  été dissous  de telle  manière que leurs concentrations
molaires soient  équivalentes à une dilution au  centième. Sauf pour le menthol dilué dans
l’huile minérale, leur mise en solution n'a été effectuée que dans le diéthyl-phtalate, autre
solvant inodore (Sigma). Cinq millilitres de solution étaient absorbés sur un support
synthétique placé dans de petits flacons de 15 ml en verre ambré bouchés par une capsule
vissée. Ainsi constituées, ces sources odorantes étaient disposées sur une table et
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 Tableau 2: Exemples de descriptions verbales d’odeurs de deux corps purs par 19 sujets naïfs. Pour un
même odorant, les descriptions obtenues sont sémantiquement plus ou moins éloignées. Vicks et Valda sont
des noms de marques, et spécifient, effectivement, des produits contenant des mélanges ayant des odeurs
camphrées et menthées et évoquant une sensation de fraîcheur.

thiophénol
vraiment mauvais, le renfermé (les pieds!)
soufre? produit pour permanente
oeuf pourri, soufre
acide
charcuterie
cuir moisi
Feyzin, (=raffinerie de pétrole)
odeurs chimiques, boules puantes
odeur animale très forte (étable)
étouffant
ail pourri
cuisine: viande, champignons noirs, épices
cadavre, thiosulfate
fromage bien fait avec oignons mélangés
le goudron très chaud
égouts
produits chimiques, poubelle
la fermentation
odeur très désagréable de putréfaction

1,8 cinéole
camphré, Vicks
essence algérienne, menthol
mentholé, camphré?
menthe
solution mentholée
mentholée, médicament aérosol
pastille pour la gorge
médicament, hôpital, baume
sirop contre la toux
menthe, poivré, camphré?
eucalyptol
pastille Valda
pommade pour douleurs musculaires
bonbons pour la gorge, miel, eucalyptus
eucalyptus
médicament
dentifrice
odeur douce et légèrement mentholée
un médicament pour dégager les bronches

aléatoirement ordonnées. Les sujets manipulaient librement les flacons, avec leur consigne de
tri: regrouper les odeurs qui présentent un air de famille.
Par ailleurs, au cours d’une expérience indépendante, nous avons demandé à dix-neuf sujets de
qualifier des odeurs évoquées par chacune des 20 substances en même temps que celles
correspondant à 16 sélectionnées comme familières a priori. Un échantillon des descriptions
obtenues est présenté par le tableau 2.

Quarante sujets ont réalisé des regroupements de ces odorants sur la base d'un critère
de ressemblance. Les sujets ont ensuite caractérisé verbalement chacun de leurs groupes. Les
données recueillies ont permis d'établir une matrice des co-occurrences de deux odorants dans
les groupes. Cette matrice a été analysée à l'aide de l'analyse factorielle des correspondances
qui décrit graphiquement les relations entre les odorants.

Cette description graphique (Figure 5) nous permet surtout ici de montrer que le
premier axe factoriel extrait manifestement 3 odorants du reste: Il s’agit d’un groupe de
produits qui tous sont qualifiés de malodorants par les sujets et regroupés consensuellement
pour cette raison. Il s’agit d’une observation classique: La dimension «hédonique» de l’odeur
sert de base pour la classification des odeurs chez les sujets naïfs (Berglund et al., 1973,
Schiffman, 1974).

Dans cet espace, d’autres regroupements étaient identifiables: ainsi on a observé par
exemple que le cinéole, le camphre, mais aussi le l-menthol ont souvent été rassemblés par les
sujets, probablement sur la base de la sensation de fraîcheur, d’origine trigéminale, qu'ils
évoquent tous, mais aussi, sémantiquement, par leurs fréquentes associations dans les produits
pharmaceutiques familiers. La paire p-cymène et d-limonène a souvent aussi été isolée, et leur
groupe justifié par l’évocation olfactive du citron. Ces divers regroupements sont confirmés
par la représentation arborescente des relations entre odeurs (Barthelemy et Guénoche, 1988)
que nous livrons sur la figure 6. Avec 28 co-occurrences, la paire cinéole-menthol est la plus
fréquente. Suivent les paires, méthyl amyle cétone-acétate d’iso-amyle (22), acétophénone-
cyclohexanone (17), cymène-limonène (17), acide iso-valérique-thiophénol (17). L’arbre qui
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représente les distances entre sujets, admet beaucoup de longues branches: les sujets ont
réalisé des partitions très variées. En moyenne, avec les 20 composés, les sujets ont fait 8
groupes. Parmi les 190 appariements possibles, le sujet qui a fait le plus grand nombre
d’associations n’en a fait que 38.

2

1

9%

11%

p-cymène
d-limonènethymol

pyr idine

méth yl amyle cétone
acétate  d'isoam yle

acéto phénone

acide isova lérique

thiophénol

butanol

heptanol

cinéolecamphre

l-menthol

cyclohexanone

cyclodécanone

cyclohexanol

anisole

phenol
d-citronellol

Figure 5: Premier plan factoriel d’une analyse de correspondances pratiquée sur la matrice de co-occurrences
des odorants dans les groupes réalisés par 40 sujets humains au cours d’une expérience de classification de
vingt odorants. Ce plan factoriel ne rend compte que de 20% de la variance totale. Le premier axe factoriel
sépare clairement les mauvaises odeurs du reste.

Quels sont les points communs entre les données physiologiques olfactives et l’espace
chimique?
La représentation chimique des vingt odorants, (c’est-à-dire leur description par des variables
physico-chimiques), que nous proposons ici a été construite pour reproduire au mieux la
représentation qu’on peut tracer sur la base des résultats de l’enquête physiologique. On
suppose qu’ il doit y avoir une assez forte cohérence entre un espace construit sur des bases
physico-chimiques et le fruit d’ interactions physico-chimiques entre molécules odorantes et
récepteurs des odeurs que traduisent les réponses de neurones récepteurs olfactifs
moléculaires. Il s’agit cependant pour le chimiste de réaliser un compromis: A la fois, il sait
qu’en utili sant des variables globales, il sera incapable de décrire la stéréochimie des
interactions, mais par aill eurs, il retient parmi toutes les descriptions possibles celles qui
décrivent le mieux des forces d’ interaction ou des propriétés structurales dont il suppose
qu’elles sont effectivement impliquées dans les interactions olfactives. Lorsqu’on compare au
travers des représentations factorielles ou des taxinomies les deux nuages, chimique et
physiologique, on constate à la fois qu’ ils ne sont pas superposables ou assimilables, mais
aussi que certains regroupements, qui constituent les traits remarquables de ces espaces, sont
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reproduits. En fait, après avoir établi des matrices de distances entre odeurs (selon Gower),
nous les avons comparées en calculant les corrélations de rangs entre les 190 paires (Figure
7). Nous nous sommes aperçu alors que seules les petites distances, une quinzaine, sont bien
conservées.
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18

sujet sodeurs

Figure 6: Résultats de l’ expérience de classification d’odeurs par des sujets naïfs. Représentations par des
distances entre odorants d’une part, et sujets d’autre part, au moyen d’arbres (Barthélémy et Guénoche, 1988).
Certaines branches regroupent bien des odorants, comme le cymène et le limonène ou le thiophénol, l’acide
iso-valérique et le thiophénol.

Comparaison entre l’espace des récepteurs et l’espace «perceptif».
En comparant l’espace construit sur la base des interactions réceptrices et l’espace

construit sur la base de l’expérience de tri des odeurs par les sujets humains, nous avons voulu
repérer aussi quels pouvaient être leurs points communs. Plus précisément, nous avons
cherché si des distances observées à l’entrée du système étaient conservées après l’ensemble
du traitement olfactif. La comparaison des matrices de distances fait apparaître que certains
des regroupements effectués par les récepteurs persistent au niveau perceptif, comme, par
exemple, la paire cymène-limonène. D’autres regroupements, et le groupe des mauvaises
odeurs est un exemple frappant, ne peuvent pas être considérés comme analogues de ceux
formés par la comparaison des réponses de cellules réceptrices. En tous cas, nous avons
observé que considérant ces espaces, nous fondions naturellement nos commentaires sur les
regroupements d’odorants, c’est-à-dire sur les petites distances. Comme dans le cas de la
confrontation des espaces physiologiques et chimiques, si l’on compare les rangs des distances
obtenues dans les représentations physiologiques et perceptives, on n’observe des corrélations
significatives qu’entre une vingtaine de paires de substances chimiques reliées par de faibles
distances (figure 7).

La comparaison entre l’espace construit sur la base des réponses des neurones
récepteurs et celui construit par le chimiste ne semblait pas soulever d’objection majeure.

Il est évidemment plus risqué de tenter une comparaison entre les données obtenues
chez des espèces différentes et à des niveaux non analogues du système de traitement de
l’ information. Cela a au moins un intérêt: celui d’ identifi er les arguments qui s’opposent à
cette tentative, donc d’alimenter la discussion sur les représentations de l’odeurs, leurs
analogies ou leurs différences.

http://www.rapport-gratuit.com/
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La première difficulté que nous rencontrons tient au fait que rien n’ indique que le
répertoire des récepteurs exprimés chez la grenouille soit semblable à celui qui s’exprime chez
l’homme. Plusieurs arguments peuvent d’aill eurs laisser penser que les plans d’organisation
des entrées sensorielles diffèrent entre diverses espèces:
- Nous avons déjà mentionné que les mesures de sélectivité des cellules réceptrices de la
grenouille et de la souris ou du jeune rat indiquent une sélectivité plus forte des neurones
récepteurs du mammifère (Gesteland et al., 1982; Sicard, 1986).
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Figure 7: Distributions des corrélations de rangs entre les distances calculées pour, d’une part, les paires
d’odeurs dans l’espace des neurorécepteurs, et, d’autre part, dans l’espace des variables physico-chimiques, ou
celui construit sur la base d’une expérience de classification des odeurs par des sujets naïfs. Les paires
d’odeurs ont été ordonnées selon les valeurs croissantes des distances obtenues dans l’espace des réponses des
neurones récepteurs. Les points sont ajustés par une loi de puissance.

- L’étude de la répartition des types de récepteurs sur la muqueuse olfactive indique
l’existence d’une chimiotopie périphérique chez les mammifères, absente chez le poisson ou
l’oiseau (Ngai et al., 1993, Leibovici et al., 1996).
- La subdivision des territoires olfactifs, en organe récepteur «principal» et organe septal,
n’est pas constante chez tous les mammifères (Rodolfo-Masera, 1943, Breipohl et al., 1983).

Nous notons cependant que des interactions avec des lots différents de récepteurs
peuvent bien conduire à des descriptions très voisines des relations entre deux odorants. On
n'est même pas obligé de considérer que la description de chacun des odorants obtenue par
l'union de leurs multiples interactions avec le système récepteur constitue une représentation
exhaustive du stimulus pour que cela soit vrai.

Une autre diffi culté tient à la variabili té inter-individuelle.
S’il s’agissait de la réduire à une explication mécaniste on pourrait, par exemple, noter

que plusieurs expériences ont démontré une variation de la sensibili té de l’organe récepteur en
fonction d’une variation imposée dans l’environnement odorant chez plusieurs rongeurs
(Wang et al., 1993, Semke et al., 1995, Youngentob et Kent, 1995). Les observations de ces
auteurs sont compatibles avec l’hypothèse d’une induction de l’expression des récepteurs sous
la pression de l’environnement. Elles sont aussi cohérentes avec la variabili té inter-individuelle
de sensibili té classiquement observée lorsqu’on compare les seuils de détection olfactifs des
sujets humains. Quelqu’en soit l’origine, celle-ci pourrait contribuer aussi à la forte variété des
partitions réalisées par les sujets dans l’expérience de tri d’odeurs que nous rapportons ici.
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Nous supposons néanmoins que cette variabili té des résultats individuels lors de cette
expérience, n’est pas strictement réductible à une interprétation physiologique: elle intègre une
dimension cognitive, mettant en jeu l’expérience et la mémoire des sujets. C’est ce que
démontrent, au moins dans certains cas, les justifi cations que les sujets donnent des
regroupements qu’ ils font, et dont le groupe des mauvaises odeurs est la plus saill ante
ill ustration.

Interprétation chimique et descriptions des perceptions olfactives.
Il est clair que les sujets naïfs ne disposent pas d’un référentiel commun pour parler des odeurs
et pour pouvoir les classer selon des principes admis. On peut cependant attendre que les
professionnels de l’odeur, aromaticiens et parfumeurs par exemple, du fait de leur
entraînement de plusieurs années dans la description des odeurs, réalisent un consensus
acceptable. Le système résultant d’une centaine d’années de pratique est basé sur des notes
odorantes comme boisé, floral, musc, anisé, menthé, etc... Il existe un consensus tout à fait
correct sur certaines notes alors que d’autres fluctuent selon les systèmes de description. Nous
avons étudié deux systèmes particuliers: celui du livre de référence de S. Arctander et un
système utili sé chez Firmenich à Genève. Le premier utili se plus de 200 termes pour qualifier
2600 composés. On peut ramener à 80 mots environ ce vocabulaire, en enlevant des termes
sans signification olfactive claire comme frais, chaud etc... Le second utili se une liste de 32
notes pour décrire 630 composés. La comparaison des deux systèmes à l’aide de plusieurs
méthodes statistiques permet de montrer une grande ressemblance entre eux et avec la rosace
des parfumeurs, un instrument entièrement empirique. Il ressort des cartes de l’espace olfactif
établies sur ces bases, que cet espace a une structure faible et que seules certaines notes ( par
exemple, musc, anisé) sont bien individualisées (Chastrette et Zakarya, 1988, Chastrette et al.,
1991). Les autres entrent dans des groupes de 2, 3 ou 4 notes qui présentent une certaine
proximité. On ne peut rien dire des distances entre les groupes.
L’analyse de l’abondante littérature sur les relations entre les structures chimiques et l’odeur
montre que les auteurs invoquent différentes forces d’interaction entre les molécules
odorantes et les sites récepteurs. Parmi ces interactions, les plus raisonnables sont les forces
de dispersion, sans orientation particulière, et la liaison hydrogène, dont la géométrie est assez
stricte et qui est attendue de la part des protéines réceptrices (Chastrette et Zakarya, 1988).
La combinaison des hypothèses sur les interactions et la géométrie connue des meill eurs
odorants possédant une note déterminée permet de proposer des motifs osmophores
correspondant à des sites récepteurs hypothétiques mais utili sables pour le choix de nouvelles
molécules à synthétiser (Chastrette et al., 1990; Rognon et Chastrette, 1994). Dans l’état
actuel des connaissances sur les récepteurs aucune de ces hypothèses n’a pu être vérifiée mais
leur utili té dans l’ industrie de la parfumerie est incontestable.

Conclusion

Qu’il s’agisse des confrontations de l’espace récepteur avec l’espace de représentation
chimique d’une part, ou l’espace perceptif d’autre part, nous avons remarqué que seules les
petites distances sont bien conservées d’un espace à l’autre. Existant dans l’espace construit
sur la base des réponses des neurorécepteurs, ces courtes distances traduisent d’abord des
simili tudes d’action des molécules odorantes sur le système récepteur. Au contraire les
grandes distances restent indéterminées, traduisant le fait que les ensembles d’ interactions qui
permettent de les établir présentent des recouvrements trop restreints pour qu’on puisse les
interpréter.
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Le traitement perceptif des odeurs mêle aux messages sensoriels olfactifs et actuels,
des informations mémorisées, dont une partie, associations cognitives, ont pu être forgées en
dehors de la sphère olfactive. Cet ajout d’informations a probablement moins de chance de
rompre les relations les plus étroites entre odorants qu’élabore le système récepteur à l’entrée
du système olfactif. Remarquons que le sujet naïf dispose aussi de capacités d’évaluation de
simili tudes dans des territoires apparemment plus larges que ceux que nous avons envisagés
ici: C’est le cas, par exemple, pour les dénominations génériques odeur florale ou odeur
fruitée. Nous avons constaté, en effet, que lorsqu’on propose à des sujets des odeurs
familières et qu’on leur demande d’ identifi er la source, lorsqu’ ils se trompent sur le nom de la
cible, ils ont une réelle tendance à lui substituer un nom de fleur lorsque la cible présentée est
une fleur, ou un nom de fruit lorsque la cible est un fruit! Alors que les sujets naïfs
n’emploient que rarement les mots «floral» ou «fruité», cette observation suggère qu’ ils
utili sent implicitement les catégories correspondantes pour penser les odeurs.
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