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Sommaire Résumé 1

PRESENTATION DE L'OUVRAGE

La transduction olfactive transforme 1'énergie de l'interaction des molécules odorantes
présentes dans l'environnement avec les neurones récepteurs du systéme olfactif en signaux
nerveux et conditionne la mise en forme d'un message représentatif de I'odeur. Au cours de la
derniére décennie, on a assisté au développement des études qui tentent, a 1'échelle moléculaire,
d'expliquer cette fonction des neurones récepteurs olfactifs. Ces tentatives reposent sur les
progres 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 déja qu'ils apparaissent assez semblables
a ceux qu'on rencontre chez d'autres types cellulaires impliqués dans d'autres fonctions
(récepteurs hormonaux, photorécepteurs).

Mais, parmi ces événements, 1'un reste encore secret : c'est la phase de réception de la
molécule odorante. C'est cette phase qui détermine 1'originalité de la transduction olfactive que
nous voudrions mieux connaitre.

Ainsi, avant que, destins communs de tous, mes travaux sur ce sujet, commences il y a
plus de quinze ans déja, 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
¢tablir 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 1a le fait que fous les neurones récepteurs ne sont pas
identiquement sensibles a toutes les substances odorantes. C'est sur cette propriété
dépendante des mécanismes récepteurs que repose la formation de messages véhiculés et
traités par le systeme olfactif et cette propriété fonde, finalement, chez un individu la sensation
d'odeur.

J'ai distingué trois parties dans cet ouvrage.

La premiere 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 deuxiéme partie de ce document.

J'y ai ajouté, humblement il est vrai, quelques €léments se rapportant a la sélectivité des
neurones récepteurs chez le mammifere (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 trés 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 modele animal, I'étude d'un déficit naturel de la perception olfactive réputé
tres sélectif, l'anosmie partielle, je tentais de surmonter cette difficulté (Royet et al., 1987 ;
Sicard et al., 1989; Pourtier et Sicard, 1990).

La troisieme 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 1'occasion de réexaminer a la lueur de ces
données nouvelles nos propres résultats et de dégager notre conception actuelle du codage de
l'odeur par le systéme olfactif. D'autre part, constatons que le terme "odeur" est un terme
polysémique, 1'odeur signifiant a la fois la perception olfactive que le sujet ressent, et la source
odorante, le support objectif, moléculaire, de la sensation olfactive. Il existe, bien sir, I'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
naivement des questions riches qui, il est vrai, n'alertaient pas la curiosit¢ des
neurophysiologistes ou méme des psychophysiciens, et que nous avons contribuées a faire
émerger.
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PREMIERE PARTIE: SUPPORTS NERVEUX ET MOLECULAI

Cette premicre partie rassemble d'abord des données histologiques

nctionnelles qui
caractérisent 1'organe récepteur, la muqueuse olfactive, du systéme olfacti \Y rés.

Au long des paragraphes suivants, j'insiste sur un ensemb propriétés
neurobiologiques des neurones récepteurs olfactifs, jusqu'a celles qui rmet.t de distinguer
des catégories fonctionnelles de neurones récepteurs et qui re réflexion. La
Npriétés n'est pas

ou

description de certaines procédures expérimentales qui ont ité, c

seulement 1'occasion de rapporter les résultats qu'elles ont pr 'est aussi, parfois, le

moyen d'envisager les questions auxquelles elles pourraient répon elles qu'elles laissent
ys

sans réponse.
J'ai rappelé ensuite, les différents signaux éle ques qu'on utilise pour
caractériser l'activité des éléments nerveux qui comp rgane. L'apparition d'une

méthode, celle du patch clamp, a permis de détai multiples composantes électro-
physiologiques concourant a la transduction sensoriell : La description s'enrichit
enfin de données moléculaires, relatives, en particul x ¢léments impliqués dans la
réception et la transduction olfactives qui nous int%

1. Description synthétique d e olfactive des vertébrés

Chez les vertébrés supérieurs, la olfactive, épithélium olfactif et lamina
propria (ou sous-muqueuse), tapisse l:e’arois d'une portion des voies respiratoires
supérieures, anatomiquement plus s tourmentées selon les espéces. Son organisation
histologique et fonctionnelle parait ogene dans l'ensemble des vertébrés. Aussi, je
n'en donnerai d'abord qu'une description c¢tique (Fig. 1).
L'épithélium olfactif, pseudo-stra et sécrétoire, est constitué de quatre types cellulaires
principaux: Les cellules réceptri es, les cellules basales profondes, les cellules basales
glomérulaires et les cellules ien. Des glandes localisées dans la sous-muqueuse,

territoire vascularisé et innervé pent a la sécrétion du mucus dont les surfaces olfactives
sont recouvertes, grace a aux excréteurs traversant 1'épaisseur de 1'épithélium.

1.1. Les cellules ré Ifactives
1.1.1. Une natur

La zo jaire de I'épithélium olfactif est occupée par les noyaux serrés en
plusieurs co tits corps cellulaires. La plupart de ces cellules sont bipolaires et de
petite taille, le rps cellulaires ont un diamétre compris entre 5 et 7 um. Elles se
'une part, par une ramification fine axonale, d'un diameétre de 0,2 pm. Cet axone
ion de la sous-muqueuse, traverse la boite cranienne, et s'étend jusqu'a I'un
s olfactifs ou il s'articule avec des neurones du bulbe olfactif. L'autre
la dendrite, ayant un diametre de 1'ordre du micrométre, fait protubérance a la
face externe, nasale, de I'épithélium. Ces cellules expriment aussi sans ambiguité des




Figure 1: Localisation des différents types cellulaires
de la muqueuse olfactive de rat. A- Les neurones olfac-
tifs matures expriment 1’olfactory marker protein et leurs
corps cellulaires sont localisés dans la portion médiane de
I’épithélium olfactif. On distingue a la surface de 1’épi-
thélium, des vésicules olfactives (ve) marquées alors que
dans la sous-muqueuse, sous la lame basale (Ib), 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 I’épithélium, seules les dendrites des
neurones récepteurs s’insinuent entre les corps cellulaires
des cellules de soutien qui occupent presque tout 1’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 1’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.
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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 €pithélial, les
axones des neurones récepteurs se rassemblent en faisceaux isolés par des cellules qui les
engainent jusqu'aux structures bulbaires, avec une disposition plutdt 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 a favoriser la croissance axonale chez 1'adulte,
assurant le succes fonctionnel de la neurogénése olfactive leur vaut l'attention des chercheurs
qui s'intéressent a 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
pénétrent dans la boite cranienne en franchissant la lame criblée de l'ethmoide 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, ou elles s'articulent avec les cellules mitrales, les cellules a 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 grace a 1'étude du réseau bulbaire sur des tranches de bulbe
olfactif de plusieurs espéces (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'a ce que Kanaki et al., 1997, montrent que l'application
de carnosine sur la méme préparation que celle ayant servi a confirmer le role du glutamate,
évoque une réponse excitatrice des cellules post-synatiques enregistrées. En fait, la carnosine
est connue pour jouer le role de régulateur dans les synapses glutamatergiques et son rdle
exact reste a préciser.

La dendrite du neurone récepteur, intercalée entre les cellules de soutien, forme, a sa
partie apicale, une vésicule qui supporte des cils ou des microvillosités et est baignée par un
mucus. L'espace muqueux et I'espace intercellulaires de 1'épithélium sont séparés par des
jonctions de type zonulae occludens situées a la partie la plus superficielle de 1'épithélium alors
que les contacts intercellulaires plus profonds sont stabilisés par des desmosomes (jonctions de
type zonulae adhaerens). Ces jonctions sont perméables a de nombreuses substances
chimiques, y compris a certaines molécules odorantes.

Sous la surface de I'épithélium, regroupées dans certaines zones, on a observé, rarement
mais sans ambiguité, 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 1'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 paralléle a 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 (fleches). Cette organisation a été vue chez la grenouille, le vautour et la tortue (D'apres
Graziadei, 1970).

selon laquelle les neurones récepteurs sont des canaux d'information qui fonctionnent de
maniére indépendante (Holley et Mac Leod, 1977).

1.1.2. Les cils olfactifs, siege de la transduction olfactive

La membrane des cils olfactifs est le si¢ge du mécanisme initial de la transduction
olfactive, c'est a 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
déja 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 S0um chez le rat
et 200um chez la grenouille, leur diamétre étant de 1'ordre de 0,3um. 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 1'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 a une
centaine chez le chien (Okano et al., 1967). Ils sont régulicrement immobiles chez les
mammifeéres (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 critere 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 especes dont les cils olfactifs
sont mobiles (Lidow et Menco, 1984).

Avant I'explosion de travaux sur la transduction olfactive de cette derni¢re 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),

- ¢lectrophysiologiques (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.

Grace a des cryo-fractures, on a observé des particules protéiques intra-membranaires
dont la densité élevée dans la membrane des cils olfactifs, 1000 & 2500 unités par micrometre
carré, contraste avec les densités plus faibles, 300 a 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 a 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
¢lectrophysiologique intégrée (EOG, cf infra) de la muqueuse olfactive a la stimulation
olfactive, décroit d'autant plus que son point d'enregistrement est ¢loigné 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 a 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 étre
de véritables récepteurs de molécules odorantes. Leurs affinités pour les molécules odorantes
se sont avérées comprises entre 10° et 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, conférent a 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 a I'échelle moléculaire probablement encore incomplet. Celui-ci
comprend plusieurs entités associ€es aux cils olfactifs: les protéines réceptrices, les protéines
G, les enzymes produisant les second messagers, les canaux ioniques controlés par les seconds
messagers, et les divers ¢léments régulant les cascades enzymatiques de la transduction. Nous
y reviendrons.

1.2.  Les cellules basales
Les cellules basales sont disposées a proximité de la lame basale de I'épithélium. En fait

il existe deux types cellulaires dans la portion basale de I'épithélium olfactif: des cellules les
plus profondes, juxtaposées a la lamina propria, dites cellules basales horizontales ou cellules
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sombres, et des cellules légérement plus superficielles, dites cellules basales globulaires. Chez
l'adulte, amphibien ou mammifére, on observe dans cette région des figures de mitose (Andres,
1966, Smart, 1971; Graziadei, 1973; Graziadei et Metcalf, 1971) et on a trés tot émis
I'hypothese que ces cellules constituaient un stock de précurseurs pour le renouvellement des
neurones olfactifs récepteurs.

La position périphérique extréme 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 neurogénése. La
permanence chez l'adulte de cette neurogénese a d'abord été attestée par l'incorporation de
thymidine triti¢e dans I'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 a partir des cellules basales soit efficace ne fait aucun doute, méme chez les
mammiferes. Il s'accompagne d'une récupération fonctionnelle (Harding et al., 1978, Delaleu
et Sicard, 1995, Genter et al., 1996). Cette propriété est bien entendu trés étudié¢e puisqu'elle
constitue un modele rare pour 1'étude de la régénération nerveuse chez le mammifére adulte.
Relativement a notre préoccupation, 1'encodage de l'odeur, cela pose la question du maintien
de la représentation de I'odeur!

1.3. Les cellules de soutien

Les cellules de soutien s'étendent de la lame basale jusqu'a la lumiere 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
déja 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 étre 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 1'on sache si elles représentent
des fonctions différentes. Il est méme 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 particuliere 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 caroténoides ou autres (Briggs et Duncan, 1961; Kurihara,
1967). Par leur activité sécrétoire, ces cellules participent a la constitution du mucus (Getchell
et al., 1984). Elles contribuent donc a 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 I'hypothése qu'elles puissent capter des odorants et les cataboliser.
Grace a des enzymes, appartenant par exemple aux systémes a cytochrome P-450, elles
contribueraient, a l'inactivation des stimulus olfactifs (Dalh et al., 1982, Zupko et al.; 1991,
Getchell et al., 1993).

Ainsi, on préte aux cellules de soutien un role trophique de I'épithélium olfactif, une
fonction d'isolant et une fonction sécrétoire, régulant [I’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 I'épithélium nasal ont été répertoriées et on
en a souligné¢ les variations phylogénétiques (Bojsen-Moller, 1964). Toutes participent
probablement a la constitution du mucus qui recouvre 1'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 a la fonction olfactive
bien que les preuves directes de leur implication manquent.

- Les glandes de Bowman, simples, tubulaires sont localisées sous I'épithélium olfactif,
entre les faisceaux d'axones des cellules neuroréceptrices, dans la lamina propria. Leurs
canaux sécrétoires traversent 1'épaisseur de I'épithélium sus-jacent et s'ouvrent a 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 mémes 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 a l'avant
de la cavité nasale. C'est, pour l'instant, 1a surtout qu'on localise des protéines solubles qui
présentent une forte affinité pour certains odorants, appartenant a la famille des lipocalines
(Olfactory-binding protein, OBP; Pelosi et al., 1982; Pevsner et al., 1986; Scalfari et al., 1997,
Pes et al., 1998, Lobel et al., 1998).

-Parmi les glandes qui contribueraient a la constitution du mucus, il faut probablement
ajouter encore, les glandes antérieures et postérieures du septum nasal; les glandes postérieures
nasales situées a la jonction entre 1'épithélium olfactif et I'épithélium respiratoire; les glandes du
sinus maxillaire dont on distingue deux groupes, l'un dorsal, l'autre ventral; les cellules
caliciformes de 1'épithélium respiratoire.

Selon Morgan et al., (1986), le mucus nasal contient 97% d'eau, 2 a 3% de
glycoprotéines mucoides, 0.3 a 0.5 % de lipides, 0.1 a 0.5% de protéines solubles. Ces
derniéres comprendraient 97% d'albumine et de 3% d'immunoglobulines.

Il existe des données relatives a 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 a 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
Mogzell, 1977) et distinctes de celles de 1'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 entrainent aussi le partage des odorants a la surface de la muqueuse
olfactive. Cette propriété constitue le fondement de la théorie chromatographique de '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).
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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 lumiére 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'aprés 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 I'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, l1'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'efficacit¢é 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 a 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) L

Des OBP ont été isolées chez plusieurs especes (Fig. 4) Ces petites protéines
assemblées en dimeres, présentent des spécificités de liaison variées et larges. On sait, par
exemple, que I'OBPI1 du rat est saturable par la 2-isobutyl-3-methoxy-pyrazine, alors que
I'OBP2 qui ne peut pas étre saturé par ce méme produit admet 'acide myristique comme ligand
privilégi¢ 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 (Ldbel et al.,
1998). Ces données laissent présager que de telles molécules jouent un rdle important dans la
discrimination olfactive, mais, hélas, lI'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 déja mentionné qu'on
a identifi¢ des systémes 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 (Bogdanfty et al., 1987). D'autres
systémes enzymatiques, impliqués dans le catabolisme de 1'acide cyanhydrique ont été trouvés
en concentration importante dans la muqueuse nasale (Dalh, 1989). La contribution réelle de
ces activités enzymatiques a l'inactivation de la réaction olfactive reste malheureusement
imprécise.

'Chez des bactéries, les génes 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 systémes 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 dimére 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 étre des sites de liaison de petites molécules lipophiles...
Entre les deux monomeéres existe une autre cavité qui pourrait aussi servir de site de fixation pour des ligands
semi-polaires ou chargés (D'aprés 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 contrdle beta-adrénergique de la sécrétion du mucus des
glandes olfactives a ¢ét¢ montré chez la salamandre (Getchell et Getchell, 1984a).
L'augmentation de la sécrétion provoquée par l'administration de substances catécho-
laminergiques entraine 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 a leur €limination par des réactions cataboliques. Il constitue certainement un
environnement adapté au fonctionnement des neurones récepteurs. Nous soulignons que, tout
compte fait, on connait 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 I'absence de
cette phase muqueuse dans les suspensions de cellules employées.

1.5. Les innervations extrinséques
Ces innervations nous intéressent a deux titres: D'abord parce qu'elles peuvent moduler

par divers processus la réactivité de la couche réceptrice du systéme olfactif. Parmi ces
processus, soulignons d'abord la sécrétion de mucus, déja 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 a la stimulation trigéminale, il faut méme compter les réflexes contractiles des narines
qui interdisent l'accés du stimulus a I'organe sensible! Mais, elle nous intéresse aussi, parce que
la perception olfactive est accompagnée, souvent, (indistinctement chez I'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 1'épithélium olfactif tandis que
d'autres limitent leur expansion a 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 a 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 a 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 controle de leur vasomotricité, moduler 'activité des neurones récepteurs
dont on connait la sensibilité a d'autres peptides; elle pourrait influer sur 'activité sécrétoire des
glandes innervées (Bouvet et al., 1987). Egalement associées a l'organe vomero-nasal, les
fibres 8 LHRH pourraient moduler 1'entrée d'informations olfactives plus spécifiquement liées a
la vie sexuelle.

On décrit des fibres a substance P qui s'étendent a la base de 1'épithélium olfactif, a
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
¢lectrique 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 a l'innervation des
vaisseaux sanguins et des glandes de Bowman dans la lamina propria. Comme nous l'avons
déja mentionné, une régulation catécholaminergique de l'activité sécrétoire des glandes de
Bowman a ét¢ démontrée (Getchell et Getchell, 1984)

Cette rapide énumération fait donc apparaitre que plusieurs modalités sensorielles
pourraient participer a la constitution de ce qu'on appelle la perception "olfactive" (Cain et
Murphy, 1980). De fait, la contribution de la voie trigéminée, a ¢ét¢ 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
méme chez les sujets privés de capacités olfactives: L'acuité du systéme trigéminal reste
cependant plus faible que celle du systeme olfactif (Mason et Silver, 1983; Doty et al.,1978;
Silver et al., 1988). Par ailleurs, Stone et al., (1968) ont montré I'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'é¢tudes comportementales qui ne distinguent pas toujours ces modalités. On retiendra
toutefois que, relativement a la voie olfactive, il faut des concentrations environ cent fois plus
¢levées 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 étre correctement

appréci¢ que si l'on a quelque idée des propriétés de sa cible, nous envisageons ici,
schématiquement, I'organisation du bulbe olfactif et ses liens avec 1'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 complete du bulbe
olfactif. Quand bien méme nous le voudrions, la littérature déja abondante qui lui est consacrée
ne suffit pas a lui donner un profil fonctionnel ou méme histologique achevé.
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Sommairement nous pouvons constater qu'il s'agit d'une structure stratifiée ou 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
¢lectrophysiologiques toujours plus détaillées.

C'est le bulbe olfactif des mammiferes qu'on choisit de décrire synthétiquement, la
description de celui des vertébrés inférieurs s'en déduisant par simplification, c'est-a-dire par
¢limination 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 a 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
cedent progressivement d'avant en arriere 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 ovoides 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 a panache, et d'interneurones d'autre part,
les cellules périglomérulaires.

Les glomérules contiennent enti¢rement 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
meéme 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, a 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 1'excitabilit¢ 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, I'une GABA-ergique I'autre
dopaminergique (Halasz et al., 1977, 1978; Mugnairi et al., 1984).

Les deutoneurones sont multiples.” 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 a l'intérieur d'un glomérule olfactif et une
arborisation dendritique secondaire qui s'étale tangentiellement et parfois trés largement (sur
plusieurs centimétres carrés chez le rat) dans la couche plexiforme externe ou ce prolongement
entre en contact, entre autre, avec les dendrites des cellules granulaires.

? Bien qu'eau moins 2 fois plus nombreuses que les cellules mitrales la fonction ou plutdt les fonctions
des cellules a 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 a panache dans la couche plexiforme externe rend leur approche plus délicate.
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La population de cellules a panache est elle-méme hétérogéne 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, particuliérement, les cellules a
panaches superficielles et des cellules a panaches profondes, certaines de ces dernieres 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 a panaches dans les
territoires extra-bulbaires. Par ailleurs, les cellules a panache participent a 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 a 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 a axones courts. Ces derniéres, par
exemple, rendent encore plus complexe le contrdle de l'entrée des deutoneurones: Activatrices,
elles recoivent des synapses axo-dendritiques de la part des cellules périglomérulaires, de
certaines cellules a panache ou d'autres cellules superficielles a 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 rdle 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 1'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 trés nombreux neurotransmetteurs et des
neuropeptides (Halasz et Shepherd, 1983) dont on continue a faire I'inventaire. Ajoutons que la
présence de fibres centrifuges provenant d'étages plus centraux du systéme nerveux compléte
ces possibilités d'intégration, modulant spécifiquement I'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 a 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 percues par les étages nerveux encore plus
centraux, innervés par les axones des cellules mitrales ou des cellules a 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 méme nombre de glomérules serait la source
d'information de 70 000 cellules mitrales et de 160 000 cellules a 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 régles de I'encodage de l'odeur est relative a la fagon dont s'organisent les
regroupements des fibres primaires qui innervent un glomérule donné (Graziadei et Monti-
Graziadei, 1986).

A T'échelle anatomique, chez les mammiféres ou chez les amphibiens, I'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 a converger vers des régions homothétiques
bulbaires. Selon 1'axe antéro-postérieur, la projection est beaucoup plus diffuse. Le détail de
l'organisation des projections est finalement complexe. On a montré que des 1ésions 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 1'échelle microscopique, on constate donc que chaque glomérule recoit 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
contigués de la muqueuse olfactive ont peu de chances de rejoindre des projections bulbaires
contigués. On constate donc aussi une divergence topographique des projections épithélio-
bulbaires qui impose 1'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 a découvrir, surimposées a la projection régionale, des
organisations d'une autre nature. D¢ja, 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 méme
groupe de chercheurs, apres une exploration électrophysiologique des sensibilités des cellules
des portions latérales et médianes du bulbe, ajoute qu'a de telles sous-populations pourraient
correspondre des sélectivités particulieres (Mori et al., 1990) Ces résultats ont ¢ét¢ confirmés
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récemment (Bozza et Kauer, 1998) et nous verrons ultérieurement que la connaissance des
récepteurs éclaire plus rigoureusement les régles 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
premicres étapes du traitement de 1'information olfactive.

Parce qu'elle a des implications fonctionnelles, la régle de convergence qui regroupe les
terminaisons de milliers de neurones récepteurs dans un méme glomérule est capitale: Seraient-
ce des fibres partageant les mémes propriétés intrins€ques 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'hypothése d'un regroupement au niveau d'un glomérule de fibres de méme sensibilité
est séduisante (Le Gros Clark, 1956). Cette hypothése a ét¢ défendue a la suite d'études
¢lectrophysiologiques 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 'homogénéité des réactions a l'intérieur d'un glomérule donné et
l'inégale réactivité des glomérules que s'appuie cette hypothése (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 parait pas un argument suffisant.
D'ailleurs, 1'observation fine de la répartition du marqueur d'activit¢é métabolique au sein d'un
glomérule a permis de la contester (Jourdan, 1984). L'hétérogénéité des réactions individuelles
des glomérules parait plus convaincante mais pourrait bien manifester d'autres organisations
fonctionnelles comme I'ont montré Buonviso et Chaput (1990).

Nous soulignons toutefois qu'un regroupement systématique des fibres primaires de
méme sensibilité n'est nullement indispensable a la préservation de la discrimination des
messages transmis par les deutoneurones. On constate d'ailleurs que les profils de sélectivité
des deutoneurones ressemblent a ceux des neurones récepteurs et qu'ils pourraient donc n'étre
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 étre transmis aux étages
supérieurs.

En effet, comme pour les neurones récepteurs, il est possible de connaitre la forme de
l'information transmise par les deutoneurones grace au recueil de leurs activités individuelles
par les ¢lectrodes d'enregistrement unitaire (Kauer, 1974; Scott, 1977; Chaput et al., 1985,
1987; Doving, 1987). Nos propres expériences a la périphérie du systéme olfactif de grenouille
se sont déroulées de concert avec celles d'André Duchamp qui, utilisant la méme espéce
animale et les méme stimuli que nous, a recueilli l'information a la sortie du bulbe olfactif
(Duchamp, 1982). Nous présenterons donc, dans la deuxiéme 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 a 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 systeme plutot qu'a 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 déja mentionnés mais aussi des protéines
comme I'OMP (olfactory marker protein) spécifique des neurones matures du tissu olfactif et
apparaissant aprés la formation de la synapse avec les deutoneurones (Farbman et Margolis,
1980).

Nos informations sur I'évolution de la sensibilit¢ des neurorécepteurs aux odorants au

cours de l'ontogénése 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 neurogénése qui suit la 1ésion expérimentale de la muqueuse ou du nerf
olfactif (Simmons et Getchell, 1981 Adamek et al., 1984; Masukawa et al.,1985).
Nous avons déja précisé qu'il a été établi, apres controverse (Shibuya, 1964) que la sensibilité
des neurorécepteurs aux stimuli olfactifs (jugée au travers de leur activité
¢lectrophysiologique) nécessite vraisemblablement que les cils olfactifs soient formés (Getchell
et al., 1980; Mair et al., 1982; Adamek et al., 1984).

Chez le rat a I'état de feetus ou de nouveau-né, Gesteland et ses collaborateurs
(Gesteland et al., 1982) ont enregistré extracellulairement l'activité électrique de neurones
olfactifs en réponse a une collection d'odeurs. Les enregistrements ont été réalisés sur des
préparations d'ages différents, s'échelonnant du 12iéme jour de vie embryonnaire jusqu'au
14iéme jour post-natal.

Les connections entre les fibres primaires et les deutoneurones s'établissent
vraisemblablement au cours du 18iéme jour de vie feetale (Farbman et Margolis, 1980). La
réponse locale de la muqueuse olfactive électro-olfactogramme n'est détectable qu'au 14iéme
jour de vie embryonnaire mais existe ainsi avant qu'une information ne puisse €tre transmise au
bulbe olfactif puisqu'il n'y a pas alors de connexion épithélio-bulbaire. Des potentiels de pointe
n'ont pu étre recueillis qu'a compter du 16ieme jour de vie embryonnaire. Les auteurs montrent
que la sélectivité des neurorécepteurs olfactifs croit brusquement au 19i¢éme jour de vie
embryonnaire, c'est-a-dire a partir du moment ou les premiers contacts entre les fibres
primaires et les deutoneurones du systeme olfactif sont établis. Cette étude suggére donc une
maturation fonctionnelle du neurorécepteur liée a 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 genése des cils olfactifs du rat, montrent un parallélisme
suggestif entre la maturation ultrastructurale des neurorécepteurs et 1'évolution des propriétés
¢lectrophysiologiques de la muqueuse olfactive. Au 14iéme jour de la vie embryonnaire, ils ne
distinguent a 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 décroit 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
apres 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 a celle rencontrées lors de la mise en place ontogénétique de
cet organe. En particulier, une organisation bulbaire préexiste. De plus, on n’a jamais observe,
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 méme, 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 a celle
observée chez le feetus 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 I'animal adulte pourraient étre des phénomenes différents.
Elles attirent notre attention sur le fait que des neurorécepteurs d'ages différents pourraient
manifester des sélectivités différentes.

2.2 Le renouvellement des neurorécepteurs olfactifs

C'est en constatant la récupération apres lésion du nerf olfactif que l'on prend
conscience de l'intérét de cette neurogénese. Les cellules qui ont capté la thymidine tritiée sont
distribuées de fagon hétérogene et composent une sorte de mosaique de marquages (Graziadei
et al., 1979) ce qui laisse penser qu'un petit groupe de cellules voisines sont simultanément
dans une méme phase de maturation. Ces résultats ont été confirmés et étendus grice a
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 a la filiation entre les cellules basales
profondes et les cellules basales globulaires, elle reste hypothétique.

Les caractéristiques quantitatives du renouvellement sont difficiles a cerner et
dépendent probablement des conditions d'élevage des animaux. La durée de vie moyenne des
neurones récepteurs chez la souris a été¢ estimée a 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 apreés une injection de thymidine tritiée. Ces derniers
auteurs consideérent que les cellules qui régénérent n'évoluent pas toutes jusqu'a l'état de
neurones récepteurs matures. Un faible nombre d'entre elles établiraient un contact synaptique
avec les cellules bulbaires et pourraient, des lors, persister longtemps en 1'absence de rhinites
ou autres agressions destructrices de I'épithélium récepteur.

Nous avons déja 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
facon 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 étre accompagnées de
mécanismes conservateurs des propriétés de sélectivité de l'ensemble des individus. Cette
proposition est un corollaire de la suivante: Les fibres qui régénerent forment de nouveaux
contacts synaptiques avec les deutoneurones. Ce phénomene, non géré, pourrait, a la longue,
entrainer une profonde modification de I'image bulbaire. Dans le cadre de I'hypothése d'un
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codage spatial, cela laisse penser que les nouvelles projections pourraient étre 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 régles d'organisation des projections épithélio-bulbaires permettent d'envisager
que c'est au niveau bulbaire, plus protégé, que se situe la "mémoire" du systéme (Wang et al,
1998).

Les mémes questions se posent lorsqu'on considére la production de novo de
neurorécepteurs qui suit les 1ésions 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, a un instant donné, la muqueuse
olfactive est constituée de neurorécepteurs en développement, matures, ou sénescents. Nous
avons signalé plus haut que I'hypothése qu'a différents ages 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, I'un ou
l'autre de ces ages. 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 ou certains neurones qui émettent des potentiels de pointe pourraient ne pas étre
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
¢lectrophysiologiques, chacun offrant la possibilit¢ d'étudier des propriétés fonctionnelles
différentes et ayant donc son utilit¢ particuliere 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 breéve de 1'épithélium
chimiosensible, on enregistre en surface de la muqueuse olfactive une réponse électrique
généralement monophasique et négative qui a ét¢ nommée ¢électro-olfactogramme (Ottoson,
1956). Cette réponse disparait a la suite d'une section des nerfs olfactifs et réapparait 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 1'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 'EOG est associé
a des déplacements ioniques, Na™ et K, et que Ca2t apparait 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
grossierement proportionnelle a la concentration du stimulus qui 1'évoque. Curieusement, on
s'est peu intéressé a la relation entre 1'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 a la
réponse EOG, varie en fonction des caractéristiques géométriques de 1'¢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 apparaitre une premicre 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).

Electro-olfactogrammes, soUuris.

stimulus

cyclohexXxanone
1,8-cinecle

1myf
para-cymeéne

Z2s

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 derniere hypothese appelle la pluralité des phénomenes englobés par
la réponse EOG et l'origine extra-nerveuse de la composante positive a €té étayée par le fait
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qu'apres section du nerf olfactif une réponse positive aux solvants subsiste (Takagi et al.,
1969).

- Les stimulations prolongées a 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 bréves 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 ét¢ difficiles a 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 a 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 I'ouverture de canaux transmembranaires.

L'ensemble de ces données a pu étre 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 plutdt de I'ordre de 3 a 6 gigaohms. Ainsi, en injectant un courant de
3 a 5 pA seulement, on peut évoquer un potentiel d'action (Trotier, 1986; Firestein et al.,
1987).

On a tres tot 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 controlant l'entrée de sodium: transitoires et résistants a la tétrodotoxine, sensibles au
cobalt mais probablement inhibés par l'application d'amiloride (Frings et Lindemann et al.,
1989).
- Ceux controlant les mouvements du calcium: entrants, et soutenus (Schild, 1989).
- Ceux contrdlant les courants potassiques sortants:

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

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

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

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

- Celui controlant un courant potassique entrant et rectifiant de 25 pS (Maue et Dionne, 1987);
- Ceux controlant 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 KT, ayant des temps d'ouverture d'une milliseconde et
plusieurs états de conductance a des intervalles de 35 pS, directement sensibles a des
concentrations nanomolaires de certains odorants (Labarca et al., 1988).

- Et celui primordial dans la réponse aux odeurs, sélectif des cations Na™ et Ca®" (Nakamura et
Gold, 1987).

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

Bien avant qu'on aboutisse a ces impressionnantes précisions, et grace principalement a
l'utilisation de microélectrodes métalliques extracellulaires, il a été possible de recueillir les
potentiels de pointe émis par des neurorécepteurs olfactifs soumis a la stimulation olfactive.
Parce qu'elle est plus propice que la méthode intracellulaire a 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 sensibilit¢ de ces cellules a 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 maniére sporadique des
potentiels de pointe d'une durée généralement supérieure a Sms. Cette activité apparait, en
moyenne, assez stable sur des périodes allant jusqu'a plus d'une heure. Chez la grenouille, a
13°C, l'activité moyenne de repos se situe entre zéro et une centaine de potentiels de pointe par
minute. La sensibilité a la stimulation olfactive apparait comme une augmentation transitoire du
rythme d'émission de potentiel de pointe (Fig. 7). Les réponses a 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 a 1'équithésine. Sicard, donnée originale.

Le nombre des potentiels émis a 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 a 13°C avoisinent 1200 P.A./min. Les
potentiels de pointe que nous avons enregistrés chez la souris sont a 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 a une loi de Poisson. Compte tenu d'une activité¢ de
repos non nulle et sporadique, cette caractéristique ne facilite pas 1'identification des réponses
au seuil. Ces réponses ne sont d'ailleurs, en principe, identifiables qu'a la suite de répétitions
des stimulations (Van Drongelen et al., 1978b). On peut donc considérer que I'utilisation de la
fréquence d'émission de potentiel de pointe comme critére de sensibilité conduit a une sous-
estimation du nombre de cellules sensibles a un stimulus donné. Le fait d'imposer des
stimulations de fortes intensités, ce qui vise a saturer les systémes récepteurs, était
cens¢ réduire l'importance relative de ce type d'erreur systématique.

24 Modifications expérimentales de la sensibilité de la périphérie du systéme 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 1'ethmoide peuvent étre
rompus. Il s'ensuit une perte de la fonction olfactive (Moran et al.,1985, Levin et al.,1985).
Comme nous l'avons déja dit, des lésions chirurgicales du nerf olfactif chez de nombreuses
especes 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 a 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 a 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 déja noté qu'a partir de ces dernieres, on
assiste, apres l'arrét du traitement, a une régénération de 1'épithélium olfactif (Fig. 8) et a 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 I'organe
récepteur du systéme olfactif au moyen de substances chimiques. Le sulfate de zinc est
communément utilisé pour réaliser une Iésion large de la muqueuse olfactive. Il semble qu'il
soit difficile d'atteindre la totalit¢ des territoires olfactifs par ces méthodes. (Meredith et
O'Connel, 1988). On a aussi utilis¢ des antimitotiques, des détergents, des réactifs des
protéines...

Une Iésion provoquée par application de ZnSO4 suivie d'une phase de régénération
puis d'une administration prolongée d'un antimitotique (hydroxyl-urée) permet d'obtenir, apres
arrét du traitement, une population de neurorécepteurs a évolution synchronisée (Lidow et al.,
1986). Parce qu'elle supprime les incertitudes relatives a la diversité des états de maturation
que nous avons déja mentionnée, cette procédure astucieuse a permis d'étudier, chez la
grenouille, I'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 tent¢ 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 manicre sélective la sensibilit¢ a un type d'odorant vis-a-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-benzoique ou de glycoprotéines comme la
concanavaline A. La variable olfactive mesurée était I'amplitude maximum de I'EOG.

L'atteinte de la sensibilité a toutes les substances odorantes provoquée par l'application
de Mersalyl sur la muqueuse olfactive est faiblement différentielle. Appliqué a 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, I'acétate de benzyle ou de linalyle,
nitrobenzeéne, la B-ionone (Menevse et al., 1978). Cependant, selon la méme équipe, aucun
effet protecteur différentiel de 1'acétate d'amyle, de la carvone ou du decanal appliqués a des
concentrations de 'ordre de 20uM n'a pu étre décelé (Shirley et al., 1983). Les auteurs ont
donc finalement conclu que le traitement de la muqueuse olfactive par le Mersalyl conduit a
des effets non directement li¢s a la spécificité des sites récepteurs.

La spécificité de l'effet inactivant de la concanavaline A, d'abord limitée aux acides
gras a chaine courte, n'a pas été confirmée (Shirley et al., 1983; 1987; Wood et al., 1983).

Signalons cependant un cas ou 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 a des
stimulations olfactives variées (Delaleu et al., 1983). La molécule photoactivable étant le
phényl-azide, l'altération des réponses aux composés a noyau aromatique comme l'anisole ou le
nitrobenzene était clairement plus importante que celle obtenue pour le cinéole ou pour le
camphre. Ce phénomene pouvait alors étre interprété comme le fait de blocage de multiples
sites avec lesquels interagit le phényl-azide photoactivé. Certains d'entre eux seraient
particulierement 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 a noyau aromatique.

2.4.3 Adaptation croisée

Des informations complémentaires des précédentes ont été apportées par les
expériences d'adaptation croisée. Il s'agit 1a d'une approche délicate mais particulierement
¢légante. Plusieurs protocoles ont été suivis. Tous consistent d'abord a délivrer des odorants
successivement dans un intervalle de temps limité a quelques secondes.

Ces stimulations olfactives ont été appliquées:

- aux sujets humains et on leur a demand¢ de préciser leurs sensations (Koster, 1971).

- a la muqueuse de salamandre, et on a recueilli la réponse unitaire des neurorécepteurs
olfactifs (Baylin et Moulton, 1979)

- a 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 premicre
stimulation altére, en général, tout ou partie de la réponse a la deuxieéme stimulation. Ceci est
vrai que la nature des deux stimulus successifs soit changée ou non (auto-adaptation dans ce



Figure 8: Destruction sélective de 1a muqueuse olfactive par une injection intrapéritonéale
de Dichlobenil chez la grenouille. A- Coupe histologique témoin de la muqueuse olfactive de
grenouille. B- Résultat de I’injection (50mg/kg) de dichlobenil (2,6 dichlorobenzonitrile): Qua-
tre jours apres 1’injection, on observe la destruction massive de 1’épithélium olfactif. On note
que les glandes de Bowman son transformées. L’atteinte est exclusivement localisée a la mu-
queuse olfactive. C- Une injection préalable de métyrapone suprime ’effet destructeur du
dichlobenil, ce qui démontre la participation d’un systéme cytochrome P450 dans cette toxicité
sélective. D- Aprés une récupération de quatre vingt dix jours, la muqueuse olfactive retrouve
son aspect original et nous avons avons montré qu’elle réagissait normalement a la stimulation
chimique. GB: Glandes de Bowman, M: Mélanine. Barre: 60um. D’apres Delaleu et Sicard,
1995.
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cas). Koster comme Baylin remarquent que l'adaptation est rarement symétrique, c'est a dire
que le stimulus qui altére la réponse a 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 a la
sensibilité différente des méthodes, mises en oeuvre a des niveaux différents, pour recueillir les
réponses du systeéme 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, I'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 méme mélange évoque chez le rat. Les auteurs
remarquent que les résultats sont cohérents avec l'idée que les especes moléculaires du
mélange entrent en compétition pour les mémes sites récepteurs.

2.5. Variations régionales de la sensibilité de la muqueuse olfactive

De facon répétée et chez différentes especes, a l'aide d'enregistrement de I'EOG, on a
montré I'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 dEOG évoqués par de multiples
substances odorantes a celle correspondant a 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 Doving, 1977; Mackay-Sim et al., 1982; Edwards et al.,
1988). Ainsi, en utilisant des séries de stimulus, on a réussi a évaluer leur similitude d'action
sur la muqueuse (Daval et al., 1970). Par exemple, on a remarqué que le nitrobenzene et le
benzaldéhyde, deux produits sentant l'amande amere, évoquent des réponses dont les
amplitudes varient parallelement sur toute I'étendue de la muqueuse olfactive. Ces
observations donnaient une base expérimentale a 1'hypothése d'un code spatial de I'odeur et
ont été confirmées et détaillées récemment (Ezeh et al., 1995). Elles sont renforcées par les
données biochimiques obtenues a 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 hypothése, Moulton (1976) indiqua que des odorants différents
pouvaient recruter les réponses de régions distinctes de la muqueuse olfactive sous l'effet de 2
phénomenes: S'appuyant sur I'adsorption différentielle des substances odorantes par le mucus,
le premier conduit a une mise en forme imposée du message périphérique. Selon le deuxiéme
processus, la mise en forme serait inhérente aux particularités de la distribution de
neurorécepteurs de méme sensibilité¢ sur I'é¢tendue de la muqueuse olfactive. L'utilisation de
sources d'odeur quasi ponctuelles a confirmé que la deuxiéme hypothese pouvait a 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'a 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 a I'échelle unitaire.

L'évaluation de la pertinence de cette régionalisation reste a faire. Elle demanderait
d'estimer l'effet de Iésions 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 manicre de
l'envisager. Dans chaque cas, nous serions bien heureux de découvrir qu'aux catégories de
neurorécepteurs décrites correspondent des propriétés de sélectivité particulieres. Il semble
que ce soit parfois le cas.

2.6.1. Hétérogénéité morphologique

Comme je I'ai déja 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 especes. (Reese et Brightman; 1970, Holl, 1973; Theisen
et al., 1980; Thommesen, 1982; Reese, 1965; Graziadei, 1973; Simmons et Getchell, 1981;
Jourdan, 1975; Rowley et 211.,1989).1

On a émis l'hypothése qu'a cette distinction de forme correspondent des sensibilités
chimiques différentes.

Chez les Salmonidés ou les types morphologiques sont distribués distinctement,
Thommesen (1982) a montré leurs différences de sensibilités vis-a-vis de certains stimulus
odorants. Les neurorécepteurs a microvillosités sont apparus particulierement sensibles aux
acides aminés, solubles dans I'eau. Compte tenu de leurs propriétés solvatantes différentes, le
milieu aérien et le milieu aqueux ne véhiculent pas identiquement les mémes messagers
olfactifs. Il est donc tentant de penser que les catégories morphologiques différentes
pourraient correspondre a des solutions adaptatives (Vinnikov, 1982; Weiss et Altner, 1984)
répondant a 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 a microvillosités
chez les mammiferes.

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 antigénes
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.

' On notera que les cellules a microvillosités de la muqueuse olfactive ont regu des descriptions variées, et
qu'elles représentent plusieurs classes de cellules. Il persiste une certaine confusion. Dans tous les cas, leurs
roles 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 a
microvillosités sans prolongement axonal tardent a se mettre en place lors de la régénération suivant la 1ésion
de la muqueuse olfactive., et I'é¢tude de la récupération fonctionnelle n'a pas montré de déficit spécifiquement
imputable a ce type cellulaire (Miller et al., 1995).
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D'autres fois, on a écrit que ces distinctions immunohistochimiques pouvaient étre interprétées
soit comme significatives d'un état de maturité, soit comme jouant un role dans I'établissement
des connections avec le deutoneurone au cours de 1'ontogénéese du systéme olfactif (Astic et al,
1989). Mori a indiqué que les cellules appartenant a des territoires bulbaires correspondant a
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 a 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 méme temps qu'on
observe cette spécificit¢ immunologique intrinséque, on découvre d'autres variations
caractéristiques, comme par exemple un faible niveau d'expression de '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 grace a des lectines, interagissant avec des glycanes, que d'autres auteurs
(Hempstead et Morgan, 1983; Key et Giorgi, 1986; 1990; Barber, 1989) montrent 1'existence
de plusieurs classes de neurorécepteurs. Ici encore, on peut parfois relier cette sélectivité aux
¢tats 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 journalieres
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 a 1'état de maturité¢ des
neurorécepteurs. Seuls ceux connectés au bulbe olfactif lui apparurent marqués, et donc des
cellules trés certainement capables de transmettre une information et activables par la
stimulation olfactive. Pour ma part, j'ai pu observer, aprés que des prélévements d’épithélium
aient été incubés dans une solution saline (Ringer) en présence de Jaune Procion (Mx4R, 1%),
sous un air non contrdlé, pendant cing a quinze minutes, qu'une fraction des neurorécepteurs
olfactifs captent le colorant fluorescent. Dans ces conditions, la sélectivit¢ 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
I'abondance du marquage serait sous la dépendance d'une activit¢é 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 a une longueur d'onde particuliere sont sélectivement marqués
lorsque I’ceil de la mouche a été irradi¢ par la longueur d'onde en question. Au contraire, en
l'absence d'éclairement, ces mémes 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 étre
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 apreés incubation dans une solution de
Ringer, en présence de Jaune Procion (1%), d'un prélévement tissulaire chez la grenouille. Remarquez le
faible pourcentage de neurorécepteurs marqués. Sicard, donnée originale.

2.6.2.4. Des neurones olfactifs sensibles au CO,?

L'anhydrase carbonique correspond une famille d'enzymes qui catalyse I'hydratation du
dioxyde de carbone. Il a ét¢ montré que certains neurones de 1'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 €lectrophysiologique lente de la muqueuse au gaz carbonique était
déprimée par l'application locale d'un inhibiteur de I'enzyme, alors que la réponse EOG aux
mémes sites a un odorant, l'acétate d'isoamyle, ne 1'était pas (Coates et al., 1990). En fait des
cellules présentant la méme activité enzymatique sont aussi rencontrées dans I'épithélium
respiratoire, si bien qu'on ne sait pas si les neurones sensibles aux CO2 de 1’épithélium olfactif
doivent étre 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 1'é¢tude l'olfaction, un bon
nombre de constats physiologiques ont trouvé une explication a 1'échelle moléculaire. Nous
proposons ici un bilan de ces données nouvelles, vision instantanée du mécanisme de
transduction sensoriel olfactif dont nous devons étre 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-
mémes. 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 a sept domaines transmembranaires,
ayant toutes les caractéristiques requises pour jouer le role 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 sifu, environ une cellule sur mille est
marquée. Cette grande diversité de séquences génomiques codant pour des protéines jouant un
méme role est exceptionnelle. L'existence de zones hypervariables dans les domaines
transmembranaires 4 et 5, illustre I'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 a la surface
de la cellule (Singer et al., 1995ab).

Par la suite, plusieurs groupes ont recherché ce type de récepteurs chez plusieurs
especes (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 I'Homme (Selbie et al., 1992), et, ils ont ainsi
augmenté le nombre des séquences protéiques connues appartenant a cette méme famille. Cette
multiplication corrobore 1'idée d'une grande variété des récepteurs mais, surtout, elle a fini par
montrer que 1'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 étre bien moins nombreuse (Ngai et al., 1993) que ceux des
vertébrés aériens étudiés a été identifiée. Remarquons au passage que ces variations soulignent
I'adaptation ¢écologique, de ces équipements en récepteurs: Le monde des molécules
odorantes en milieu aqueux, molécules solubles, différe de celui qui caractérise I'environnement
aérien ou les molécules organiques lipophiles foisonnent.

Plus récemment encore, une sous-famille de geénes orthologues codant pour des
récepteurs olfactifs présentant a la fois des caractéristiques structurales particulieres (dont une
¢longation de la 3iéme boucle extracellulaire et une abondance de résidus aminés chargés
dans des positions conservées), une relative proximité des geénes qui les codent, et simul-
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Figure 10: L’arbre phylogénétique de la super-famille des récepteurs olfactifs. Les
récepteurs des poissons appartiennent a une famille (pourcentage d’homologie supérieur
a40%) divisible en deux sous-familles (pourcentage d’homologie supérieur a 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 I’ensemble des séquences connues
de mammifére ou de I’appareil olfactif aérien du Xénope, qui permettent de reconnaitre
7 familles et 13 sous-familles. RR, rat, MR, souris, XR, xénope, FR, poisson, HR, homme.
(d’apres 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 a 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 controle de leur expression n'est
pas encore bien appréhendé. Dans le génome humain, on découvre beaucoup de pseudo-genes
de récepteurs olfactifs, c'est-a-dire des génes qui ne peuvent pas, ou plus (et traduisant alors
une régression du sens olfactif), &tre exprimés (Rouquier et al., 1998, Trask et al., 1998).

Il faut aussi souligner qu'en fait on trouve des récepteurs appartenant a cette super-
famille aussi dans d'autres systémes: Il n'est pas trés surprenant de les rencontrer dans le
systeme gustatif (Abe et al., 1993) mais on les trouve passagérement 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 spermatozoides
matures (Vanderhaeghen et al, 1993, 1997) débouche sur une hypothése révolutionnaire, qui
permet d'envisager une rencontre entre le spermatozoide et I'ovocyte qui ne tiendrait pas au
seul hasard. En tout cas, ces récepteurs pourraient supporter une chimiotaxie des
spermatozoides 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 geénes codant pour les récepteurs olfactifs comme traceurs phylogénétiques
dans le génome, reste a faire (mais voir toutefois Zhou et al., 1997).

3.1.2. La question de la spécificité

Ces récepteurs a sept domaines transmembranaires n'ont pas d'activité enzymatique
connue, ils peuvent étre considérés comme "catalyseur" des protéines G lorsqu'ils sont activés
par leurs ligands. Restée assez longtemps hypothétique, 1'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 ét¢ menées.
Moyennant la mise en oeuvre d'un vecteur infectant, ces cellules hotes peuvent intégrer a leur
génome un équipement génétique extrinseque comprenant le géne codant pour un récepteur
étranger.

Seuls, Raming et al., (1993), ont publi¢ la pleine réussite de l'expression d'un gene
codant pour un récepteur, ORS, dans une cellule d'eukaryote, Sf9. Selon eux, les cellules
témoins ne manifestaient aucune réaction a 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 a 5 mélanges d'odorants sur les 13 testés.
Malheureusement, il semble bien que cette méme équipe éprouve quelques difficultés a
reproduire un tel résultat. Une autre équipe confirma que la méthode se révele impraticable
pour tester de nombreux récepteurs (Gat et al., 1994, Nekrasova et al., 1996).

Le méme groupe, associ¢ a Prestwich (Kiefer et al., 1996), a tenté une expression du
méme récepteur, ORS, dans un autre mode¢le cellulaire, Escherichia coli, qui avait si bien réussi
a d'autres étudiant des récepteurs appartenant a d'autres sous-familles (Marullo et al., 1992,
Grisshammer et al.,, 1995). Seule une protéine réceptrice dont la premiere boucle
extracellulaire a ét¢ transformée pour faciliter I'intégration de la protéine a 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 a sa mise en place. Ici,
on voit la distribution de quatre récepteurs distincts,
OR14,0R18,0R124 et celle réduite de OR37. D'aprés
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 a 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
a deux cornets distincts sont marqués, ce qui
laisse supposer un contrdle de la distribution des
récepteurs. Par contre, a l'intérieur de chaque
zone, la distribution parait aléatoire. D'apres
Strotmann et al., 1994.
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étre exprimée. Le marquage de la protéine produite, a I'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 340uM, ce qui apparait faible relativement aux
valeurs rencontrées pour d'autres systémes ligands -récepteurs. Le lyral, molécule partageant
les propriétés stimulantes du lilial, donne une valeur voisine (KD=42uM), alors que le citralva
ou l'¢thylvaniline, n'activant pas ORS5 dans le modéle cellulaire sf9 ne se lient pratiquement pas
aux récepteur (KD>10" pM).

Mais, quoiqu'il en soit, la meilleure preuve de l'implication de tels récepteurs dans la
réaction olfactive, vient d'étre apportée (Zhao et al., 1998). Cette fois-ci, il a suffit de créer un
vecteur viral comportant un géne de récepteur et un marqueur protéique sous contréle 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
entraine 1'augmentation de la réponse globale, EOG, de la muqueuse olfactive a 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), aprés leur mises en suspension, peuvent étre
individuellement testées grace a un enregistrement cellule entiére au moyen d'électrodes de
patch clamp. Toutes les cellules marquées et porteuses du récepteur répondaient au méme
odorant qui évoquait une réponse EOG amplifiée chez les animaux infectés. Ainsi, de cette
étude, on retire I'impression qu'un récepteur donné peut-étre tres sélectif.

Une autre source d'information a été apportée par l'étude, élégante, de Ia
chimiosensibilit¢ du nématode, Caenorhabditis elegans. On tire avantage de I'é¢tude de cet
animal grace, d'une part, au petit nombre de neurones que compte leur systeme nerveux (302
chez I'hermaphrodite!) qui sont repérés, anatomiquement et selon leur fonction, avec
commodité, et, d'autre part, a la facilit¢ d'observation de leurs comportements chimiquement
orientés. Chez cet invertébré, on a découvert plusieurs genes (entre 200 et 400) codant
hypothétiquement pour des récepteurs a 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 aprés la destruction, un a un, des neurones en question et les
variations d'orientation comportementale vis a vis de stimuli gazeux qu'elle entrainait. Ainsi on
a constaté que les neurones AWA sont sensibles au diacetyl, a la pyrazine, aux thiazoles tandis
que les neurones AWC détectent le benzaldéhyde, la butanone, I'alcool d'iso-amyle et des
thiazoles (Bargmann et al., 1993). Les résultats de tests d'adaptation comparatifs chez des
mutants, sont compatibles avec I'hypothése de la multiplicité des mécanismes de transduction
(y compris des récepteurs) sur un méme neurone (Colbert et Bargmann, 1995): Méme en
présence d'une concentration auto-adaptante d'un odorant (benzaldéhyde), un méme neurone
continue a répondre a 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 a d'autres stimuli. Par exemple, la sensibilité au diacetyl des neurones AWA,
apportée par le gene ODR-10, disparait aprés mutation de ce gene alors que la sensibilité des
mémes neurones a la pyrazine persiste (Sengupta et al., 1996 ). De ces études, on retient ainsi
qu'un méme neurone chimiosensible de cet invertébré porte plusieurs récepteurs de spécificités
différentes, ces récepteurs appartenant a la super-famille des récepteurs aux odeurs trouvés
d'abord chez les vertébrés. Les auteurs avancent également I'hypothése que ces associations de
récepteurs différents sur un méme neurone sensoriel pourraient permettre 1'identification d'une
source odorante complexe par le neurone lui-méme (Troemel et al., 1995).
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3.1.3. Aspects distributionnels

C'est a deux niveaux d'organisation que nous nous intéressons ci-dessous. D'une part,
en regard d'une chimiotopie périphérique déja caractérisée plus haut, on trouve une distribution
organisée des récepteurs dans I'épithélium olfactif. D'autre part, les neurones porteurs d'un
méme récepteur convergent vers les mémes 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 I'hétérogénéité spatiale de la sensibilité de la muqueuse olfactive
a été découverte assez tot (Costanzo et Mozell, 1976, Mustaparta, 1971, Mackay-Sim et al.,
1982, Edwards et al., 1988). Une chimiotopie n'existe pas chez toutes les especes mais
lorsqu'on la trouve, elle semble bien reproductible d'un animal a l'autre (Mackay-Sim et al.,
1982).

Apres 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,
I'épithélium est divisé en 4 zones, un récepteur ne pouvant étre localisé¢ que dans 1'une d'entre
elles (Nef et al., 1992, Strottmann et al., 1992, Ressler et al., 1993). Le plus souvent,
la distribution a l'intérieur de ces aires ne parait pas fixée, les neurones récepteurs portant des
récepteurs identiques n'ayant pas tendance a se regrouper. Au contraire, certaines distributions
focales de certains récepteurs (Kubick et al., 1997, Strotmann et al., 1996) suggérent un
controle de la transcription de ces récepteurs.

On notera qu'une telle ségrégation n'a pas été trouvée jusqu'ici chez d'autres especes, 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 entrainées par l'identification des génes 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 1'organisation fonctionnelle. En
effet, il démontre, chez quelques espeéces de rongeurs, l'existence d'une convergence tres
forte, voire sur un seul glomérule, des axones des neurones porteurs d'un méme 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 méme sensibilité (Shepherd, 1985). Bien sir, cette nouvelle ne
résout pas les questions liées au concept de codage spatial de I'odeur, mais elle fixe un cadre
pour inscrire des données d'ordre fonctionnelles.

L'une des expériences captivantes, a consisté a marquer les projections bulbaires des
neurones porteurs d'un récepteur, P,, au moyen d'un geéne reporter (lac-Z) chez des souris
transgéniques et a comparer la projection des cellules exprimant le récepteur P, 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 a 4 mois de
récupération chez les sujets 1€sés, on observe que les fibres qui ont repoussé et qui sont
marquées se sont dirigées dans un méme 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 , a 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 a gauche (D'apres Ressler et al., 1994).

plus de glomérules, par une convergence moins stricte (Costanzo, 1997).
3.1.4 Régulation de I'expression des génes récepteurs

Un autre chapitre reste aujourd'hui a écrire concernant la régulation de I'expression des
genes 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 parait assez clair que l'expression des
récepteurs aux odeurs entre le 12iéme et le 14iéme jour dans les neurones récepteurs olfactifs
précede la mise en place de leurs synapses sur leur cibles bulbaires, intervenant au 18iéme 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 méme, leur mode de distribution
zonale, reproductible d'un individu a l'autre, apparait avant que ne s'établissent les contacts
synaptiques glomérulaires et indépendant de 1'existence méme 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 la aussi, on commence a entrevoir les premiers
systtmes de régulation sous la forme de protéines spécifiques associées aux membranes
intracellulaires des neurones olfactifs (Dwyer et al.,1998). Mais 1a les données sont encore trop
éparses pour qu'un réel bilan puisse €tre proposé. Ce que l'on peut prévoir c'est, qu'au moins
pour les especes ou une distribution spatiale organisée est prouvée, et compte tenu de sa
permanence chez les individus d'une méme espece, c'est que de telles reégles existent!
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Celles qui nous intéressent le plus ici, c'est a 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 maniere plus générale, la
possibilité de transfection de genes, c'est a dire la possibilité de suivre 1'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 identifi¢ de multiples types de protéines G, toutes n'ayant pas les mémes
structures mais fixant toutes le GTP. La famille de celles qui nous intéressent ici est constituée
d'hétérotrimeres composés de 3 sous-unités:

- a, dont il existe des formes variées, ¢lément 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 7, hydrophobes, toutes assez semblables.

Elles sont présentes a la face intracellulaire de la membrane plasmique et la formation
du trimére par association de la sous-unit¢ Go et du dimere GPy dépend de I'état des
récepteurs (R). En I'absence de récepteur activé, le trimere 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 controle des Ga et/ou des GPy. Les effecteurs de Ga et de
GBy peuvent étre identiques ou différents (Bockaert et Pin , 1998). Parmi ceux-ci on trouve
des adénylyl cyclases ou des phospholipases, responsables de la synthése des seconds
messagers, signaux intracellulaires commandant 1'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 a 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 G (activatrices), et G; (inhibitrices), et de nombreux sous-
types selon leurs structures primaires (Fig. 15). G, est principalement localisée dans le tissus
nerveux central, et les tissus neuroendocriniens. G;; est localisée dans le tissu nerveux central,
mais aussi dans la rate et les poumons tandis que Gy, et les ARNm de Gjo sont présents dans
tous les tissus testés. Les ARNm de Gjzo sont plutdt exprimés dans les tissus périphériques
mais les protéines Gj;a sont rares dans le cerveau, sauf dans des neurones contenant de la
cholecystokinine. Les sous-unités G, et Gj;a se distribuent de fagon voisine dans le tissus
nerveux central. La distribution de Gj,a n'est pas connue.

On a rapporté la présence de Gsa,, Gia et G,a aussi bien dans I'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 Go trouvées
antérieurement dans le systéme olfactif périphérique (Jones et al., 1988), G;;a et Gjza ne sont
pas présentes dans ces structures. Gjo est présente dans la portion apicale de quelques
neurones récepteurs isolés. On trouve également dans la ciliature olfactive le complexe By. La
protéine G,a n'est, elle, pas localisée dans les cils olfactifs, donc pas directement impliquée
dans la transduction sensorielle. On a découvert une forme spécifique de G, G 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 Gy qu'on trouve dans les cils olfactifs (Menco et al., 1992,
1994). Effectivement, on a montré chez des souris génétiquement manipulées que 1'absence de
Goir s'accompagne d'une anosmie (Belluscio et al., 1998).

Hypothétiquement, les cellules dont les cils sont immunoréactifs a l'anticorps dirigé
contre Gjpa, pourraient correspondre a des neurones récepteurs codant pour les odorants
n'évoquant pas la voie de transduction AMPc. Selon cette conception, les protéines G
contribueraient a la discrimination des odorants. Ajoutons enfin, que dans les terminaisons
glomérulaires, on trouve a la fois la sous-unité¢ G,a et le complexe Gfy.

3.2.2. Voie de I'adénosine monophosphate cyclique, AMPc

L'importance de ' AMP cyclique dans la transduction sensorielle olfactive a été découverte par
une approche électrophysiologique dés 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 1'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 'ajout du stimulus. Cette durée est inférieure, donc compatible, avec la
latence (comprise entre a 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 a l'activité de la protéine kinase A (Boekhoff et al., 1992), de la kinase du
récepteur P—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 suggére la
participation d'une protéine Gs activatrice d'une cyclase (Pace et al., 1986, Sklar et al., 1986).
L'atténuation de cette réponse est trés 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 a l'odorant (Boekhoff et al., 1990). On a finalement isol¢ une nouvelle adénylyl
cyclase, type III, a partir des cils olfactifs de rat (Bakalyar et Reed, 1990).

Grace a la méthode patch clamp sur cil olfactif, l'action directe de 'AMPc sur une
conductance cationique ciliaire, peu spécifique, a ét¢ confirmée (Nakamura et Gold, 1987). La
dépolarisation consécutive a la stimulation chimique est d'abord liée a 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 1'influx de calcium (Kleene et al, 1991, 1993), expliquant
40% chez le poisson a 85% chez le rat du potentiel de récepteur (Kurahashi and Yau, 1993,
Lowe et Gold, 1993).

Cependant, tres vite, I'é¢tude 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 étre envisagée.

3.2.3. Le canal ionique controlé par le second messager nucléotidique
11 existe une famille de canaux ioniques sensibles aux seconds messagers nucléotidiques,

c'est a 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 systeme olfactif (EI-Husseini et al., 1995;



Figure 14: Schéma du mécanisme d’activation de la production d’un second messager par ’intermédiaire
d’une protéine G sous la dépendance d’un signal extracellulaire pour un récepteur transmembranaire. En
’absence de récepleur actif, le complexe GaPy est inactif. La réception d’un signal extracellulaire par le récepteur
active la cascade de transduction: La sous-unité Ga, porteuse d’un site guanyl-nucléotidique, est phosphorylée et
porte dés lors un GTP; consécutivement, elle se dissocie du complexe By et active a son tour 1’enzyme adénylate
cyclase AC qui catalyse la transformation d’ATP en AMPc, c’est a dire produit le second messager. La protéine Go a
une activité GTPasique. La consommation du GTP désactive la protéine Ga.. Le systéme est amplifiant (c’est a dire
qu’une molécule signal conduit a de multiple molécules de second messagers, signaux intracellulaires), entre autre,
parce qu’un récepteur reste activé pendant une durée suffisante pour interagir avec plusieurs protéines G.
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Bradley et al., 1997), a été trouvé en forte densité associé¢ a la membrane des cils olfactifs
(Kurahashi et Kaneko, 1991).

Le canal olfactif controlé par nucléotide cyclique, est de la méme famille que celui
trouvé dans les cellules photoréceptrices et contrdlé par GMPc (57% d'homologie) (Ludwig et
al., 1990; Kaupp, 1991). Ces canaux sont trouvés a une densité de 205 a 2400 unités/um” dans
la membrane des cils olfactifs, et seulement & raison de 0,2-25 unités/um” 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 a la stimulation chimique via son activation par 'AMPc
(Nakamura et Gold, 1987; Kurahashi, 1989; Firestein et al., 1991; Frings et al., 1992). Ce type
de canal est constitué¢ d'hétéro-oligomeres dont six régions traversent la membrane plasmique
(Dhallan et al., 1990; Chen et al., 1993; Bradley et al., 1994; Liman et Buck, 1994; K&rschen
et al., 1995; Liu et al., 1996). L'implication de ce canal dans la réaction olfactive est telle que
I'¢limination de son expression par le génie génétique entraine une anosmie générale chez des
souris au génome altéré (Brunet et al., 1996).

Les sous-unités de ces canaux ont été clonées chez plusieurs especes et présentent une
forte homologie et un méme 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-&tre des protéines régulatrices des protéines G
récemment identifiées dans d'autres systemes (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 a vis de l'influence du second messager nucléotidique (Miiller et al., 1998). Cette
phosphorylation pourrait étre catalysée par 1'une des trois isoformes (0,y,A) de phosphokinases
C identifiées dans les cils olfactifs et les vésicules olfactives du rat. Ce canal olfactif contrdlé
par nucléotide cyclique, est de la méme famille que celui trouvé dans les cellules
photoréceptrices, et controlé par GMPc (57% d'homologie). La régulation qu'exerce le calcium
sur son activité ne s'applique pas directement au canal lui-méme. Cette particularité n'empéche
é¢videment 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 a 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 1'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 I'AMPc par la cascade de transduction.

3.2.3. La voie de I'inositol triphosphate

Des arguments assurant I'implication de voies alternatives ont déja été produits. Un
systeme reposant sur un autre second messager, l'inositol triphosphate (IP3) a été mis en
¢vidence, 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.



Sommaire 43

L'hypothése d'une autre voie, y compris chez le mammifére, 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 trés probablement une protéine G,, alors que G y est
insensible.

Chez le poisson, I'augmentation d'IP3 est stimulée par des stimulus composés d'acides
aminés (Huque et Bruch, 1986). On a confirmé ensuite que 1'IP3 avait le pouvoir d'ouvrir des
conductances cationiques peu spécifiques chez le poisson chat (Restrepo et al., 1990) On a
ensuite montré '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 méme 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 a partir des phospholipides membranaires est
assurée par le GTP ou son analogue structural, le GTPys. L'implication de la phospholipase C
dans la réponse olfactive chez le poisson regoit également une confirmation puisque son
inhibiteur, la néomycine (50uM), atténue 1'¢lectro-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 1'hypothese d'une interaction entre les voies
de transduction est bien fondée (Anholt et Rivers, 1990). La présence de sites récepteurs
membranaires de 1'IP3 dans la membrane des cils olfactifs du rat a ét¢ démontrée (Cunnighamm
et al., 1993). Malgré quelques tentatives infructueuses enregistrées lors des premiéres 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
grace au Fura-2 est localisée a la vésicule et aux cils olfactifs.

L'inhibition de la protéine kinase C par la sphingosine, amortit la relaxation de cet effet,
ce qui suggere que le récepteur a l'origine de la réaction pourrait étre désactivé par une
phosphorylation (Boekhoff et al., 1990).

Ces données restent cependant incomplétes: La cible ou les cibles de I'IP3 engagées
dans la transduction olfactive ne sont toujours pas clairement identifiées. Par ailleurs,
I'hypothése d'une interaction entre les deux voies de transduction chez les vertébrés reste
ouverte (Rawson et Restrepo, 1994).

3.2.5. Autres systémes transducteurs potentiels

Bien entendu, dans la membrane des cellules réceptrices olfactives, on s'attend a
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 systéme de
transduction du signal command¢ 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 systéme nous concerne peu ici. Mais on a aussi détecté, par exemple, une guadynyl cyclase
membranaire, spécifique de I'épithélium olfactif et réservée a une sous-population de neurone
récepteurs olfactifs et dont la dispersion rappelle celle des récepteurs olfactifs découvert par
Buck et Axel (Fiille et al., 1995). Leur ressemblance structurale avec le récepteur du peptide
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Figure 15: Les diverses protéines G, leurs fonctions et leurs effecteurs. Les Ga peuvent étre réparties selon
leurs séquences en 4 classes. Toutes n’ont pas la méme réactivité vis a vis des toxines (Choléra=CTX, Bordetella
pertusis, PTX). SH-ptP1: Une protéine tyrosine phosphatase préférentiellement exprimée dans les cellules héma-
topoiétiques. Ras-GRF: Une protéine d’échange GDP/GTP de la petite protéine G Ras. D’aprés Boeckart et Pin,
1998.
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natriurétique suggere qu'ils pourraient représenter une alternative aux systémes transducteurs
sensoriels que 1'on a envisagés jusqu'ici. Ces récepteurs pourraient étre l'une des cibles du
cGMP produit lors de la réponse olfactive et dont on a montré la capacité a 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).

Clest, par ailleurs en examinant le role du ¢cGMP que la participation dans les
phénomenes 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 I'absence de la NO synthase neuronale dans 1'épithélium
olfactif (Dellacorte et al., 1995, Zhao et al., 1994). Par contre, on constate l'implication du CO
dans le mécanisme d'adaptation a long terme médié aussi par le cGMP (Leinders-Zufall et al.,
1996, Zufall et Leinders-Zufall, 1997). Ces deux messagers pourraient jouer un rdle lors de la
mise en place du systéme.

Concernant les mécanismes de réception/transduction, nous mentionnerons encore une
autre hypotheése, 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 role dans la transduction sensorielle. La participation
de telles interactions moins spécifiques que celles qui mettent en jeu une interaction avec une
protéine réceptrice dédice, est difficile a 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-étre envisager que des mécanismes particuliers soient mis en oeuvre
pour éviter le bruit sensoriel que de tels phénomenes 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 IPs, a pour conséquence une élévation de concentration calcique dans le cytosol ciliaire.
Ainsi, on doit admettre que le calcium constitue un 3™ messager! L'activation de la voie
AMPc, comme de la voie IP;, entraine 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, méme 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
I'amplitude de la dépolarisation consécutive a 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 a
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 contrdle de 'AMPc, impliqués donc dans la
gestion des processus d'adaptation (Kurahashi et Shibuya, 1990). De plus, ils participent aussi
a 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 phénomeénes d'adaptation périphérique. On observe
que le potentiel de récepteur décroit exponentiellement aprés un créneau de stimulation
(odorante) de 50 ms. Il continue a décroitre méme si 1'on applique continiiment le stimulus.
Cette désensibilisation a lieu en présence de Ca”" dans le milieu. Ce phénoméne est clairement
contrdlé par des ions calciques qui modifient la probabilit¢ d'ouverture des canaux controlés
par 'AMPc. Elle est divisée par environ 100 lorsque la membrane est baignée par une solution
intracellulaire contenant 3uM de Ca*" (Zuffall et al., 1991). Ce n'est ni I'amplitude du courant
¢lémentaire s'écoulant au travers des canaux ioniques, ni leur durée d'ouverture qui sont
modifiées mais seulement la fréquence de leurs ouvertures qui croit. En fait, la concentration
calcique intracellulaire agit sur l'affinit¢ du canal pour I'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 premiere partie

Cette rapide introduction bibliographique nous a permis de rappeler certaines des
données neurobiologiques qui caractérisent la physiologie et I'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 espéces. 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, suggere qu'il puisse contenir des
récepteurs fortement sélectionnés, dont certains a haute spécificité pour, probablement,
reconnaitre certains signaux a de trés 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 1'acide isovalérique, de la triméthyl amine, du
lyral ou du lilal, mais elle 1'est beaucoup pour le cinéole ou 'acétate d'isoamyle. Fait suggestif,
la voie IP3 se comporte de maniére symétrique. Ces observations suggérant qu'au-dela de la
sélectivité des récepteurs aux odeurs, les mécanismes de transduction partagent aussi 1'espace
des odeurs! Au surplus, ces deux voies de transduction pourraient étre présentes
simultanément au moins dans certains des neurones olfactifs étudiés. Cette complexité
supplémentaire conférerait probablement aux neurones récepteurs des capacités de discrimi-
nation ayant un fort intérét 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 complétent.
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DEUXIEME PARTIE: DES REPRESENTATIONS NERVEUSES DES ODEURS

1. Résultats expérimentaux relatifs au modéle amphibien

1.1. Encodage périphérique

1.1.1. Cadre et principes de 1'étude de la discrimination des odeurs par les neurones
récepteurs olfactifs

Nous avons d'abord cherché a caractériser les propriétés de discrimination des cellules
réceptrices de la muqueuse olfactive. Cela consistait a 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 a réaliser une étude de méme type chez un mammifere, la
souris.

La complexité du monde chimique a percevoir par un systeme olfactif est extrémement
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 systéme 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 a une seule
concentration, constituent prés de 50 millions d'autres sources odorantes, (c'est a dire les
combinaisons de 2 stimulus parmi 10000), (pour la plupart) différentes entre elles et dont
'odeur diftére de celles de leurs composantes. Ajoutons, pour faire bonne mesure, qu'un "jus"
de parfum peut contenir plusieurs centaines de composés.

Confronté a cet univers chimique, le dispositif d'un systéme olfactif efficace doit €tre
capable d'abord de détecter un signal chimique, la substance odorante, puis, de la discriminer
d'autres, c'est a dire d'extraire une information caractéristique du signal en vue de le
différencier d'autres signaux. Ces deux actions, détection et discrimination, peuvent étre
considérées comme des capacités primordiales inhérentes a tout systeme de capture
d'information, en particulier, aux systémes biologiques sensoriels. Quand nous parlons ici
d'extraction, cela sous-entend, qu'il faut rendre disponible pour le systéme de traitement une
information caractéristique, former un message caractéristique du signal chimique. Autrement
dit, notre propos, ici, consiste a examiner comment des signaux chimiques différents évoquent
des messages nerveux différents. Cela consistait d'abord a décrire les réponses des cellules
réceptrices a de multiples substances odorantes, réponses €lectrophysiologiques accessibles au
neuro-physiologiste interrogeant, directement, une a une, les cellules d'entrée ou transducteurs
du systeme 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 a analyser. Les unes sont relatives a
la chimie de l'interaction entre le stimulus odorant et le récepteur olfactif, les autres sont
relatives a l'encodage du signal chimique par le systéme nerveux olfactif. Notre investigation
conduit d'abord a préciser le type d'interaction entre les signaux chimiques et le systéme
récepteur dont dépend l'encodage olfactif. Pour simplifier, disons, qu'on cherche alors a se
forge une idée de la maniére dont le systéme 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, I'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 a 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
sensibilit¢ 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
I'amplitude des réponses ou comparaisons de distribution de réponses aux stimulus dans
I'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 a l'un et a
l'autre est grand. La comparaison des neurones récepteurs entre eux utilise une procédure
symétrique.

Six groupes ou séries d'expériences ont €té menées dans notre laboratoire. J'ai assumé
les 3 derniéres qui répondent chacune a des objectifs différents, et qui sont rapportées dans
quatre articles, 1, 2, 3, 4 ci-dessous, publi¢s 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 these.

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 méme temps que celle d'une série antérieure a 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 ardmes alimentaires, qui a propos¢ d'examiner un groupe
de molécules particuliéres, terpéniques, présentant des variations structurales "graduées"
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autour d'un squelette a 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 a 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 a la série d'expérience sur les produits terpéniques et les résumons ici. Cette étude a
aussi eu la particularité d'étre doublée d'une étude, parallélement 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 moiti¢ des cellules ayant une activité spontanée inférieure a 20 P.A./min. Une
augmentation transitoire de 1'émission de potentiels d'action consécutive a la stimulation, ne
dépassant, en créte, 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 I'étude de sa
reproductibilité.

MTA

Figure 16: Enregistrement unitaire extracellulaire. Exemples de réponses d'un neurone récepteur olfactif de
grenouille au para-cyméne (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) & un méme
stimulus est variable d'une cellule a une autre. Un nombre non négligeable de cellules ne
répond a aucun des 19 stimulus testés, atteignant ici 13% (7/53). En moyenne, les cellules ont
répondu a § 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 considere les profils de sensibilité
d'un certain nombre de neurones récepteurs. Par exemple, des isomeres de position comme la
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quinoline et Il'isoquinoline sont clairement distingués par 4 neurorécepteurs olfactifs qui
répondent exclusivement a l'un ou l'autre, alors que 9 cellules sont sensibles a ces deux
odorants. Onze cellules distinguent le diméthyl-styréne du para-cymene, 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 la 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 a deux
odorants donnés et qui semblent donc les confondre. Ces confusions trahissent
vraisemblablement le partage de mécanismes de reconnaissance. On congoit que c'est parce
qu'elles existent que se manifestent au niveau de la perception d'éventuelles communautés
d'odeur.

Lorsque, a l'aide de l'analyse factorielle de correspondances, on représente de maniere
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, a l'aide de
comparaisons par paires, ici, au moyen du calcul de I'écart réduit (Fig. 18), ou du coefficient de
corré¢lation dans larticle, qu'a ces regroupements correspondent des liens statistiques
significatifs.

Si on résume les résultats de la présente série, on observe deux regroupements
¢vidents:

- La paire quinoline-isoquinoline,
- et le groupe des molécules terpéniques comprenant, le para-cymene, de diméthyl styréne, le
D-limoneéne, l'a-terpinéne, le menthane et le menthéne.

On remarque aussi le relatif isolement du 1,8-cinéole, de I'hexenal, du d-menthol ou de
I'a—méthyl-pyrrole. L'indépendance du cinéole est grande, et cette molécule a odeur de
camphre est un pole sur lequel le premier axe factoriel est construit. Dans le plan factoriel
construit avec les facteurs 1 et 2, on remarque sa proximit¢ avec le d-menthol. L'autre
extrémité de l'axe 1 est associée au cyclohexane carboxaldéhyde, et au benzaldéhyde. Le
deuxieme axe factoriel extrait le groupe des six dérivés terpeniques, dé¢ja mentionnés, et qui ont
tendance a recruter la réponse des mémes neurones récepteurs. Le troisieme axe extrait le seul
compos¢ linéaire de la série, 'hexenal, tandis que le 4i¢éme axe est fortement li¢ au d-menthol
qu'il individualise.

Un intérét particulier de cette série réside dans le fait que nous avons testé aussi sur les
mémes cellules deux concentrations de cinq des dix-neuf substances étudi¢es. 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 a un recrutement de 7 cellules nouvelles (soit un gain de 46%) en multipliant la
concentration du stimulus par 2,5. Les cellules répondant a la plus faible concentration
répondent toutes a la plus forte. Par contre, certaines cellules répondant a la plus forte
concentration ne répondent pas a 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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Figure 17: Espace factoriel issu de I’analyse des correspondances des profils de sensibilité de 43 neu-
rones récepteurs olfcatifs de grenouille vis a vis de 19 odorants, dont 5 présentés a deux concentrations.
Les concentratiions les plus faibles sont représentées par des sigles en minuscules. QUI, quinoline, 1QI,
isoquinoline, MTN, menthéne, MTA, para-menthane, LIM, D-limonéne, TER, a-terpinéne, CYM, para-
cyméne, DMS, diméthyl-styréne, MEN, menthol, PHE, phénol, THY, thymol, XOL, cyclohexanol, XAN,
cyclohexane, XCA, cyclohexane carboxaldéhyde, HEX, hexénal, CIN, 1,8-cinéole, BZA, benzaldéhyde,
PYL, a-méthyl-pyrrole, PYR, pyridine. Les trois premiers facteurs représentent respectivement 16,1%, 13,7%
et 11,3% de la variance totale.

Figure 18: Similitudes significatives entre
PHE les propriéts stimulantes de différents odo-
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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 congoit que cette modification puisse expliquer les variations de qualit¢ de l'odeur
percue 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 1a en fait d'un type de probléme que les
physiologistes n'ont pas longuement abordé: Le systéme olfactif comme tous les systeémes
sensoriels extrait un message des signaux qu'il regoit, mais comment? Nous reviendrons
ultérieurement a cette importante question, apres avoir fait le compte rendu de ce qui se passe
au niveau du deuxiéme 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. I 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 a 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 "a la loupe" une portion restreinte de l'espace olfactif.
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Figure 19: Discriminer des odorants camphrés grice a 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'aprés 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
parametre de forme est le rapport des trois axes de l'ellipsoide 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 modéle admet quelques imperfections, le para-cyméne
(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 trés proches des
"camphrés". Ca n'est pas le cas du para-cymeéne. Cependant, on peut constater d'aprés les réponses des neurones
récepteurs olfactifs de grenouille que ces neurones font un travail de discrimination trés voisin!

D'aprés Eminet et Chastrette, (1983), les molécules "camphrées" ont en commun leur forme
sphérique et leur volume, plutot petit (Fig. 19). La surface de ces molécules est peu réactive,
les interactions se faisant grace 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 I'hypothése de ces auteurs a la réalité neurobiologique.

La procédure utilisée est semblable a 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 a des concentrations plutdt fortes,
environ 1/10ieme de leurs vapeurs saturantes. Parmi eux, on a introduit trois paires
représentant divers groupes d'odorants déja identifiés aux cours des expériences précédentes: la
paire anisole / acétophénone, la paire méthyl amyl-cétone / heptanol et la paire d-limonene/
para-cymene. Pour le complément, on a introduit des molécules plus ou moins camphrées,
jugées éventuellement seulement voisines (menthol, cyclohexanone). Certains camphrés avaient
déja été étudiés: Le 1-8 cinéole (ou eucalyptol), le camphre et lisobornéol, 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'’hydrogéne, est
faiblement réactive. Le tétra-bromo éthane est aussi sphérique mais d'un diamétre plus faible.
Plusieurs odorants testés sont construits sur un squelette bicyclo-pentane: le camphre, le
fenchol, la fenchone, 1'iso-bornéol, le bornéol, le camphéne. On suppose que la cyclodécanone
¢galement 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
derniére molécule présente une calotte hémisphérique tapissée d'atomes d'hydrogéne dont le
volume est voisin de celui requis pour assurer l'appartenance au groupe des molécules
camphrées.

Nous avons aussi profit¢ de cette nouvelle étude pour repérer précisément les sites
d'enregistrements, afin d'étudier a I'échelle unitaire, 'implication de la I'hétérogénéité spatiale de
la sensibilit¢ de la muqueuse olfactive telle qu'on I'a décrite sur la base des enregistrements
EOG (Daval et al., 1980; Mackay-Sim et al., 1982).

Cinquante sept neurones récepteurs ont répondu a un stimulus au moins, sur les 71 que
nous avons testés au cours de ce travail. Le calcul de I'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 a la discrimination des stimulus, on note la densité des liaisons entre le
camphene, le camphre, la fenchone, la 3,3,5-triméthyl cyclohexanone, 'adamantane, le fenchol,
l'iso-bornéol, le bornéol de cyclodécanone et méme le menthol. On remarque au contraire un
relatif isolement du cinéole par rapport a ces corps. Les paires limonene/ para-cymene et
anisole / acétophénone sont confirmées. La complexité du graphe nous invite a utiliser une
représentation plus synthétique pour représenter les données: Nous choisissons ici de montrer
la taxinomie, non hiérarchique, qui fait apparaitre l'individualité du groupe "camphré" des la
deuxiéme et a la troisiéme 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-limonéne / para-cymeéne 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 a vingt corps purs odorants. A titre d'exemple trois cartes parmi les vingt obtenues sont
représentées. En caractéres rouges sont indiquées les unités ayant répondu au stimulus indiqué en bas a
gauche. MAC: 2-heptanone, CAM, camphre, ANI, anisole. L'analyse de ces distributions n'a pas fait apparaitre
de trace d'une chimiotopie périphérique.

Si les molécules "camphrées" se rassemblent, a cause de l'insertion de l'adamantane ou
du camphene 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 a la
manifestation de l'odeur de camphre. Comme toutes les molécules qui appartiennent au groupe
sont discriminées, c'est a dire recrutent des sous-ensembles différents de neurones récepteurs,
le systeme 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-cyméne (compte tenu de la description de leurs
odeurs, non camphrées). Or cette molécule est ici en périphéric du groupe. Ce résultat est
cohérent avec la disposition du point représentatif, proche de la droite de discrimination,
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Méthyl-amyl cétone MAC| |MAC| MAC| |MAC| |MAC| |[MAC| |MAC| |MAC
D-Limonéne { | Lim LIM Lim LiM LM Lim LIM LM
p-Cyméne CYM| |CYM| |[CYM| |CYM| |CYM| [CYM| |[CYM| |CYM
Acétophénone ACE| |ACE| |ACE| |ACE| |ACE| |ACE| |ACE| |ACE
Anisole ANI ANI ANI ANI ANI ANI ANI ANI
Cyclodécanone CDM| (CON| |CDMN| |CDN| |CDM| |CDN CDN| |CDN
2,5-diméthyl Cyclohexanone DMC| DMC| |DMC| |DMC| |DMC| |DMC| |DMC| |DMC
Cyclohexanone XON| |XON| |[XON| |XON| |XON| [XON| [XON| |XON
1-8-Cinéole CIN CIN CIN CIN CIN CIN CIN CIN
Fenchol FOL | |FOL FOL FOL| [(FOL FOL FOL FOL
Camphéne CPE CPE| |CPE CPE| |CPE CPE CPE CPE
iso-Baornéol IBO IBO iBO IBO IBO IBO IBO TBE
di-Camphre CAM| |CAM| |CAM| [CAM| (CAM| |CAM| |CAM| |CAM
3.3,5-triméthyl Cyclohexanoneg |[TMC| [TMC| |[TMC| |TMC| |TMC| |TMC| [TMC| |TMC
Adamantane ADA| |(ADA| |ADA| |ADA| |ADA| [ADA| |ADA| |ADA
Bornéol BOR| |BOR| |BOR| |BOR| |BOR| |[BOR| |BOR| |BOR
Menthol MEN| |[MEM| |MEN| |MEN| |[MEN| |[MEN| |[MEN| [MEN
Tetra-bromo éthane TBE| |TBE| |TBE| [TBE| |TBE| |[TBE| |TBE IBO
Fenchone FON| |FON| |[FON| |FON| |[FON| |FON| |FON| |FON

Figure 22: Classification de vingt stimulus odorants sur la base des réponses de neurones récepteurs olfactifs
de grenouilles.Taxinomie non hiérarchique descendante d’aprés 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 § et ne varie

plus significativement entre le niveau 7 et le niveau 8.
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dans le plan paramétre de forme / volume moléculaire. C'est aussi le cas du menthol. Il est bien
stir possible d'envisager, que bien que répondant aux critéres 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'apres le calcul des écarts réduits, on sait que le
para-cymene partage des récepteurs qui reconnaissent aussi des molécules camphrées, mais 3
neurones récepteurs sont sensibles a ce stimulus sans manifester de sensibilit¢ a l'une des
molécules camphrées, 3 autres répondant aussi au para-cymeéne ne sont sensibles qu'a une seule
des molécules camphrées... Toute discrimination peut évidemment suffire & conférer une autre
qualité au stimulus.
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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 méme 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 a d'autres especes animales ou a d'autres niveaux du systéme olfactif.

L'étude est détaillée dans l'article ci-dessous. On peut résumer ainsi cette étude:

- Soixante quatorze cellules ont ét¢ soumises chacune a 20 stimulations qualitativement
différentes. Les stimulus utilisés étaient: l'acétophénone, I'anisole, le n-butanol, le dl-camphre,
la cyclodécanone, le 1,8 cinéole, le para-cymene, le d-citronellol, le n-heptanol, 1'acétate d'iso-
amyle, l'acide isovalérique, le d-limonéne, la méthyl amyle cétone (ou 2-heptanone), le 1-
menthol, le phénol, le thiophénol, la pyridine, le thymol, le cyclohexanol, la cyclohexanone. Ils
ont été délivrés a 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 a au moins un stimulus de la série. En moyenne les
neurones récepteurs répondaient a 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 I'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 ’analyse des correspondances de vingt substances odorantes de la série
récapitulative. Les profils de sensibilité de 60 neurones récepteurs olfactifs vis a 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 1’axe de plus forte variance. En vert les molécules représentati-
ves du groupe «aromatique», et, en orangé les molécules représentatives du groupe «terpénique». B- Le méme 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-cymene / limonéne, etc... La
conclusion est que ces liens sont solides, relativement indépendants des lots cellulaires
échantillonnés au hasard, et résistants a des variations des conditions de stimulation
(qui au cours des séries successives ont légeérement vari¢). Ici encore, les liens
significatifs s'étendent en dehors des groupes que nous lisons sur les représentations
globales, factorielles ou taxinomiques.

Un examen, méme 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 méme nombre de carbones
qui se regroupent, et qui s'opposent sur le premier axe factoriel a des molécules
sphériques regroupées, elles aussi, comme le camphre et le cinéole (Fig. 24). La
construction des modeles moléculaires du limonéne et du para-cymene et leur
comparaison confirment leur similitude de forme. Les représentants du groupe
"aromatique", acétophénone / anisole, sont, encore une fois, proches 1'un de l'autre et
caractérisés par leur noyau aromatique mono-substitué. On note que ces quelques
descriptions retiennent plus des ¢léments du squelette moléculaire que des fonctions
chimiques. Parfois, le lien qui apparait entre certaines molécules, ici, le cyclohexanone
et le d-citronellol, par exemple, reste inexpliqué. (Peut-on invoquer la souplesse de la
chaine linéaire qui pourrait approcher la structure fermée du cycle hexa-carboné?)

Quoiqu'il en soit, nos observations suggérent 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 a ces
résultats (Chastrette et al, 1981, Sicard et al., 1997), méme 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 étre réalisée qu'en utilisant des variables chimiques globales, comme le
coefficient de partage octanol / eau ou des parametres de forme (Chastrette et al.,
1981, Sicard et al., 1997). Des tentatives avaient ét¢ déja menées qui reliaient de tels
parametres chimiques a la perception humaine des stimulus (Ddving 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-mémes. Cela a des conséquences sur la maniére dont nous
concevons le mécanisme de réception. Considérant les profils de sélectivité des
neurones récepteurs, les chimistes éprouvent quelques difficultés a décrire le mécanisme
de détection commun qui peut interagir, a la fois, avec des molécules si différentes,
I'heptanol et le cinéole, par exemple. A tel point qu'on a plutdt tendance a imaginer que
seules des associations de récepteurs sont capables de conférer des possibilités de
reconnaissance aussi variées a un méme neurone récepteur. Au cours de la troisiéme
partie, nous devrons revenir sur ce constat et nous tenterons d'en tirer les conséquences
en terme de propriétés des récepteurs aux odeurs eux-mémes.
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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 I'entrée et la sortie d'une boite noire, on apprend ce que réalise la
structure intercalée, on qualifie sa fonction de transfert. Nous résumons ici une étude
entreprise a l'initiative d'André Duchamp a laquelle nous avons contribué, et dont la publication
est insérée au paragraphe suivant, parce qu'elle démontre qu'apres la capture d'informations
chimiques, le systeme nerveux olfactif réalise une mise en forme qui renforce les capacités de
discrimination du systéme et qui tend a s'affranchir des variations de concentration. L'intérét 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 ét¢ 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 a deux concentrations, ont servi de stimulus. Les concentrations des stimulus
les plus ¢élevés variaient entre le cinquiéme et le vingtiéme de leurs vapeurs saturantes. On a
augment¢ leur dilution par le gaz vecteur pour obtenir les stimulations les moins intenses, les
différences de concentrations entre ¢léments de chaque couple variant entre 30 a 40%.

Sommairement, le protocole a d'abord consisté a enregistrer les réponses de neurones
olfactifs de la muqueuse de grenouille a ces stimulus (et dont les résultats ont déja été exposés
et commentés plus haut). La préparation, la grenouille démédullée et décérébrée, Ia
méthodologie, reposant sur l'usage de microélectrodes extracellulaires, et la stimulation en
phase gazeuse, ont été¢ décrites antérieurement. D'autre part, la deuxieéme opération consista a
enregistrer les réponses dans les mémes conditions de stimulation de neurones de la sortie
bulbaire, des cellules mitrales, chez des animaux de la méme espéce. On notera que la
préparation qui a servi a recueillir les réponses d'unités bulbaires différe de celle qui a servi
pour l'enregistrement des neurones récepteurs. En effet, 1'accés aux neurones du bulbe était
aménagé apreés immobilisation de l'animal par une injection de D-tubocurarine, et une
anesthésie locale au moyen d'hypochlorate de procaine, par ouverture chirurgicale de la boite
cranienne. Par contre, les conditions de stimulation, ouverture de la cavité nasale, disposition
de l'olfactometre et réglages des concentrations, au cours des deux séries d'expériences
parall¢les 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 méme stimulus (Fig. 25). Si l'on
s'intéresse aux seules réponses transmises, c'est a dire aux activations, le pourcentage de
cellules recrutées par une méme stimulation est plus faible dans le bulbe que dans la muqueuse,
excepté pour le limonéne, le menthéne, la quinoline et son isomere, 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 limonéne 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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Figure 25: Corrélations entre les pourcentages de cellules activées ou inhibées a la suite des stimulations
olfactives. A, activations périphériques/activations bulbaires, et B, activations périphériques/ inhibitions
bulbaires. La premicre bissectrice est représentée par ligne en pointillés. Les points représentatifs sont, dans les
deux cas, A et B, majoritairement sous la premiére bissectrice, ce qui illustre que la sélectivité bulbaire est plus
grande que la sélectivité périphérique.

Nous retiendrons donc d'abord que le traitement bulbaire opere de fagon spécifique selon les
stimulus. Nous entrevoyons aussi que l'inhibition bulbaire s'é¢tend d'autant plus que la
stimulation est intense, ce qui sera confirmé, ci dessous, par I'analyse des résultats des tests de
concentration.

Si on s'intéresse aux rapports entre les odorants testés aux cours de ces deux
expériences menées a la périphérie et dans le bulbe olfactif, on note que I'espace des stimulus
relatifs a la muqueuse olfactive selon l'analyse des correspondances n'est pas complétement
restructuré aprés 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 a fait par les mémes points,
mais on reconnait bien l'extraction du cinéole qui s'oppose sur l'axe 1 a 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 menthéne sont assez clairement extirpés du
groupe "terpénique" au cours de la projection et du traitement bulbaire. La paire quinoline/
isoquinoline parait mieux dissociée apres le traitement bulbaire.

Dans ces espaces, les couples de stimulus de concentrations différentes sont
particulicrement bien associés, le plus lache étant le limoneéne 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-limonéne, 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 & 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 a une modification des sous-ensembles de cellules
activées par un méme odorant, a une transformation de I'enveloppe qui contient l'information
utile. Toutefois, on constate, que les variations limitées que nous avons testées, n'aboutissent
pas a 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 a la préservation de leur appartenance
a un groupe, par exemple pour le limonéne, ou a un domaine de 1'espace comme pour les deux
concentrations du cinéole. Malgré tout, ces variations posent probléme: D'une part, elles
limitent la force de la notion de groupe d'odorants dans nos représentations de I'espace des
odorants. Mais d'autre part, plus fondamentalement, elle nous interroge sur la relative
invariance de l'odeur pergue sous des intensités différentes: Est-elle assurée? Si oui, comment
est elle assurée? Y-a-t-il des mécanismes conservatoires installés des la périphérie ou bien faut-
il reporter cette opération a des niveaux supérieurs?
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Figure 26: Espaces factoriels issus de ’analyse des correspondances des réponses de neurorécepteurs (A) ou
de deutoneurones (B) du systéme olfactif de grenouille. Dix neufs odorants, dont cinq a 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 a
I’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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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 modele mammifeére
2.1 Encodage périphérique

2.1.1 Réponses électrophysiologiques des neurones récepteurs olfactifs de mammiféres
aux stimulations odorantes

Au début des années quatre vingt, aprés avoir longuement étudié les neurones
récepteurs olfactifs de 1'amphibien, il nous apparut nécessaire de connaitre, la sélectivité¢ des
neurorécepteurs olfactif du mammifére. Alors que sur le plan anatomique comme sur le plan
physiologique, des différences d'organisation bulbaire entre amphibiens et mammiféres étaient
patentes, nous ne disposions que de treés rares informations sur la physiologie des neurones
récepteurs olfactifs de mammiféres. En fait, la question n'avait été abordée qu'au cours d'une
étude qui évaluait I'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 agées de plus de
3 semaines, donc adultes. Elles sont d'abord anesthési¢es 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 I'acces a 1'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 crane était mis a nu pour étre collé avec un
cyanoacrylate a un support métallique rigide, cette procédure immobilisant la téte de I'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 arriére de la truffe, et de 1'os nasal, puis la création d'une boutonniére 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, dépot de noir de platine a la pointe,
diametre de la pointe 1 & 3um, impédance 1-4 MQ a 1000 Hz). Une aiguille d'argent chlorurée,
insérée sous la peau a l'avant de la plaie, servait d'¢lectrode indifférente. Dans ces conditions,
avec le méme systeme d'enregistrement et le méme systeme de stimulation, nous pouvions
délivrer, entre autres, onze odorants testés antérieurement chez la grenouille alors que 1'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
um sous la surface du mucus. Les enregistrements apparaissaient souvent multiunitaires. Les
potentiels de pointe recueillis ont des décours inférieurs a cinq millisecondes. Comme les
neurones olfactifs d'amphibien, ceux de la souris présentent une activité spontanée plus ou
moins rapide, comprise entre 3. 10° 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 a un stimulus au moins: A la suite de 254 stimulations, nous avons
constaté une vingtaine d'élévations transitoires de l'activité spontanée et donc identifi¢ une
vingtaine de réponses par activation, soit dans 7,9% des cas. Chez la grenouille, les mémes
stimulus, entrainaient 39% de réponses. Lorsque nous retirons de nos comptes les cellules qui
n'ont répondu a aucune des odeurs testées, ce taux passe a 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, prés de 50% des cellules présentaient une activité spontanée élevée, parfois
irréguliére et pouvant se distribuer en bouffées, incluant parfois des potentiels de pointe
décrémentiels (Fig. 27). Ces caractéristiques peuvent rendre difficile 1'identification de réponses
de faible amplitude.

CYCLOHEXANONE

CYCLOHEXANONE

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 a
la cyclohexanone. Barre: Stimulation de 2 s.

Malgré tout, les observations que nous avons obtenues n'indiquent cependant pas que
les mécanismes de réception différent fondamentalement de ceux que nous avions décrits chez
la grenouille. En effet, nous avons, en particulier, remarqué qu'un méme neurone olfactif de
souris peut répondre a des molécules aussi différentes que le camphre, la 2-heptanone, l'anisole
et la cyclohexanone!

Nos données suggerent une sélectivité plus grande des neurones récepteurs de souris
comparativement a celle observée chez la méme catégorie de neurones enregistrés chez la
grenouille. Les comparaisons avec d'autres études posent toujours le probléme 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,
I'étude réalisée sur les neurones bulbaires du rat par K. Doving est la plus proche de la notre.
La comparaison interspécifique d'activités nerveuses, qui plus est, a des niveaux différents du
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Figure 28: Exemples de profils de sensibilité de neurones olfactifs de rat. (D'aprés Bozza et Kauer, 1998).
Apres avoir isolé des neurones olfactifs de rat, les auteurs ont enregistré optiquement la réponse calcique
a la stimulation odorante de certains d'entre eux. Les profils de sensibilit¢ que montrent ces neurones ré-
cepteurs peuvent inclure différents types de molécules, d'une mani¢re comparable a celle que nous rencontrons
chez la grenouille ou la souris. Mais 75% des cellules testées ne répondent a aucun des stimulus: car: carvone,
eug: eugénol, cal: cinnamaldéhyde, lim: limonéne, cit: citral, etf: éthyl-fenchyl, ger: géraniol, ace: acétophénone.

systeme olfactif, est risquée, mais elle était jusqu'a il y a peu, une des rares que nous puissions
faire pour juger de la pertinence de nos résultats recueillis chez la souris. Les regles de
convergence spatiale des neurones récepteurs exprimant un méme récepteur récemment
¢tablies confortent cette démarche. Lorsque K. Doving a enregistré, chez le rat, les réponses de
269 neurones bulbaires identifiés comme des cellules mitrales a 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 légerement supérieur a ce que nous avons observé a 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 a vis des stimulus odorants, qui aboutit
a un taux de réponse nul aprés la naissance (sur quatre produits testés seulement il est vrai),
qui semble en deca 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 a des alcools qu'a des acides gras a
chaines 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
a la fois a des composés réputés recruter la voie AMPc ou la voie IP3 (Restrepo et al., 1993,
Tareilus et al., 1995). Derniérement, une ¢légante étude de cellules isolées apres repérage de
leur territoire de projection a montré que parmi les 19 cellules répondant a un mélange
d'odorants, 30% des stimulations par 1'un des 8 corps purs testés étaient suivies d'un réponse
calcique (Bozza et Kauer, 1998) (Fig. 28).

Dans le méme article, il est toutefois précisé que 75% des cellules observées dans les mémes
conditions ne répondaient a aucun des stimulus délivrés. Par ailleurs, il existe des arguments
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qui plaident plutdt en faveur d'une trés forte sélectivité des neurones récepteurs vis a vis des
stimulus odorants. Ainsi, par exemple, la transfection d'un récepteur moléculaire, n'entraine une
variation significative de la réponse EOG que pour un stimulus sur plus de soixante testés
(Zhao et al., 1997). Au cours de la méme étude, les auteurs observent que des neurones
récepteurs transfectés et isolés ne répondent qu'a quelques molécules de structures tres
voisines (heptanal, octanal, nonanal). La cohérence de ces données bibliographiques et des
notres relatives a 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 modele d'altération spécifique de la sensibilité olfactive

Parmi les travaux que j'ai retenus pour étayer ma thése, on sera peut étre surpris de
trouver cette étude composite qui aboutit & 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 I'organisation fonctionnelle
d'une portion du systéme olfactif avec un autre point de vue que celui apporté par les micro-
électrodes. Les activités recueillies une a une a 1'aide de micro-¢électrodes s'inscrivent dans une
organisation plus large de populations neuronales qu'on peut observer, en sacrifiant les aspects
temporels, a I'aide de marqueurs d'activit¢é métabolique comme le désoxyglucose. Grace a la
découverte des récepteurs aux odeurs, et la trés forte résolution des outils de marquage
(hybridation in situ, genes traceurs) qui accompagnent le développement de la biologie
moléculaire, la composante spatiale a clairement été privilégiée ces dernicres 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 hypothéses qui permettent d'expliquer 1'anosmie partielle est qu'elle
traduit directement 1'expression génétique défaillante d'un récepteur aux odeurs.

2.2.1. Définition de I'anosmie partielle ou spécifique: modele humain et modele 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 a percevoir
visuellement certaines couleurs seulement. Dans le cas de :l'anosmie partielle, des sujets ayant
par ailleurs une olfaction normale, sont incapables de percevoir I'odeur d'une substance donnée
ou d'un petit groupe de substances chimiquement apparentées. Guillot lui-méme en identifiait 8
types différents correspondant a certains muscs, ou a 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 a l'acide
isovalérique (Amoore et al., 1968) et 50% sont spécifiquement anosmiques a l'androsténone
(Amoore et al., 1977). Ces estimations ont été nuancées par une étude inter-ethnique a 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 méme statut (Wysocki et al., 1989, Lawless et al.,
1995).

"Le plus simple est d'imaginer que chaque substance donnant lieu a 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 méme, que la cellule sensorielle
spécifique étant présente, une partie du réseau nerveux qu'elle commande est interrompue
(lacune ou Iésion), l'ensemble du mécanisme ne pouvant fonctionner. (Guillot, 1948).
L'interprétation périphérique que Guillot donne de I'anosmie partielle est effectivement
plausible et privilégiée aussi par ses successeurs, moyennant toutefois I'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 a vérifier directement chez
I'Homme, puisque les outils d'exploration fonctionnelle de son organe récepteur olfactif
manquent. L'étude d'un modele animal non seulement renseignerait sur l'origine de ce déficit,



Sommaire 75

mais aussi pourrait constituer un modele d'altération périphérique, restreinte et spécifique, de la
sensibilité olfactive utile a la compréhension des mécanismes d'encodage de 'odeur et qu'on n'a
pas semble-t-il réussi a 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 I'hypothése que les
souris de la souche C57BL/6J seraient spécifiquement anosmiques a l'acide isovalérique.
Compte tenu de son intérét, nous avons étudié plus avant ce modeéle murin de I'anosmie
spécifique et nous livrons ci-dessous les enseignements que cette étude nous a apportés.

2.2.2. Etude de I'anosmie murine a I'acide isovalérique

En collaboration avec L. Pourtier, éthologiste, nous avons complété I'étude réalisée par
Wysocki et ses collaborateurs, dont certaines conclusions nous paraissaient contestables. Au
paragraphe suivant est inséré un article publi¢ dans lequel nous avons démontré que la souris
C57BL/6J était capable de détecter a 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 étre 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 a 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 a l'odorant ajouté a la
boisson. Wysocki et ses collaborateurs ont utilisé ce paradigme expérimental pour estimer la
sensibilité de différentes souches de souris vis a vis de quelques odorants. Nous avons entrepris
des expériences sur la méme base, en affinant les méthodes d'observations et les protocoles.

Dans une premiére série d'expériences, nous avons compar¢ 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 1'acide isovalérique a distance. Ici,
cette boisson pouvait étre soit controle c'est a dire sans ajout de substance odorante, soit
odorisée par 1'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 a l'acétate d'amyle. Les tests comportementaux sont passés
individuellement, chaque souris ayant sa cage ou 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 cing minutes, réguliérement 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 a distance les
deux odorants testés a forte concentration puisqu'elles évitent le contact avec la boisson
odorisée plus longuement que la boisson témoin. On ne peut pas conclure la méme chose avec
l'autre souche de souris: Dans les mémes conditions, la réaction d'évitement n'est pas observée
chez les souris C57BL/6J. Placées dans les mémes conditions, elles boivent dans un délais aussi
court tant les boissons normalement répulsives (celles contenant de I'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 I'odorant, n'est donc pas forcément le résultat
d'une incapacité de C57BL/6J a détecter I'odeur a distance, mais peut signifier simplement que
le conflit entre 1'aversion pour la boisson odorisée et la soif est résolu différemment par les
deux souches.

Dans la deuxiéme série d'expériences, on a cherché a supprimer ce dilemme. L'aversion
conditionnée a l'acide isovalérique ou a l'acétate d'amyle, est suivie d'un test de choix entre
deux boissons, I'une témoin et l'autre, constituée par la méme 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 a
contacter 1'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 a 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 critére. 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 grace a une information prise
a 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 a se comporter identiquement vis a vis de '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'a sa plus faible dilution (107). Au contraire, sans ambiguité, les souris AKR évitent les
contacts directs avec la solution d'acide isovalérique a toutes les dilutions proposées. On peut
effectivement interpréter ces contacts inattendus des souris de la souche C57BL/6J avec des
boissons qui devraient étre répulsives (qui le sont pour les souris de AKR/J), comme le signe la
sensibilité moins grande de cette souche vis a vis du signal aéroporté, 1'acide isovalérique.
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Figure 29: Détection a distance de sources odorisées aversives chez les souris AKR/J et C57BL/6J. Nous
avons comparé les effets des dilutions, 103, 10 et 107 (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 I’ayant évité (en violet) pendant un test de
choix entre une boisson t€émoin 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 a dire que les neurones récepteurs eux-mémes ne puissent pas assurer la
détection du stimulus. Dans ce cas, il devrait étre possible d'objectiver cette défaillance par
comparaison des réponses ¢lectrophysiologiques 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 a 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
a un stimulus donné. Nous savons cependant que 1'amplitude de la réponse a un stimulus donné
est variable d'un point d'enregistrement a 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 a un odorant donné est ainsi risquée puisque d'un animal a 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 a l'acide isovalérique

amplitude de la réponse a l'acétate d'amyle

pour comparer la sensibilit¢ a l'acide isovalérique des deux souches, C57BL/6] réputée
anosmique a l'acide isovalérique et AKR, normosmique.

Meéthode. Douze souris C57BL/6J et six AKR ont été utilisées au cours de cette étude. La
téte des animaux est isolée apres 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 a délivrer des odorants a 1 cm des cornets olfactifs
a l'aide d'un stimulateur a échelle de dilutions. Les stimulations duraient 2 secondes et étaient
délivrées dans un flux gazeux de 200 ml/min.

L'enregistrement de 1'activité électrophysiologique a la surface de la muqueuse olfactive
a été réalisé au moyen d'électrodes de polyéthyléne, dont le diamétre a la pointe était de 0,5
mm, remplie d'un gel d'agar-agar, 6 g / 100 ml d'une solution aqueuse saline a 0,9% de NaCl.
L'¢lectrode de mesure était reliée a un amplificateur conventionnel en courant continu avec un
gain de 1000. L'¢électrode indifférente €tait constituée d'une aiguille d'argent chlorurée fichée
dans la peau du museau. Les enregistrements ont été stockés grace a un enregistreur sur papier
(Gould ES100) et les amplitudes d'EOG ont ét¢ mesurées directement sur ces tracés. Sur
chaque préparation, plusieurs points répartis sur les faces médianes des différents cornets ont
éte testeés.

Certains essais ont été €éliminés du lot analys€, a la suite soit de la dégradation tres
rapide de la réactivit¢ 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 a l'acétate d'amyle et a I'acide isovalérique, stimulus proposés a plusieurs dilutions,
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des vapeurs saturantes. La figure 30, ci aprés, 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 I'un ou l'autre des stimulus délivrés, y compris chez les
souris C57BL/6J stimulées par I'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 ou 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 107). 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°).

souche AKR C57

odeur IVA AA IVA AA
facteur de dilution 10° 10° 10° 10° 10 10° 102 | 10°
EOG moyen (mV) | 1,5+0.8 | 0,7+0.4 [ 33+2,0 | 1.4+1.2 | 0,5404 | 02402 | 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 a I'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 a 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 a l'acide isovalérique sont bien
sensibles a 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 méme degré
d'hyposmie. De fait, la modification de sensibilit¢ a l'acide isovalérique des souris C57BL/6J]
sous l'influence de facteurs environnementaux a ¢ét¢é démontrée a la fois sur le plan
comportemental et le plan électrophysiologique (Wang et al., 1993). La variabilité observée
pourrait étre due aux conditions d'élevage que nous n'avons pas totalement controlées.
Quoiqu'il en soit, la différence de sensibilité ¢lectrophysiologique que nous objectivons ici est
cohérente avec I'hypothése d'une hyposmie génétique pour 1'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-dela,
d'une variation de réactivité des mécanismes de transduction associé€s a la reconnaissance de
l'acide isovalérique, sans atteinte du récepteur lui-méme.
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Figure 30: Déficit périphérique chez les souris C57B/6J spécificiquement hyposmiques a 1'acide
isovalérique. Les souris C57BL/6J montrent comportementalement un déficit sélectif de sensibilité vis a vis de
l'acide isovalérique et comparativement aux animaux de la souche AKR/J. Ici, les réponses a deux concentrations
C1 et C2 d'acide isovalérique et de I'odeur témoin, l'acétate d'amyle, ont été enregistrées au méme point soit chez
un animal de la souche C57, soit chez un animal AKR. Les réponses électriques de muqueuses olfactives de la
souche C57 a 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 a 'acide isovalérique aux amplitudes des réponses a 1'acétate d'amyle
enregistrées aux mémes points.
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2.3. Encodage bulbaire
2.3.1 Anosmie partielle et activation bulbaire: Données anatomo-fonctionnelles

Les neurones ne possédent 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 I'ont capté. On peut repérer
dans le tissu ces accumulations grace a 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). Aprés une exposition a un stimulus répété, on
sacrifie des animaux, on récupere rapidement les structures concernées qu'on congele, puis on
réalise au cryostat des coupes sériées des structures nerveuses a 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 a 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 1'odeur. Le premier article ci-
apres, 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).

Briévement, les autoradiogrammes sont numéris€s, apres diverses corrections optiques
et transformation en images en niveaux de gris. L'intervalle d'échantillonnage qui veut éviter de
visualiser deux fois un méme glomérule conduit a ne retenir qu'une douzaine de coupes par
bulbe. Sur 1'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 fenétre mobile de lecture et de la zone glomérulaire délimitée. Le pole 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 a reconstruire les cartes d'activation planes. On moyenne cinq ¢léments successifs du
vecteur correspondant a chaque coupe, on transforme les valeurs de densit¢ optique en
surfaces de tailles proportionnelles aux densités optique moyennes. On aligne d'avant en arri¢re
soigneusement les poles dorsaux repérés et on développe de part et d'autre de 1'axe ainsi
constitué les ¢léments de chaque vecteur correspondant aux coupes successives €chantillonnant
le bulbe olfactif. On a aussi la possibilit¢ 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 a 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



Récupération des bulbes olfactifs aprés
injection de désoxyglucose radioactif L
et exposition a I'odeur coupes seriees

N

olfactifs

numérisation et superposition

autoradiographie

délimitation de la zone glomérulaire

Gle dorsal

mesure de DO et vectorisation

Gle dorsal

N I N I N N |
3 21

Q)
FAN
L)
2L

assemblage des dix coupes:
cartes d'activation glomérulaires
individuelles

comparaison des cartes

Analyse en composantes principales et
classification automatique

Figure 31: Stratégie d'analyse et comparaison des autoradiogrammes de bulbe olfactif de souris

appartenant a deux souches stimulées par n substances odorantes différentes. Explications dans le texte.
83



Sommaire 84

zones les plus typiques des profils d'activation. On représente les projections selon les trois
premiers facteurs qu'on compléte par une classification automatique qui a l'avantage de retenir
toute la variance contenue dans les tableaux de données.

Cette procédure a été appliquée a la comparaison des profils d'activation glomérulaires
d'animaux appartenant a deux souches de souris, AKR/J et C57BL/6J. Chaque animal a été
soumis a un protocole de stimulation soit par l'acide isovalérique soit par l'acétate d'amyle,
délivré & deux concentrations. Les animaux ont recu une injection intrapéritonéale de '“C-
désoxyglucode (200uCi/kg) puis sont placés dans une cage parcourue de haut en bas par un
flux d'air laminaire a 25°C, balayant les odeurs intempestives qui pourraient s'accumuler dans la
cage. L'air était alternativement odoris¢ et désodorisé par période de 5 minutes durant les 45
minutes que durait la phase d'exposition aux stimulus. Aprés sacrifice des animaux, les bulbes
olfactifs sont ensuite trés rapidement prélevés et congelés a -50°C. Ils sont coupés au cryostat,
1'épaisseur des coupes étant de 20um. Les coupes sont placées en contact direct avec un film
radio-sensible (Kodac, DEFS), a 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 1'ensemble d'acquisition est telle que chaque pixel des
images digitalisées correspond a un carré de 6um de coté. Treize coupes ont été analysées par
animal. La hauteur de la fenétre de lecture déplacée sur la couche glomérulaire pour réaliser les
mesures de densité optique était de 120um. Chaque coupe est donc représentée par un vecteur
de valeurs de densités optiques. Les cartes sont reconstruites en alignant les poles dorsaux et
un profil de 77 valeurs calculées pour comparer les cartes au moyen de I'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 a 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, trés
reproductible, est bien circonscrite a 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 1'acide isovalérique,

- et d'un groupe comprenant les animaux des deux souches stimulés par l'acétate d'amyle.

Autrement dit, les deux souches différent surtout par les motifs d'activation
glomérulaires évoqués par l'acide isovalérique.

L'effet de la baisse de concentration peut se résumer a une réduction de 1'extension du
marquage, et a 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 a 'autre. Nous avons pu vérifier
¢galement 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 ’acide isovalérique ou I’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 3 AKR/J sont dans les tons bleutés, ceux corres-
pondant a C57BL/6J sont verts. Stimulus : A = acétate d’amyle, | = acide isovalérique. Les subdivisions taxinomiques
au niveau 3 distinguent clairement trois groupes de cartes d’activation. Les résultats de ’analyse taxinomique sont
reportés a 1’aide des couleurs dans 1’espace factoriel A. Notre analyse discrimine parfaitement les souches selon les
motifs d’activation évoqués par I’acide isovalérique. La distinction est bien moins nette pour ce qui concerne les
motifs évoqués par I’acétate d’amyle. Ainsi, au déficit périphérique spécifique de la souche C57BL/6J correspond
bien une variation de la distribution glomérulaire de 1’activation.

85



Sommaire 86

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 pCi/kg de 2désoxy-glucose radioactif (*C) a été
exposé a l'acide isovalérique selon un protocole de stimulations de 5 minutes alternées avec des phases de repos
pendant 45 minutes. Apres sacrifice de 1'animal, les bulbes sont coupés au cryostat et les coupes sont exposées
sur un papier radio-sensibles pour une semaine a 4 °C. A gauche, la coupe histologique apres coloration au
violet de crésyl, prélevée environ au tiers antérieur des bulbes, a droite I'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'¢lectrophysiologie disponibles dans la littérature confirment que les acides
gras a chaines courtes évoquent une activité fortement focalisée dans la méme zone médio-
dorsale (Mori et al., 1990, 1992; Bell, 1984; Bozza et Kauer, 1998). Le déficit spécifique a
l'acide isovalérique s'étend, chez 'homme a d'autres acides gras a chaines courtes de poids
moléculaires voisins (Amoore et al., 1972). On congoit assez bien que les récepteurs aux
odeurs puissent avoir une spécificité suffisamment large pour les confondre, et donc qu'une
carence de I'un d'eux puisse étre 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
¢gard, 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 deuxieme partie

A la suite de ce travail sur I'anosmie spécifique murine a l'acide isovalérique, nous
concluons donc que le déficit observé chez C57BL/6J comparativement a AKR est plus une
hyposmie sélective qu'une réelle anosmie spécifique. Il s'agit d'un résultat statistique. Il est clair
que le systeéme olfactif des souris C57BL/6J peut répondre a la stimulation par l'acide
isovalérique. Les données comportementales sont toutefois cohérentes avec 1'idée que cette
sensibilité¢ ait un seuil plus élevé chez C57BL/ 6] que chez AKR/J. De plus, les données
fonctionnelles électrophysiologiques démontrent une altération périphérique de la sensibilité a
cet odorant chez C57BL/6J comparativement a AKR/J. Toutefois, a 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 1'amélioration du mécanisme de transduction par,
par exemple, l'entretien de 1'é¢tat du complexe récepteur - protéine G (Dohlman et Thorner,
1997). L'efficacité de ce réglage peut bien dépendre lui-aussi d'un controle génétique.

Compte tenu des profils de sélectivité¢ des neurones récepteurs assez larges que nous
avons rencontrés chez la souris ou la grenouille, 1'existence d'anosmies spécifiques, est difficile
a expliquer. En effet, tout nous porterait a 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 1ésions bulbaires partielles démontrent que des rats,
localement ou largement 1ésés continuent a accomplir les tdches impliquant la reconnaissance
d'odorants (Slotnick et al., 1997, Lu et Slotnick, 1998). Cette remarque peut justifier a elle
seule notre propension a parler d'hyposmies spécifiques plutét que d'anosmies spécifiques.
Lorsque les stimulus sont présents a 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 intrinséquement peu de possibilités d'interaction, c'est a 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 intérét biologique
particulier, nous imaginons qu'il existe un récepteur extrémement adapté (a 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 & mesure que nous exposions nos résultats, nous avons déja critiqué
et commenté nos travaux. Reste dans cette derniére partie a les relier et a en tirer quelques
conséquences a la lueur de données plus récentes, ou bien, symétriquement si 1'on peut dire, a
examiner comment ils nous aident & mieux comprendre ces nouvelles découvertes elles-mémes.
Enfin, nous tenterons d'apporter quelques éléments qui relient les messages olfactifs a la
perception de l'odeur.

1. Un espace neural pour encoder 1'odeur

Le systéme nerveux est effectivement un espace constitué de réseaux de neurones qui, a
plusieurs niveaux d'organisation ou plusieurs échelles, admet une description en termes
topographiques. Nous entendons par 1a, que l'information qu'il traite, se dirige vers ou occupe
des portions reconnaissables de 'espace en trois dimensions que lui offre le systéme nerveux.

La subdivision du cerveau a d'abord été réalisée selon le critére descriptif anatomique.
L'altération d'une capacité de l'organisme apres la lésion d'une structure anatomique permet
d'en reconnaitre 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 a la distinction
purement anatomique. On trouve cette approche jusque dans la récente neurochimie qui illustre
bien la possibilit¢ 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 ou 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 a 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, a l'analyse physiologique du
fonctionnement nerveux. Bref, des mécanismes fondamentaux du traitement de l'information
nerveuse s'inscrivent bien dans un support topographiquement organis€, mais ils ont leurs
propres lois qui, elles, peuvent échapper a une description en termes anatomo-fonctionnels.

Sans ambiguité donc le systéme 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 coincider avec une
représentation spatiale de I'information olfactive.

Notre travail, non seulement du fait de I'environnement scientifique dans lequel nous
l'exposons, mais aussi parce que nous avons utilis¢ des micro-électrodes et un marqueur
d'activité métabolique, se situe dans ce lieu, parfois inconfortable, ou 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 a 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 systéme olfactif
périphérique. On parle facilement de code ou d'encodage de I'odeur, et nous cherchons a
donner un contenu plus précis a 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 systeme olfactif.
Au cours d'une des séries d'expériences que nous avons entreprises, nous avons pris soin de
noter I'emplacement des cellules enregistrées sur une carte de 1'éminence olfactive. Nous avons
alors dii constater qu'a 1'échelle unitaire, a la périphérie du systéme 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 a
la petitesse de 1'échantillon de cellules que nous considérons pour expliquer cette différence. En
effet, de notre c6té, nous rendons compte des profils de sélectivité d'une soixantaine de cellules
réparties sur presque la totalité de 1'éminence olfactive, alors que, de 'autre c6té, chaque point
d'enregistrement EOG intégre la réponse de plusieurs centaines, voire de plusieurs milliers de
cellules voisines. S'ajoute a ce fait statistique, des profils de sensibilit¢ 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 révelent les hybridations in situ des récepteurs. On ne sait pas aujourd'hui
expliquer la distribution remarquable des récepteurs dans la muqueuse olfactive, méme 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 mémes outils, la convergence
glomérulaire, impose un motif spatial dont la contrainte est le partage d'un méme récepteur et
non pas une origine territoriale. On peut, d'une autre manicre, raisonner qu'un dispositif
récepteur exposé, ici la muqueuse olfactive, dont les capacités de reconnaissance seraient trop
liées a la préservation d'une représentation spatiale aurait un role bien difficile a jouer alors qu'il
est soumis a des variations permanentes d'accessibilité. Dans la cavité¢ nasale, l'air vecteur
d'odeurs, n'accede pas toujours partout!

Chimiotopie glomérulaire:  L'organisation en couches concentriques du bulbe olfactif fait que
chaque couche peut étre projetée dans un plan, un espace a deux dimensions. En fait, en dépit
de cette disposition spatiale simple, I'espace neural dans lequel se répartit 1'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 dun glomérule a un autre, de cellules mitrales a d'autres, si bien
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Figure 34: Distribution des récepteurs a sept domaines transmembranaires dans la muqueuse olfactive de rat et
organisation topographique des projections épithélio-bulbaires. A- Les neurones récepteurs olfactifs qui portent
un méme récepteur (ou une méme sous-famille) appartenant a 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’apres
Strotmann et al., 1994). Les trois territoires colorés sont occupés par trois récepteurs déja présentés page 35. Le plan
d’organisation s’inscrit dans la carte anatomique présentée en B (d’aprées 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 1’axe antéro-postérieur. De plus, des neurones qui projettent dans la
méme bande antéro-postérieure bulbaire occupent un méme territoire épithélial. On sait, par ailleurs, que des neuro-
nes qui portent un méme récepteur convergent vers un ou un petit nombre de glomérules olfactifs. On s’attend donc
bien a trouver une bonne superposition des deux cartographies. Cette convergence topographique précise pourrait
étre expliquée par une implication des récepteurs eux-mémes jouant par leur portion extracellulaire le role 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 mémes fibres
peuvent tout aussi bien servir a tenir compte de composantes temporelles dans le message
périphérique afférent.

Il n'empéche qu'au niveau glomérulaire, a 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 I'on admet que
les neurones récepteurs qui portent un méme récepteur convergent sur un méme glomérule,
I'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 especes différentes, telle que nous l'avons montrée, s'accorde bien avec 1'hypothese
d'un plan de cablage, en partie, génétiquement programmé. Elle incite aussi a envisager que
l'espace bi-dimensionnel de la couche glomérulaire, a I'échelle macroscopique donc, puisse
servir de base a une représentation spatiale de I'odeur. Soulignons que s'il existe une contrainte
génétique a cette organisation, elle admet une certaine plasticité puisque la cible glomérulaire
est plus dispersée apres la réafférentation suivant une manipulation génétique ou une Iésion 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 I'information
caractéristique du signal olfactif:

En contradiction apparente avec l'idée d'un code de l'odeur spatialement établi, les
résultats des expériences de 1ésions bulbaires montrent que des réponses comportementales
olfactivement guidées apprises sont conservées apres des Iésions 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'étre reproduites
sur des rats adultes (Lu et Slotnick., 1994, 1998). Pour résumer ces dernicres 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 systéme trigéminal
seul ne peut pas palier le déficit provoqué par la 1ésion. 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°™ et le 21°™ jour
suivant la lésion, c'est-a-dire probablement avant qu'une véritable réafférentation fonctionnelle
ait pu se mettre en place (Yee et Costanzo, 1995). Selon ces expériences, ou la perturbation de
l'espace neural est parfois extréme, la dimension spatiale du message, a 1'échelle de toute la
couche glomérulaire est profondément altérée. Cela implique qu'une partie de l'information
olfactive, au moins, celle dont se satisfait I'individu pour réagir de manic¢re adaptée a 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, a ce titre, les outils qui les visualisent sont grandement utiles. En tous cas, ce
que nous retenons des expériences de Iésions, 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
suggere que la représentation de 1'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 méme partout,
peut étre trouvée dans chaque territoire bulbaire. Par significative, on doit entendre suffisante a
la reconstitution perceptuelle du tout.

Si tel est bien le cas, reste a imaginer a quoi peut servir la belle organisation des
projections épithélio-bulbaires... D'une part, nous imaginons aisément que, parce que
convergente, elle est nécessaire a la sensibilité du systéme vis a 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 a l'acquisition d'une
"connaissance" sur les stimulus olfactifs, une structuration de la représentation olfactive ou 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 a dire, ici, en cas
de 1ésion bulbaire expérimentale ou de faible concentration stimulante), n'est bien siir possible
qu'a la condition que l'originale soit inscrite, connue ou mémorisée, a moins que des régles
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 systéme extrait de l'information du signal chimique,
c'est bien siir parce que le systéme 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 méme calcul et que
cette information-1a, parce qu'elle est discriminante, soit celle qui est prise en compte par le
systeme 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,
méme si l'on reconnait que ce passage s'accompagne d'une augmentation des distances entre les
stimulus, d'un accroissement des capacités de discrimination.

En dernier ressort, la sélectivit¢ 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 a la sélectivité, "large", des neurones
récepteurs de grenouille ou méme de souris correspondaient mal a I'hypothése selon laquelle un
seul type de récepteur équipait chaque neurone récepteur.

1.2.1. Interactions protéines - ligands

Une premiere difficulté, conceptuelle, provient de I'idée que I'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 tres étroitement délimitée,
certaines protéines enzymatiques sont moins exigeantes, comme la luciférase bactérienne, par
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Figure 35: Scénes olfactives ou complexités de ’odeur. Il
semble que pour le sujet humain, la perception olfactive appa-
raisse le plus souvent comme une propriété d’objet plutdt que
comme un objet (Dubois et al., 1997). Néanmoins, chacun con-
¢oit que I’odeur n’est pas un signal unidimensionnel: Les spé-
cialistes des parfums sont bien capables de nous faire apprécier
dans I’odeur de multiples traits qualitatifs mais aussi la di-
mension temporelle de leurs compositions'. Il est intéressant
de constater, comportementalement, que 1’exploration de I’odeur
et la reconnaissance des traits olfactifs par ces spécialites dure
et s’ordonne temporellement, manifestant I’exploration d’ un
espace complexe ou nous imaginons qu’il existe, comme dans
une scéne visuelle, des cohérences ou des rapports logiques,
donc perceptibles dans la représentation sensorielle de I’odeur,
qui constituent aussi 1’information olfactive. Alors, s’il s’agit
d’identifier la signification du stimulus, il est probable qu’une
fraction de I’information soit suffisante (A), ce qui fait,
d’ailleurs, le bonheur des aromaticiens. Ainsi, comme le sug-
gere I’analogie décrite en B, il est concevable qu’une Iésion
partielle, méme étendue, des bulbes olfactifs chez des ani-
maux exploitant fortement leur sens olfactif préserve
suffisament d’informations sur la source pour que le systéme
continue a I’identifier.

’A telle essence de rose, nous allons trouver, fraicheur, fleuri,
capiteux, des a-cotés fruités (ou acides), du montant, une dou-
ceur suave, ou une apreté 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 a 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 a 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 sir des peptides endogenes, des enképhalines, est instructif. Il existerait
en fait deux sites d'interaction sur le récepteur p, l'un, situé sur la premiére 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 méme
l'interaction de ligands indésirables avec le site récepteur proprement dit, situ¢ 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
I'économie d'un approfondissement de la connaissance de ces mécanismes pour comprendre la
réception olfactive.

Singuliérement, 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 0,1uM, la valeur la plus forte observée.
Les ligands potentiels sont discriminés par des parametres d'hydrophobicité ou stéréochimiques
(Pelosi, 1994). Ainsi, il est possible d'imaginer qu'une discrimination soit opérée dans le mucus
avant méme que le systéme récepteur soit atteint! Malheureusement, l'articulation entre les
OBP et le systéme récepteur n'est pas décrite. Toutefois, le modele 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 ORs du rat dans une cellule hote, permet de
constater que, méme si tous les stimulus efficaces recrutent tous la voie IP; ce sont des
structures chimiques différentes, (triméthylamine, acide isovalérique, lyral, métoxy-pyrazine,
pyrrolidine) qui semblent activer le récepteur ORs (Raming et al., 1993). Le deuxiéme est en
faveur d'un trés forte sélectivité, le récepteur I; du rat, transfecté par un vecteur viral chez le
rat, répond apparemment sélectivement a I'heptanal, a octanal, au nonanal



Sommaire 96

Strong ligands

S

2-Isobutyl-3- 4-Butyl-5-
methoxypyrazine %hopuﬂylwrazim propylthiazole Thymol
Bell pepper Bell pepper Disinfectant
é}. il. .
3,7-Dimethyloctanaol 2-Nonenal Linalool
M:mj.r Floral Cucumber Floral

Non ligands

e Op 0o .

2-Methyl-3- o
methoxypyrazine Benzaldehyde Quinoline p-Cresol
Nutty Almond Aniseed Disinfectant
@Aﬂ & )\j\a’\r J\im
2-Phenylethanol Cineole Isobutyl isovalerate  Isovaleric acid
Floral Euvcaliptus Fruity Sweaty

Figure 36: Spécificité des interactions entre les molécules odorantes et la protéine de transport extraite de
la muqueuse olfactive bovine (OBP},). Les molécules qui se lient a 'OBP,, avec un Kp compris entre 0,1 et 1
UM sont considérées comme de bons ligands. Les autres ne se lient pas a 'OBP, méme a des concentrations de
100uM. En plus des molécules indiquées ici, le rétinol, le benzyl benzoate et les muscs tricycliques seraient
aussi de bons ligands. D'aprés 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 derniére 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'. Ce n'est d'ailleurs qu'en utilisant des animaux présentant un déficit

'Randall Reed, au cours d'une réunion 4 la fondation Jean Marie Delwart, en Belgique, entre le 22 et le 25
octobre 1998, vient de nous annoncer que I'expression du récepteur 17 et d'autres est devenue possible dans une
cellule hote. 11 confirme une forte spécificité du récepteur 17.
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spécifique qu'on a pu montrer a l'aide dEOG une augmentation de la sensibilité périphérique
faisant suite a 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 a vis des agents inactivants montraient déja 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 1'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 a cette méme question? Elles
n'atteignent pas directement le niveau du récepteur aux odeurs. Toutefois, elles indiquent sans
conteste que:

- trés fréquemment, des neurones récepteurs de grenouille ou de souris répondent a des
molécules odorantes de structures chimiques variées. Cette information est transmise aux
bulbes olfactifs.

- des neurones récepteurs de grenouille répondent a la fois a des substances réputées ne
recruter que la voie IP; 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 mémes 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 régle de convergence glomérulaire, renforcerait cette
hypothése pour peu qu'on admette que l'activation de ces cellules ne provienne que de leur
dendrite primaire, connectée a un seul glomérule. Plus probablement, parce que les techniques
de biologie moléculaire qui supportent I'hypothése d'unicité, révelent en fait des sous-familles
(récepteurs ayant plus de 80% d'homologie), nous nous attendons en fait a ce que les neurones
récepteurs expriment bien simultanément plusieurs récepteurs de spécificités différentes.

1.2.3. Unicité ou multiplicité des récepteurs portés par un méme neurone récepteur?

Mais pour l'instant, les données objectives nous assurant de l'unicit¢ 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 & un odorant tout en
préservant sa sensibilité a un autre odorant (Kashiwayanagi et al., 1996). D'autres especes, 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
¢ventuellement 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 possédent plusieurs sites de liaison, dont on
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peut imaginer qu'ils controlent 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 role discriminant avantageux pour reconnaitre les mélanges.
Parmi les neurones récepteurs olfactifs de grenouille que nous avons enregistrés, nombreux
sont ceux qui répondent a la fois a des molécules réputées n'activer que la voie AMPc et a des
molécules réputées n'activer que la voie IP;. Selon le méme raisonnement, la littérature montre
clairement que certains neurones récepteurs de mammiféres au moins, chez I'homme ou chez le
rat expriment simultanément les deux voies (Tareilus et al., 1995; Rawson et al., 1998).

Mais, existe-t-il des récepteurs a 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 sir, ces cellules qui présentent toutes une activité spontanée
non nulle, pourraient étre des neurones immatures, mais probablement pas toutes. En effet,
certaines cellules ne répondaient qu'a un stimulus sur vingt testés. En fait, la probabilité¢ de
réponse a 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 especes
aussi, pour des neurones récepteurs trés sélectifs, qui pourraient n'étre équipés que d'un
récepteur sélectif comme semble I'étre celui caractérisé par Zhao et al., 1998. Reste a savoir
s'ils constituent une catégorie particuliére, c'est a dire que le systeme 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 a son affinité pour
le ligand concerné par l'anosmie spécifique, probablement un récepteur trés 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 '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 a celui des sujets normaux, inférieur a celui des
sujets ayant une anosmie généralisée (Amoore et al., 1972, 1975, 1976, 1977ab; Pelosi et al.,
1978, 1981). Chez la souris, le phénomene que nous avons étudié¢ correspondait bien a la
définition d'une hyposmie sélective. En effet, nous avons remarqué que méme chez les souris
présentant un déficit olfactif spécifique comportementalement observé vis a vis d'une substance
odorante, le systeéme olfactif, a un certain niveau de concentration présentait des réactions
physiologiques indéniables pour la substance odorante concernée. Un tel phénomene est alors
effectivement interprétable en terme de carence ou d'une concentration anormalement faible
d'un type (au moins) de récepteur a forte affinit¢. 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 ét¢ mises en évidence.
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Figure 37: Distribution des seuils de détection a 1'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 a l'acide isovalérique.
D'aprés 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 étre activé. Compte tenu, d'une projection épithélio-
bulbaire spatialement organisée sur la base de 1'équipement récepteur, on s'attend bien aussi a
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 étre un argument pour dire que méme chez les sujets anosmiques spécifiquement a 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 1'efficacité de la voie de
transduction suggérés par l'expérience de Wang et al. (1993) qui démontre '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 a ce
qu'ils reflétent I'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
deuxieme niveau de convergence €pithélio-bulbaire. Pourraient-ils étre expliqués par le fait que
plusieurs récepteurs susceptibles de reconnaitre la méme molécule sont simultanément portés
par les neurones qui adopteraient ce mode de convergence? En tout cas, ce modele, a pris
récemment encore plus de valeur, puisqu'une analyse génétique a permis de localiser les genes
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impliqués dans I'hyposmie sélective a 1'acide isovalérique de la souris C57BL/6J (Griff et Reed,
1995) et devrait contribuer & mieux définir ce phénomeéne”.

2. De la réception olfactive a la perception de I'odeur

L'un des buts finaux de ces travaux sur les neurones olfactifs est bien siir de comprendre
mieux comment un individu extrait une information du monde chimique qui I'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 notres tentent tous de donner une définition de 1'odeur. Cette confrontation
nous a vite fait comprendre que nous avions une vision assez étroite de la notion méme 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 a 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 mémes molécules
odorantes sur la base d'un savoir physico-chimique (Chastrette, 1981). Ces deux premicres
descriptions devraient étre assez cohérentes entre elles parce qu'elles sont proches,
moléculaires, de ce qui détermine l'information olfactive, c'est a dire l'interaction entre le
support de 1'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 a des sujets naifs de fagon indirecte d'établir des distances entre
ces mémes 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 méme pensé qu'il était possible de considérer qu'une variable ordinale pouvait nous
suffire et 'article qui suit rend compte de cette comparaison.

2.1. Article 10: Sicard, G., Chastrette, M. Godinot, N. (1997). Des représentations de
I'espace olfactif: Des récepteurs a la perception. Intellectica, 24:85-107.

2 . ’ . N\
Randall Reed vient de nous confirmer que dans ce segment génomique, on trouve un cluster correspondant a
une douzaine de récepteurs a 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 I'hyposmie spécifique nous conduit a admettre 1'existence de
récepteurs a faible sélectivité, probablement a forte affinité. Jusqu'a la découverte de preuves
incontestables, la premiére constatation peut recevoir, en principe, deux explications: Soit 1'on
consideére qu'il y a un assemblage possible sur ces neurones de n types différents de récepteurs,
éventuellement tres sélectifs (mais pas nécessairement), soit, a I'extréme et suivant 'hypothese
des spécialistes de la biologie moléculaire selon laquelle un unique récepteur serait exprimé
dans chaque neurone récepteur, nous démontrons que le systéme récepteur associé a un
neurone récepteur est souvent peu sélectif. Nous utilisons le terme vague de systeme récepteur
a dessein parce que, par exemple, nous aimerions bien savoir si et comment les protéines de
transport des molécules odorantes contribuent a 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 hypothése, 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 étre, aujourd'hui, soumise a I'épreuve expérimentale.

D'une autre maniére, nous savons que méme si les entrées du systeme olfactif sont peu
sélectives, elles sont capables d'assurer la discrimination de molécules odorantes aussi voisines
que la quinoline et I'isoquinoline, par exemple: La représentation périphérique de 1'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 systeme olfactif livre
trés lentement ses secrets. Les données que nous apportons, fonctionnelles, fixent un cadre a
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 role de récepteurs. Il faut
maintenant, pratiquement, décrire leur fonction, leur insertion dans la physiologie de 1'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 sélectivit¢ des cellules réceptrices du systeme olfactif des vertébrés,
complétent, de fagcon 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, a 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 systéme olfactif.

Le fait que la cellule olfactive soit en contact avec un environnement chimique est, bien
¢videment, un trait commun a toutes les cellules, méme si on préte encore aux cellules
olfactives quelque caractéristiques inédites. Généralement, ces contacts chimiques participent
au réglage des réactions de la cellule a son milieu. Certains d'entre eux sont efficaces des
l'interface membranaires grace a l'existence de récepteurs assez sélectifs. D'autres régulations
s'operent parce que la substance chimique pénctre a 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 a 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 étre parasite, champ d'investigation aujourd'hui quasiment éludé.

Succes du principe olfactif (et a coup sir, succes de la biologie moléculaire), on a
démontré que ce systéme chimiosensible pourrait étre utilisé ailleurs. Certains récepteurs de
type olfactif sont exprimés de maniére transitoire dans d'autres lieux du systéme nerveux, voire
dans le tissu cardiaque (Drutel et al, 1995). Des cellules trés mobiles comme les
spermatozoides expriment aussi des récepteurs de la méme super-famille, et méme un
équipement transducteur associé, dont on peut imaginer qu'ils conditionnent un chimiotactisme
(Parmentier et al, 1992, Vanderhaegen et al., 1993, 1997). La donc, la capacité des récepteurs
a guider des cellules prend tout son sens, celui d'une capacité a 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 suggerent aussi un rdle actif, structural, des récepteurs
dans le guidage des fibres primaires vers leur cible. Cette régle vient donc s'ajouter ici au
principe de stabilisation des synapses entre neurones par leur fonctionnement répété, parmi les
reégles organisatrices des réseaux nerveux.

Enfin, constatons que I'é¢tude des contacts entre les protéines réceptrices du systéme
olfactif et leurs ligands présente un intérét pratique pour le choix des stimulus odorants lors
d'applications en parfumerie ou dans la création d'aromes. Nous imaginons qu'elle contribuera
aussi a une plus large connaissance des interactions entre ligands et récepteurs, en général. Pour
ces raisons, pratiques ou fondamentales, l'intérét de 1'é¢tude des neurones récepteurs olfactifs
dépasse, désormais, le cadre de la physiologie de I'olfaction.
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Résumé de la thése
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 thése un ensemble de travaux, pour l'essentiel publiés et
effectués en collaboration, qui éclairent le fonctionnement de la périphérie du systéme olfactif
et les reégles qui président a I'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'¢lectrodes extracellulaires, chez la grenouille ou chez la souris, qu'un méme neurone olfactif
peut répondre a des molécules aussi différentes que le camphre, l'acétophénone et la
cyclohexanone. Ceci, soit démontre une spécificité¢ "large" des récepteurs, ou bien nie
I'hypotheése d'une expression limitée de types de récepteurs aux odeurs par un méme 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 a 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 intéress€s a la transformation de l'information
périphérique par l'intégration bulbaire en comparant les profils de sensibilit¢ des neurones
récepteurs olfactifs et ceux des deutoneurones du systeme 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 a la périphérie. Par ailleurs, nous avons examiné, chez la souris, la distribution
topographique, glomérulaire, des activations périphériques transmises aux deutoneurones du
systéme 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, a la fois, une forte convergence de certaines fibres périphériques
vers des foyers bulbaires, et, en méme temps, l'existence d'une réponse glomérulaire plus
é¢tendue ou diffuse. Se superpose donc une convergence fonctionnelle a 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 méme extensives des bulbes olfactifs,
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n'interdisent pas la manifestation de comportements olfactivement guidés appris avant Iésion.
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 modele animal de I'anosmie spécifique a l'acide isovalérique proposé
par nos prédécesseurs, nous découvrons d'abord qu'il s'agit plutot 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 I'étude anatomo-fonctionnnelle des projections bulbaires, nous démontrons
également que la périphérie du systéme olfactif des souris réputées spécifiquement anosmiques
a lacide isovalérique est bien sensible a cette substance. Cependant, notre étude
¢lectrophysiologique de la sensibilit¢ moyenne de la muqueuse olfactive des animaux réputés
spécifiquement anosmiques a 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 I'hypothése d'une carence en récepteurs périphériques. Toutefois, la
conception d'un codage par de multiples interactions différentes s'accorde mal avec I'existence
d'anosmies spécifiques.

Or, le type de sélectivité des neurones récepteurs olfactifs vis a vis des molécules
odorantes que nous observons indique que, généralement, une molécule odorante interagit
avec plusieurs récepteurs, et suggére 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 a la conception d'un codage par des canaux dédiés
(labelled lines), selon laquelle des voies tres sélectives, étroitement accordées aux stimulus,
encoderaient I'odeur. Nos données ne rendent pas impensable d'ailleurs que certains neurones
de ce type, échappant a notre observation en raison méme 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 these, nous avons examiné dans quelle mesure cet espoir peut
étre comblé.

Rapport- gratuit.com i‘@

LE NUMERD 1 MONDIAL DU MEMOIRES
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""Ce qui est important est invisible pour les yeux"
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New studies on odour discrimination in the frog’s olfactory recep-
tor cells. I. Experimental results
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Abstract. New experiments were performed within a systematic investigation of the discriminative
properties of olfactory receptor cells in the frog. Extracellular spike responses of receptor units were
recorded during stimulation with 39 different odorants. Several general properties of the olfactory
receptors, already described, were confirmed. The overall selectivity was found to be lower than in
previous studies. Enantiomeric forms of citronellol and carvone were discriminated by several recep-
tor cells, mainly in quantitative terms. In a series of eight cycloketones, each compound was the best
stimulus for at least one receptor cell and some receptor cells had several ‘best stimuli’. Five odorants
were delivered at two concentrations. All the receptors responding to the lowest concentration also
responded to the highest one.

Introduction

In order to study the mechanisms of odour discrimination at the peripheral level
of the olfactory system, we have undertaken a series of experiments based on
recording the electrical activity of receptor cell units in the olfactory mucosa of
the frog. Our intention was to class and group odorants according to the
responses that they elicited from olfactory receptors, a step towards the iden-
tification of the physicochemical properties relevant to the qualitative discrimina-
tion of odours.

In two early studies (Study I and II, Duchamp et al., 1974; Revial et al.,
1978a,b) we investigated the receptor responses to two sets of 20 odorants.
Mathematical analyses of the data indicated that the odour stimuli could be
distributed in several groups based on similarities in stimulating properties. In
addition, certain features of the receptor-cell sensitivity could be established, for
example the ability of the receptor cells to respond to odorants belonging to
several different groups, and their highly individualized sensitivity spectra.

These results have encouraged us to explore further the olfactory space by
testing a wider range of qualitative and chemical properties. The preceding ex-
periments showed that the opportunity of recording the electrical activity of a
single receptor cell for periods of time exceeding one or two hours was rather ex-
ceptional. We therefore could not investigate the responses of single receptor
units to a large number of stimuli in succession, and thus we had to limit each
series of experiments to a set of ~20 different compounds. The present report
deals with the experimental findings obtained with 39 different compounds
distributed into two sets, each one tested on a distinct population of receptor
cells. Because a series of odour compounds and the sample of receptor units
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stimulated with these compounds form a unity with regard to the mathematical
processing which is to be reported in a further paper (Revial et al., 1982), we
distinguished two parts in the whole experiment. They are referred to as ‘Study
III” and ‘Study IV’, respectively.

Materials and methods
Odorants
The odorants are listed in Tables I and 1I.

Choice. They were chosen according to several criteria. Some odorants that had
been tested in earlier studies were reintroduced in order to make a comparison
between the different experimental series: camphor, acetophenone, cyclohex-
anone in Study III; cyclohexanol, cineole, benzaldehyde, menthol, pyridine in
Study IV. Other chemicals were included because their odour resembled that of
odorants that had been found grouped in previous experiments (Amoore, 1970);
they were isoborneol, camphor-quinone and several cycloketones in Study III.
We were also interested in investigating the receptor responses to the members of
a well-defined chemical series. Cycloketones, already used in experiments on
‘selective degeneration’ following long-lasting exposure to odorants (Pinching
and Dgving, 1974) were introduced in Study III together with straight-chained

Table 1. Odorants used in Study I1I with an estimation of their concentration in the stimulating odour
flow. The different concentrations vary from 1/5 to 1/3 of the saturated vapour pressure.

Code Chemical name Concentration
(x 10 mol-
ecules x ml 1)

1 DCI d-Citronellol 6
2 LCI {-Citronellol 6
3 DCA d-Carvone 15
4 LCA I-Carvone 15
5 IBO Isoborneol 30
6 CAM dl-Camphor 30
7 CAQ Camphorquinone <1
8 MAC Methyl-amylketone 150
9 DPC Dipropylketone 100
10 PIN Pinacolone 350
11 ACE Acetophenone 60
12 CPN Cyclopentanone 2000
13 XON Cyclohexanone 550
14 CHN Cycloheptanone 150
15 CNN Cyclononanone 80
16 CDN Cyclodecanone 35
17 UDN Cycloundecanone 5
18 TDN Cyclotetradecanone 1
19 ODN Cyclooctadecanone <1
20 MCN Musk ketone <1

176



Odour discrimination in receptor cells

Table I1. Odorants used in Study IV with an estimation of their concentration in the stimulating odour
flow. For several compounds the saturated vapor pressure could not be known and the concentrations
were not determined.

Code Chemical name Concentration
(x10" molecules x mi—1)
1 G,
1 BZA Benzaldehyde 90 35
2 CIN Cineole 75 45
3 CYM p-Cymene 100
4 DMS «,4-Dimethylstyrene 65
5 HEX 2-Hexen-1-al -
6 1QI Isoquinoline 10
7 LIM d-Limonene 150 100
8 MTA p-Menthane 200
9 MTN A3,p-Menthene -
10 MEN Menthol 7
11 PHE Phenol 200
12 PYR Pyridine 650 450
13 PYL 1-Methyl-pyrrole -
14 QUI Quinoline 10
15 TER a-Terpinene -
16 THY Thymol 6
17 XAN Cyclohexane 6300
18 XCA Cyclohexane
-carboxaldehyde - V2 x Cy
19 XOL Cyclohexanol 100

ketones for comparison. Two pairs of enantiomeric compounds known to have
different odour qualities, d- and /-carvone (Friedman and Miller, 1971), d- and /-
citronellol (Ohloff, 1972), were tested in Study IIl. The choice of some com-
pounds was also guided by the purpose of associating structurally-related
chemicals in the same series of experiments, especially in Study IV. Finally, we
wanted to introduce chemicals with odour qualities not represented in the
previous experiments, for example terpenes introduced in Study IV.

Purity. The compounds used in Study III were obtained from Fluka and Merck.
They were of the higher purity grade commercially available and were checked by
gas chromatography. Several of the cycloketones were provided by K.B.Dgving
(Oslo). The samples of enantiomeres, provided by Roure-Bertrand-Dupont, were
checked for optical purity by polarimetry. The purity ranged from 95% and 99%.
I-Carvone smelt like spearmint oil and d-carvone like caraway oil; /-citronellol
was reminiscent of the Bulgarian rose odour and d-citronellol, of that of
citronella oil. All the chemicals tested in Study IV were offered free by Polak’s
Frutal Works, B.V., Amersfoort, Holland. They were of a purity grade higher
than 99.5%, as checked by gas liquid chromatography.

In preliminary experiments, we observed that stimulations with one of the
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previously selected compounds, 1-methyl pyrrolidine, induced very large electro-
olfactogram (EOG) responses, exceeding 10 mV, and produced long-lasting im-
pairment of the mucosal sensitivity. The use of this chemical being incompatible
with our experimental purposes, it was withdrawn from the stimulus set.

Stimulation intensity. The receptor cells were stimulated with rather high odorant
concentrations. We have previously discussed the reasons for our choice (Revial
et al., 1978a). Briefly, we were interested in knowing the degree of odour
discrimination which would persist despite the unfavorable conditions introduced
by the use of relatively high odour concentrations because this residual
discrimination would clearly point out distinct receptive mechanisms. As a matter
of fact, prior experiments have shown that the receptor cells kept noticeable
discriminative properties even when the stimulus was delivered at a few tenths of
the saturated vapour pressure (Duchamp et al., 1974; Revial et al., 1978a,b). In
addition, it was never observed that a receptor cell responding to a low concentra-
tion of an odour stimulus did not respond to a higher one (unpublished observa-
tions on concentration-response relationships). Special care was taken to equalize
the odorized flows, and therefore the concentrations, of the enantiomeric forms
of carvone and citronellol. For the three straight-chained ketones and the eight
cycloketones, the odorant flows were also equalized so that the concentrations
delivered were in the same proportion as the saturated vapour pressures of the
odorants. In order to gain information regarding the interaction between quality
and intensity in the odour discrimination by the receptor cells without lengthen-
ing the duration of the trials too much, five of the chemicals were delivered at two
different concentrations in Study IV. Moreover, the dilution rates of saturated
vapours were adjusted so that the slightly active odorants were less diluted than
the strongly efficient ones. The concentration values for the different stimuli were
calculated using published values of the saturated vapour pressures and the values
of the dilution rates of the odour vapours. These concentrations are given in
Tables I and II. The EOGs ranged from 0.1 to S mV.

Methods

The experimental set-up and the methods were described in detail in a previous
paper (Duchamp ef al., 1974).

Preparation. The eminentia olfactoria of pithed frogs were exposed by removing
the roof of the nasal cavity. The animals were maintained at 13°C throughout the
experiments in order to lengthen the survival time of the preparation. Frogs with
a very thick or opalescent mucus over the olfactory epithelium were rejected.

Stimulation. The 20 or 19 different odorous stimuli of each experimental study
were available from a multichannel olfactometer. They were delivered as 2-s
puffs of saturated vapour introduced in a longer-lasting flow of pure nitrogen.
The stimulations were given at random every second minute. In experimental
Study IV, for five odorants, a lower concentration was delivered after the 19 nor-
mal stimulations were completed. When it was possible, additional stimulations
were delivered to some units in order to study certain particularities of their

responses.
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Recording. Metal-filled glass capillaries were used to record extracellular elec-
trical activity from single olfactory receptor cells. Special care was taken to select
single unit activity from the observation of the shape, amplitude, and intervals of
the spikes (Revial et al., 1978a). The following criteria were specially considered:
constant total amplitude; constant ratio between positive and negative spike
phases; absence, in the spontaneous discharge and in the responses, of interspike
intervals shorter than 50 ms. This value was found to be the limit of the instan-
taneous frequency observed during the strongest responses. Recordings suspected
to involve more than one nerve unit were not kept. These recordings were obtain-
ed from various parts of the eminentia olfactoria, with the exception of the
rostral pole of this structure which was little explored. The EOG was always
recorded and observed as a control of the responsiveness of the whole mucosa.

Evaluation of responses. The resting frequency was calculated as the mean
number of spikes occurring during 20 s preceding the stimulus delivery in the
course of each trial. Excitatory responses were measured in terms of maximum
firing frequency calculated from the smaller two or three successive interspike in-
tervals. This criterion was chosen because the responses typically consisted of a
progressive decrease of the interspike intervals up to a minimum value, followed
by a progressive return to the pre-stimulation value. As reported in the Results,
some responses exhibited spike amplitude decrement and the discharge was inter-
rupted after the initial acceleration. In these cases, the frequency was evaluated
by measuring the intervals between the last observable spikes. The strength of
these responses was possibly under evaluated. When the stimulation induced a
reduction of spike activity, the response was evaluated according to the duration
of the silent period. No confusion was possible between spike suppression and
decremental excitatory response because in the latter case the period of discharge
interruption was always preceded by a brief burst of spikes at high frequency.

Results
Spontaneous activity and responses

We recorded the responses from 71 units belonging to 28 frogs in Study III, and
from 53 units belonging to 27 frogs in Study IV. Eighty per cent of the units were
located at a depth ranging between 100 and 200 pm. Most of the recorded spikes
displayed triphasic configuration resembling that of axon spikes described by
Getchell (1973).

As in the preceding studies, the spontaneous activity was found to be low. The
mean resting frequency was <25 spikes/min for 70% of the units. The highest
resting frequency was 200 spikes/min, found in one case only (Figure 1).

Depending upon the interaction of each odorant with each unit, the stimula-
tions could induce different changes in the spontaneous discharge. The increases
in frequency, referred to as excitatory responses, did not exceed 20 spikes/s.
Reductions or interruptions of spike activity were rarely observed. A unit excited
by several chemicals usually displayed a quantitatively different response to each
stimulus. For example, unit 119.3 gave excitatory responses to all the chemicals
except camphor which failed to induce any change in spike discharge. In the 19
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Fig. 1. Histogram of receptor cell spontaneous activity.

cases the response discharge frequency varied between 4 and 20 spikes/s, with
numerous intermediate values. The same series of stimuli delivered a second time
to the same unit 1 h later elicited exactly the same 19 responses with identical
characeristics of latency and frequency (Figure 2). This confirms, for a given
unit, the very good reproducibility and stability of the responses.

High-rate responses were often characterized by a progressive diminution of
the spike amplitude in the burst. These ‘decremental’ responses were usually
associated with discharge rates of ~ 20 spikes/s, but some appeared at a frequen-
cy lower than 10 spikes/s. Twenty-one percent of the excitatory responses in
Study III and 8% in Study IV presented this characteristic. Such responses were
sometimes followed by several seconds of spike inactivity, but the ability of the
unit to respond to further stimulation 1 min later was not impaired.

Five per cent of the excitatory responses, mainly those of ‘decremental’ type,
were followed by a typical change in discharge time-patterning. The stimulation
induced rhythmical bursts of spikes which persisted for 10 min in some cases. In
Study III, such responses were observed in 10 receptor cells; each of them showed
this reaction to one to five stimuli. A total of 14 different odorants were able to
elicit this discharge patterning.

Receptor selectivity

In Study III, 1420 stimulations were performed. An overall responsiveness of
49% was observed, with 662 (46.7%) excitatory responses and 33 (2.3%) cases of
discharge interruption. The latter type of response was observed with 9 different
compounds in nine receptor units. In three units, the spike interruption was the
only type of response observed; however, in 6 units excitatory responses could
also be obtained with other stimuli. Six receptor units failed to respond to the

180



Odour discrimination in receptor cells

DCI

|
CPN XON
CNN UDN

28 28

Fig. 2. Different excitatory responses recorded from one receptor cell (119.3). Each odorant was
delivered twice. For each pair of tracings the lower trace was recorded one hour after the upper one.
The characteristics of the response to a given compound are reproducible. Stimulus delivery is in-
dicated by vertical lines.

whole set of odorants.
In Study IV, 1007 trials were followed by 370 (37%) excitatory responses and

only one undisputable case of spike interruption. Seven units did not respond to
the stimuli.
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Fig. 4. Study IV. Histograms of receptor selectivity. The receptor cells are distributed in classes ac-
cording to the number of excitatory responses to 19 different stimuli.

The histograms in Figures 3 and 4 show the distribution of the receptor cells in
various classes of responsiveness according to the number of different odorants
to which they responded. It may be observed that many cell units were sensitive to
a large number of odorants. In Study III, four cells responded to all the 20
chemicals, and nine cells responded to 16 stimuli. The picture was not markedly
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Fig. 5. Study III. Stimulating effectiveness of the 20 odorants tested on 71 receptor cells. Empty
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different in Study IV, except that no receptor cell responded to more than 17
odorants.

Stimulating efficiency of odorants

The relative stimulating effectiveness of the chemical is illustrated in Figures 5
and 6. It can be seen that the straight-chained ketones (Figure 5) affected most of
the receptor units. Among the cycloketones, only a small decrease in stimulating
effectiveness was noted from Cs (60.5%) to Cy, (49.3%), although the concentra-
tions varied in the range of 400 to 1. The heaviest ketones, C,,, C;q and musk-
ketone, which were the least efficient stimuli affected ~ 14% of the receptor cells.
It will be further noted that camphorquinone which was >30 times less concen-
trated than isoborneol elicited the same number of responses. The two enan-
tiomeric forms of carvone and of citronellol excited almost the same number of
receptor units, the /-form being slightly less efficient in both cases. In Study IV,
the most efficient stimuli were benzaldehyde, cineole and p-cymene which af-
fected 56% of the receptor cells; the least efficient was 1-methyl-pyrrole (17%).
The other compounds stimulated an intermediate number of receptor cells.

183



M.F.Revial ef al.

g
° —
230
[}
o
e
1
K b
£20 ]
£ ]
£ |
z -
10}
PPN P e R QAT S ST OO AL S
St T T T S ETC @ @ T @

Fig. 6. Study IV. Stimulating effectiveness of the 19 odorants tested on 53 receptor cells. The single
suppressive response (to pyridine) is distinguished.

Odour discrimination

Figures 7 and 8 give a schematic presentation of the quantitative data. The area
of each spot is approximately proportional to the maximum frequency of a cell
discharge under the corresponding stimulation. In the absence of response to a
given stimulus, the spot represents the spontaneous activity. The units from
which no response could be elicited are not represented.

In Study III (Figure 7) a large number of receptor cells gave the same type of
response to each of the two enantiomeric forms of carvone and of citronellol.
Forty-two receptor cells responded to both d- and /-carvone, and only two clearly
discriminated the isomers. Thirty-five receptor cells confused d- and /-citronellol,
and only 3 distinguished between them. However, the frequency of the discharge
elicited by d-carvone was higher than that elicited by /-carvone in 25 receptor
cells, while it was smaller in 10 receptors. The d-form of citronellol was also more
efficient than the /-form (20 against 9). The two isomers methyl-amylketone and
dipropylketone that were very efficient stimuli were poorly discriminated; only 5
receptor cells were able to distinguish between them. Isoborneol and camphor
elicited common excitatory responses from 21 receptor cells. Only 7 receptor cells
that responded to one of them failed to respond to the other.

Interesting observations can be made regarding the responses to the eight
cycloketones. Several examples of the receptor response profiles to these ketones
are illustrated in Figure 9. It will be first noted that the receptor cells presented
different degrees of discriminative ability, some of them responding to only one
ketone (15,6), others responding to all of them (14,36,17). High sensitivity to a
given compound was often associated with lower sensitivity to heavier and lighter
compounds. Such a ‘tuning’ of the receptor sensitivity to a certain number of C
atoms was more or less sharp (compare for example receptors 46 and 58). It will
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Fig. 8. Study IV. Diagrammatic representation of receptor cell activity following odour stimulation.
The spot size is roughly proportional to spike frequency. Along a line a response appears as a larger
spot (excitation) or a smaller spot (suppression) with respect to equally-sized spots representing the
resting frequency. Receptor cells are identified by the number of the frog followed by the number of
the unit (left column) and by a serial number (right column). Columns were disposed in order to group
odours according to their chemical structure and lines are approximately arranged according to the
decreasing number of responses.

be further noted that almost all the ketones between C; and Cy, could be the best
stimulus for at least one receptor cell. In addition, the complex response profiles
of some receptors suggested that they were tuned to several chemicals in different
parts of the ketone series (receptors 45,14).

In Study IV (Figure 8), it was observed that the position isomers quinoline and
isoquinoline were clearly discriminated by 4 receptor cells that responded to only
one of them, while a further 3 made a quantitative discrimination and 6 confused
them. A large number of receptor cells gave similar responses to p-cymene and
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Fig. 9. Separate presentation of the receptor cell responses to eight cycloketones (from Figure 7).
The selected examples illustrate various receptor response profiles. Cells identified with reference to
Figure 7. Bar height is proportional to spike discharge during response.

dimethylstyrene. Menthane, menthene and limonene also elicited a majority of
COMITON responses.

Effects of change in stimulus concentration

Five of the 19 odorants tested in Study IV could be delivered at two concentra-
tions, the lowest of which being reduced by 25% to 40% with respect to the
highest one (Table II). The highest concentrations (Cl1) elicited 83 responses

187



M.F.Revial es al.

oS e
SEYTN ©& o
Vo~ o~~~ o~
8 2 « o+ e e ... ..:
72. . ... . . .
181 @ o @ © ¢ ¢ o ¢ O o
71 @ 0@ © @ ¢ o & o .
11... . . . & o o e
8,19 - @ @ - .. @ -
12;.000:.8000
Y ® o o
192,’. .o - . e -
19 3 . . o o - . @ °
20 1 @ @ @ o o o @ © o o
20 2@ + ® o @ o > o @ o
112... . e e @ e -
61, . . . . . . .9 @
171... e o o @O O o o
s 1eg eee® - - 00
4 3. . . . . . . @ e
19 @c 0 00 -
52@ 0 ® ¢ e O o o
51 . . . . e e ¢ O
110000000 - - -
31 g0+ +» @+ OO 0 -
3bl.. . AR N )
14 1 & o o o o o - - @
|23._...... . .
12 1 . e X - @ -
1229 ¢ . . . 0000
0 19 @ .+ - o 000 ¢ -
241:...0 ® o o o o
22 1 L 2N BN - 9000
€ C; C C,C €, C C C Cy
€i>C, spikes /7 min
1.9 - 10_19 « 50. 99 ® 200_499
- « 20.49 ® 100.199 @ 500_999

Fig. 10. Study IV. Receptor cell responses to two different concentrations of 5 odorants. The
estimated concentrations are presented in Table II. Same concentrations as in Figure 8 for C,.

following 150 stimulations against 60 with the lowest concentrations (C2) (Figure
10). All the receptors responding to the lowest concentrations of a stimulus also
responded to the highest. The responses to C1 were equal to or stronger than
those to C2, except in two cases (7.2, limonene; 10.1, cyclohexane carbox-
aldehyde).

Discussion

Several aspects of the findings confirm observations already reported and
discussed in earlier studies (Duchamp et al., 1974; Holley et al., 1974; Revial et
al., 1978a), namely the range of the receptor spontaneous activity, the various
time patternings of the responses, including rhythmical bursts of spikes following
strong excitatory responses. Regarding the ‘decremental’ aspect of the spike size
during some cell responses, a recent study (Juge et al., 1979) suggested that it is
associated with an excessive depolarization of the receptor cells under strong
stimulation.

The induction of a cyclic pattern of cell activity by some stimuli has been
reported in a previous study (Revial et a/., 1978a). Clearly, this property does not
characterize a particular type of odorant since it was occasionally displayed by
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70% of them in the present Study III. It is also not a systematic characteristic of
the response of the investigated receptors since normal-type responses were also
observed in these cells. More likely, the rhythmical discharges are related to the
strength of the excitation, that is to the conjunction of a high odour concentra-
tion and a high sensitivity of the receptor cell.

The selectivity of the receptor cells as found in these experiments was markedly
lower than in the two previous studies. This is possibly in connection with an in-
crease in concentration for some stimuli. The decreased selectivity was also a con-
sequence of the presence, in the stimulus set, of very active compounds such as
the straight-chained ketones in Study I1I which were able to stimulate most of the
receptor cells.

A small variation of the odour concentration made with 5 odorants in Study IV
produced a noticeable change in the number of excitatory responses elicited from
the sample of receptors. Two remarks can be made about this result. First, a
strong influence of the stimulus intensity on the rate of responses was expected on
the basis of previous studies of concentration-response relations in frog receptor
cells (Holley et al., 1977) and unpublished results. It was demonstrated that in the
majority of the receptor cells, the dynamic range of the concentration-response
function, from the threshold to the maximum response, was not wider, and
sometimes far less than one log unit. Second, the highest concentration of an
odorant always elicited a response from a cell which had responded to the lowest.
This also agrees with the experiments mentioned above.

The discussion of the results which are relevant to quality discrimination will be
fully developed in a subsequent paper. In this paper, we focus attention on the
discrimination of the 8 cycloketones. First, it appears that the lightest ketones,
which were also the most concentrated, were not the most effective stimuli for all
the receptor cells. Actually, the stimulating effectiveness was almost evenly
distributed from Cs to Cy. Second, when the responses are expressed in quan-
titative terms (Figure 9), it becomes clear that each compound (with the possible
exception of C,,) was the best stimulus for at least one receptor cell. Third, it can
be seen that the receptor cells show various degrees of selectivity in their
responses, from one to eight responses to the eight cycloketones.

These data suggest a comment concerning the membrane components which
perform the first steps of the processes leading to the responses observed. It is dif-
ficult to account for the cycloketone discrimination assuming a unique type of
detection mechanism in the receptor membrane. The diversity of the ‘best stimuli’
and the various degrees of selectivity displayed by the receptor cells are more in
favour of a plurality — and even a large plurality — of membrane acceptor types
in the recorded cells. The ketone function does not therefore appear as being
detected per se. Other factors, possibly related to the molecule size, play a deter-
mining role in the discrimination process.

An interesting finding is the existence of several peaks of sensitivity in the
response profile of some receptor cells to cycloketones. It was argued (Holley and
Dgving, 1977) on the basis of previous experiments (Duchamp et al., 1974; Revial
et al., 1978a,b) that the sensitivity of individual receptor cells to odorants belong-
ing to markedly distinct groups indicated the presence of several types of accep-
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tors in the membrane of a single cell. The ‘tuning’ of some receptor cells to
several regions of the ketone spectrum can be taken as a support for this concept.
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Abstract. Revial ef al. (1982) reported the experimental findings obtained in cell units stimulated with
two new sets of odorants. The present paper deals with mathematical processing of these electro-
physiological data. The multidimensionality of the odour space was confirmed. Camphor, isoborneol
and cineole appeared to represent a ‘camphor group’ markedly discriminated from other odoranis. A
‘terpene group’ including terpinene, dimethylstyrene, limonene and cymene and related to menthane
and menthene was observed. A series of 8 cycloketones was found to have a linear pattern in the fac-
torial planes and to be subdivided into three subsets. Cyclooctadecanone and cyclotetradecanone
displayed correlations and spatial relationships with musk ketone while cycloundecanone, cyclo-
decanone and especially cyclononanone were more related to the ‘camphor group’. Separate process-
ing of the unitary responses of 12 receptor cells recorded from a single preparation led to the building
of a factorial space resembling that constructed with the full collection of data. The incidence of
odorant concentration on similarity evaluation is discussed on the basis of receptor responses to two
different concentrations of some of the odorants.

Introduction

Analysing electrophysiological responses of single receptor cells has proved to be
a valuable approach towards understanding the mechanisms responsible for the
receptive and discriminative properties of the peripheral olfactory system. In two
previous studies our group investigated the responses of the olfactory receptor
cells of the frog to two sets of 20 odorants (Duchamp et al., 1974; Revial et al.,
1978a) and proposed an interpretation of the findings based on multidimensional
analysis (Revial ef al., 1978b). Two additional series of experiments have been
performed recently with new stimuli, in order to widen the range of qualitative
and chemical properties represented by the tested odorants. The experimental
results obtained in these studies have been reported in a previous paper (Revial et
al., 1982). A complementary analysis of the results is presented here. It is based
upon computation of correlation coefficients and on factor analysis.

Methods

The physiological data that are analysed here were obtained with the use of
recording and stimulation techniques described in Revial et al. (1982). The
method consisted of recording the extracellular activity of individual receptor

cells in the olfactory mucosa of the frog stimulated by pure chemicals. In one of
the two series of cell recordings (Study III), 20 odorants were tested on 71 recep-
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tor cells; in the second series (Study V), 19 odorants and 53 receptor cells were
investigated. The odorants were the following: Study III: d-citronellol (DCI),
1-citronellol (LCI), d-carvone (DCA), 1-carvone (LCA), isoborneol (IBO), dl-
camphor (CAM), camphor-quinone (CAQ), methyl-amylketone (MAC), di-
propylketone (DPC), pinacolone (PIN), acetophenone (ACE), cyclopentanone
(CPN), cyclohexanone (XON), cycloheptanone (CHN), cyclononanone (CNN),
cyclodecanone (CDN), cycloundecanone (UDN), cyclotetradecanone (TDN),
cyclooctadecanone (ODN), musk ketone (MCN); Study IV: benzaldehyde (BZA),
cineole (CIN), p-cymene (CYM), «,4-dimethylstyrene (DMS), 2-hexen-1-al
(HEX), isoquinoline (IQI), d-limonene (LIM), p-menthane (MTA), A3,p-
menthene (MTN), menthol (MEN), phenol (PHE), pyridine (PYR), 1-methyl-
pyrrole (PYL), quinoline (QUI), a-terpinene (TER), thymol (THY), cyclohexane
(XAN), cyclohexane carboxaldehyde (XCA), cyclohexanol (XOL).

The receptor responses were expressed in terms of maximum spike frequency
and the spontaneous activity was noted in absence of response. Several cell units
that did not respond to any of the odour stimuli were discarded. The results were
summarized in two numerical matrices of 20 x 65 and 19 x 46 values. It is on these
numerical values that the mathematical processings were first performed. Further
calculations were carried out on the results of a concentration study in which five
of the odour stimuli of Study IV were used at two concentrations in order to ten-
tatively estimate the possible incidence of stimulus intensity on similarity evalua-
tion.

The responses of all the receptor cells to each pair of odorants were first com-
pared using the Pearson’s r correlation coefficient. The numerical tables were
then processed according to Benzecri’s ‘analyse des correspondances’ (Benzecri,
1973). This analysis led to multidimensionally representing the variables
(odorants) and the observations (receptor cells) as vectors in a multidimensional
space. In this representation, proximities between variables depend on differences
between both angles and lengths of representative vectors. Odorants eliciting
responses from the same receptor cells tend to be located in close proximity in the
factor planes.

Results
Evaluation of similarities between odorants

Correlation coefficient. The distributions of the values of the Pearson’s r correla-
tion coefficient for all the 190 pairs of odorants used in Study III and the 171
pairs tested in Study IV are presented in Figures 1 and 2, respectively. The corres-
ponding histograms display fairly similar features. For example, in both studies
the negative values for r are rare and no one reaches the significance threshold at
5%. However, in Study III, the modal class is 0.3—0.4, whereas it is only
0.2—0.3 in Study IV. The percentage of significant positive values is markedly
higher in Study III than in Study IV (69% vs 43%), which indicates that the
odorants tested in the former study exhibited a higher degree of similarity with
each other. Figures 3 and 5 diagrammatically present the highest r values, all
significant, computed for Study III and Study IV and divided into three classes
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symbolized by different lines.

The diagram illustrating Study III shows that two odorant pairs are highly cor-
related, CAM and IBO on the one hand, and the two forms of carvone on the
other hand (LCA, DCA). Lower but still significant » values are further noted for
the other enantiomers, DCI, LCI, and for the isomers MAC and DPC. The eight
cycloketones of the odour sample are dispersed between three networks. The first
network includes the heaviest ketones, ODN and TDN, which are highly cor-
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0.61 <r <0.70: middle lines; r >0.70: heavier lines. All these values are significant at the 0.1%
threshold.

related with MCN. This subset is not related to the other odorants. The second
network involves cycloketones of intermediate mol. wt. (UDN, CDN, CNN). It
must be noted that this group presents strong relationships with the CAM-IBO
pair and has looser links with the third subset of cycloketones through CHN.

It is worth considering in more detail the values of the  coefficient between the
different cycloketones and the CAM-IBO pair. It can be seen in Figure 4 that
CAM and IBO display very similar relationships with cycloketones. The shape of
the curves indicates that the similarity between cycloketones and camphoraceous
compounds increases with the number of C atoms, reaches a maximum for
C,—C,; and decreases with further enlargement of the carbon ring.

The lightest cycloketones, CPN, XON and CHN display significant correla-
tions with PIN, and CPN is well correlated with the d-forms of both enantiomers,
DCA and DCI. Finally, only one compound, CAQ, remains isolated from the
other odorants.
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Figure 5, the diagram referring to Study IV, shows that the position isomers

QUI and IQI are highly correlated. Significant positive values are further found
for the cross-relationships between MTA, MTN, TER, LIM, DMS and CYM on
the one hand, and XCA and BZA on the other hand. The diagram also shows
that five compounds display no significant correlation with any other com-
pounds; they are CIN, HEX, PHE, XAN and PYL.
Factor analysis. In both studies, a large number of factors are required to repre-
sent the total variance of the original data. Among several possible ways of
representing factor analysis data, we chose to represent, for each study, the fac-
torial plans defined by factors 1 and 2 and by factors 3 and 4, separately. In order
to provide a more synthetic — though partial — view of the odorant space, a
three-dimensioned presentation of the first three factors is also shown. It must be
emphasized that factors are independent from each other and that a complete
representation of the multidimensional space would be obtained only by taking
all factor combinations into account. The variance associated with the first four
factors reaches 61.7% in Study III and only 49.4% in Study IV. The difference is
mainly related to the relative weight of the first factors that is 26.9% in Study III
and 16% in Study IV.

In Study III, the odorants are presented in the planes defined by the first and
the second factors in Figure 6A and by the third and fourth factors in Figure 6B.
A combination of the first three factors is shown in Figure 7. The first factor is
highly correlated with CAM, IBO and the heaviest cycloketones while it is
negatively correlated with MAC and DPC. The second factor is positively cor-
related with ACE and negatively correlated with PIN. Along the third factor, the
lightest cycloketones, CPN and XON are opposed to MAC and DPC. Finally, the
fourth factor is mainly correlated with the cycloketones. Whatever the combina-
tion of factors considered, some of the odorants are grouped in pairs. These pairs
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Fig. 5. Study IV: Correlations between odorants according to the calculation of the Pearson’s r cor-
relation coefficient. Three classes of significant r values are represented. 0.45 <r <0.50: light lines;
0.51 <r <0.60: middle lines; r >0.60: heavier lines. All these values are significant at the 0.1%
threshold.

are (i) the enantiomeric forms of citronellol; (ii) the enantiomeric forms of car-
vone; (iii) the isomers MAC and DPC, (iv) CAM and IBO.

There is a considerable scattering of the cycloketones in both factorial planes
represented but this scattering has a certain order. In the first factorial plane
(Figure 6A) it can be seen that these compounds are differently distributed with
respect to axes 1 and 2. From 5 to 9 carbon atoms, they are almost exclusively
discriminated by axis 1 whereas the remaining ones are solely discriminated by
axis 2. Consideration of the second factorial plane provides further information
(Figure 6B). The heaviest cycloketones TDN and ODN appear to be well isolated
from all the other ketones with respect to axis 4. It must also be noted that the
proximity of MCN with these odorants, which is visible in the first factorial
plane, is fully confirmed when the second plane is considered.

Another example of the relationships between cycloketones and other odorants
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Fig. 7. Study III: A tridimensional representation of the odorants according to the data of factor
analysis.

concerns the CAM-IBO pair. Considering the first four factors, it can be
observed that this pair is located closer to the cycloketones of intermediate mol.
wt. (C;, Cg, Cyg, Cyy) than to any other compound.

The other compounds do not display any noticeable relationship with the
cycloketones. However, one may note that the straight-chained ketones MAC
and DPC are located close to the lightest cycloketones (XON, CPN) along 3 of
the 4 factors represented.

CAQ appears to be well isolated from all the other odorants, even from the
‘camphor group’. Finally, it is interesting to observe that ACE is, among all the
compounds, the one which is the most distant from the camphor group in the first
factorial plane.

Twelve of the receptor cells investigated in this study have been recorded from
a single frog (frog 133, Revial ef al., 1982). The responses from this subpopula-
tion were processed separately with factor analysis. Figure 8 illustrates the first
factorial plane. When this diagram is compared with that relating to the whole
data in Figure 6A, striking similarities can be observed. For example, the lightest
cycloketones are mainly discriminated by the first factor along which the CAM-
IBO pair is opposed to the straight-chained ketones (MAC, DPC), to CPN, and
to the aromatic compound ACE. CNN is still located close to the camphoraceous
compounds. The second factor is mainly correlated with ACE. The main dif-
ferences are found in the position of CAQ and that of the heavy cycloketones: the
former compound is not discriminated from camphor; the latter ones provoked
no responses from the 12 receptor cells and their location is determined by the
spontaneous activity only.

Factor analysis data relating to Study IV are depicted in Figure 9. The first fac-
tor is highly correlated with CIN, which is opposed to PYR, XCA and BZA, the
second factor being correlated with LIM, TER and CYM. The third factor is
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Fig. 8. Study III: Factor analysis diagram obtained by separately processing the data from 12 recep-
tor units recorded in a single frog.

positively correlated with HEX and negatively correlated with XOL. Finally, the
fourth factor is highly correlated with MEN only.

A combination of the first three factors is also shown in Figure 10. Considera-
tion of the relative position of the compounds with respect to each of the four
axes leads to individualizing the QUI-IQI pair and a cluster involving CYM,
LIM, TER and DMS. MTN and MTA seem to be closely related to these com-
pounds so that the whole cluster may tentatively be called ‘terpene group’.
Several compounds, CIN, HEX, MEN and PYR display no preferential relation-
ship with any odorant of the sample. The most isolated one is CIN.

Evaluation of similarities between receptor cells

The r correlation coefficient was calculated for all pairs of receptor cells involved
in each study. The values of this coefficient were found to be distributed in a
wider range than those characterizing the odorant pairs (Figures 3 and 5). Some
pairs formed by selective receptor units sensitive to the same unique odour
stimulus reached highly significant positive values of the r coefficient. A few less
selective receptor cells were also found among the highly correlated pairs. If one
exclusively considers those receptor cells displaying exactly similar response pro-
files in qualitative, all-or-none terms, only three receptor cells could be retained
in Study IV; they responded to CIN. A greater number of identical response pro-
files were observed in Study III. Three receptor cells responded to all 20 com-
pounds. Six pairs of units presented more selective profiles involving responses to
6, 11, 14 (2 pairs), 15 and 16 stimuli, respectively. Finally, two further profiles
were found to be exhibited by two groups of three receptor cells responding to
two and three compounds, respectively. The Benzecri’s method of factor analysis
used in these studies allows one to represent receptor cells and odorants in the
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samk factorial planes (Flgure 6A, Study III and Figure 9A, Study IV). In both
diagrams, the receptor cells are dispersed in fairly equal proportions in the four
quadrants defined by the first two factors. Some cells are located at a distance
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Fig. 10. Study IV: A tridimensional representation of the odorants according to the data of factor
analysis.

from the cloud of points. These are very selective receptor units responding to a
very small number of odorants. For example, in Figure 9A, units 1, 3 and 25
which responded to CIN exclusively, lie in a quite peripheral position. On the
contrary, unselective units are gathered in the central zone of the cloud, as ex-
emplified by units 20, 42 and 44 which responded to 16 stimuli. Considering the
relative position of odorants and receptor units it can be observed that units tend
to join those odorants to which they responded preferentially. For example, in
Figure 6A, units 47, 13 and 51 which displayed selective sensitivity to MAC and
DPC lie close to this odorant pair. They maximally contributed to its discrimina-
tion from the other compounds. Despite these interesting observations, which are
not unexpected, the analysis does not seem to reveal any exceptional feature of
the receptor cell space.

Odour concentration and stimulus discrimination

Revial et al. (1982) reported the experimental results of a concentration study
(termed Study IVc below) performed on 30 out of the 46 receptor cells involved in
Study I'V. These cells were submitted to additional stimulations with five of the 19
odorants delivered at a lower concentration. These odorants were BZA, CIN,
XCA, LIM and PYR.

The 30 receptor cells retained in this concentration study were selected because
they were still recordable after the rather long period of time needed to perform
the 19 previous stimulations. This condition of unit selection introduced the
possibility of a systematic bias on a functional ground. This possibility was tested
by comparing the properties of the 30-cell subset with those of the 46-cell sample.
Two parameters were considered, the distribution of the spontaneous discharge
frequencies and the distribution of the numbers of responses per stimulus. Highly
significant correlation coefficients (0.98 and 0.96) were found between the
samples for both parameters and the assumption of a sampling bias was rejected.
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Fig. 11. Study IV: Factor analysis diagram with additional results obtained with a lower concentra-
tion (small letters) for five of the odorants.

The incidence of changing odour concentration on odorant discrimination was
first evaluated by calculating the r correlation coefficient between response pro-
files elicited by two concentrations of a same odorant. The following values were
obtained; 0.49 (BZA); 0.47 (CIN); 0.62 (XCA); 0.75 (LIM); 0.78 (PYR). Three
concentration pairs reached the significance threshold at 0.1% (XCA, LIM and
PYR) and two pairs (BZA, CIN) at the 1% threshold.

Further investigations were made using factor analysis. For this processing, the
responses of the 30 receptor cells to the five additional stimulations were grouped
with those of Study IV. The first factorial plane is represented in Figure 11.

The first factor is highly correlated with the highest concentration of CIN, as in
Study IV, and also with the lowest one. Along this axis, these stimuli are opposed
to both concentrations of BZA and to XCA. The second factor is highly cor-
related with LIM, as it is in Study IV. LIM and CYM are opposed to both con-
centrations of PYR along this axis. The distribution pattern of the odorants in
this plane is not markedly different from that observed in Study IV (Figure 9A).
In particular, the ‘terpene group’ is still present. It includes both concentrations
of LIM. As for the other concentration pairs, it can be noted that they are poorly
discriminated by the first axis and much more so by the second one. With the ex-
ception of LIM, the lower concentrations are found in a more peripheral position
than the corresponding higher ones, which indicates an increase in discrimina-
tion. If one takes into account factors 3 and 4 (not represented here) in addition,
the two concentration pairing is quite clear for LIM and fairly good for CIN and
PYR. It is more questionable for XCA and for BZA.

Discussion

The findings reported in the present study are based upon mathematical process-
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ing of electrophysiological responses recorded from receptor cells. Each response
was expressed by a single number which represents the maximum frequency of
the spike discharge following odour stimulation. It may be argued that represen-
ting the structure of a spike train by a single number leads to a considerable
reduction of the information contained in the receptor responses. However,
calculations require such a reduction. The choice of the maximum frequency has
been discussed elsewhere (Revial et al., 1978a). This choice is based upon the
assumption that this parameter is well correlated with the amplitude of a primary
event, the receptor/generator potential elicited in the receptor cell by the odorant
action. This assumption is strongly supported by a recent study (Trotier and
MacLeod, 1983).

Several of the findings reported above are in agreement with some of the con-
clusions drawn from previous series of experiments made according to the same
line of investigation (Study I, Duchamp et al., 1974; Study II, Revial et al.,
1978a,b). Firstly, the multidimensionality of the interactions between olfactory
stimuli and receptor cells is unquestionably illustrated in the present new studies.
Secondly, as in previous studies, the various olfactory stimuli displayed different
degrees of similarities ranging from very close relatedness to complete in-
dependence. It was again observed that the negative correlations between
odorants were rare and never significant, which has implications in connection
with the distribution of the receptive mechanisms among the cells. This finding
indicates that the different receptor sites involved in the cell responses to odorants
are able to coexist in the membrane equipment of a same receptor cell, and that
no rule of mutual exclusion governs their distribution.

An interesting aspect of the comparison between the present studies and the
previous ones resides in the properties of CAM and related chemicals with respect
to those of other compounds. It was a dominant conclusion of Study I (Duchamp
et al., 1974) that CAM was the most discriminated compound, evidence of which
was its isolated location far from all other odorants, and especially from those of
the aromatic group. This discrimination was especially operated by the first fac-
tor. A similar observation resulted from Study II (Revial et al., 1978b) which in-
volved CAM among new odorants. In addition, CIN displayed properties
resembling those of CAM, including marked discrimination from the compounds
of the aromatic group. Again in the present Study III, CAM (paired with IBO) is
highly correlated with the first factor and maximally opposed to the single
representative of the aromatic group in this study, ACE. Finally, it is again CIN
that, in absence of CAM in the stimulus set, determines the first factor in the pre-
sent Study IV, occupying an isolated position far from the cloud of points. These
repeated findings designate the ‘camphor group’ as one of the most interesting
classes of olfactory stimuli for approaching the subject of the physicochemical
correlates of the concept of odour group. The interest for this class of chemicals
is further reinforced by its well-defined olfactory quality, the camphoraceous
odour, and by the existence of a specific anosmia to this odour quality (Pelosi and
Pisanelli, 1981). It must also be remembered that chemical isolation of a CAM
receptor protein has already been reported (Fesenko et al., 1979).

Another odour group which had not yet appeared in previous studies is ap-
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parent in Study IV. It includes TER, DMS, LIM and CYM which are found close
to each other whatever the factorial axis considered. This group that we propose
to designate as ‘terpene group’ is closely related to the menthane-menthene pair
from which it is dissociated along the fourth axis only. A few other clusters are
found in the same study, although they are less conspicuously individualized than
the ‘terpene group’. For example, THY, PHE and XOL remain fairly well
grouped along the first four axes. Another cluster involves XCA, PYL and BZA.
The presence of BZA in this cluster suggests a connection between this group and
the aromatic group which was shown to include BZA in an earlier study
(Duchamp et al., 1974). Odorant grouping in pairs can also be observed. These
pairs are easily explainable since they are formed by isomers, such as DPC and
MAC in Study III and QUI and IQI in Study IV, and by enantiomers as DCI and
LCI, and DCA and LCA, in Study III. Regarding the latter category of odorants,
what is remarkable is not their grouping but the fact that they are distinguishable
to the receptor cells. This was discussed in Revial et al., 1982.

In both studies, some compounds do not significantly correlate with any other
odorants. This is exemplified by ACE and CAQ in Study III. HEX, MEN, PYR
and possibly XAN display this property in Study IV. In factorial diagrams their
marked discrimination from the other odorants is illustrated by their location at
the periphery of the cloud of points. It must be assumed that they possess original
stimulating properties which are not present in the other compounds. It is likely
that they represent other original odour groups. This is verified for ACE which
was grouped with several benzene derivatives forming an ‘aromatic group’ in
Study I (Duchamp et al., 1974) and in a more recent study (Sicard et al., 1980).

An interesting aspect of the findings obtained in Study I1I concerns the series
of eight cycloketones. It is well known that these compounds display progressive-
ly different odour qualities. It is also clearly visible from calculation of correla-
tion coefficient and factor analysis that they represent a wide range of stimulating
properties, which is reflected in the dispersal of their representative points in the
factorial space. It can be observed in the first place that their linear patterning in
the plan defined by the first two factors (Figure 6A) is in agreement with an
earlier study on olfactory bulb neurons by Dgving (1966) who demonstrated that
within a series of homologous substances, the relatedness in stimulative proper-
ties is greatest for neighbouring substances and gradually decreases with separa-
tion in terms of carbon number. Another notable observation is that the chain-
like pattern appearing in factorial diagrams can be subdivided into several
segments. The values of the r correlation coefficient confirm this distribution into
three relatively distinct clusters. Two of these subsets display preferential rela-
tionships with some particular odorant or group of odorants. It is worth noting
that the two heaviest cycloketones of the series, which are found in close proximi-
ty with musk ketone in both correlation calculation and factor analysis are known
to possess a musky odour for human subjects. It is well known that monocyclic
unsubstituted ketones with a number of carbon atoms ranging from 9 to 12
possess a camphoraceous note. A correlate of this qualitative similarity with cam-
phor is found in the relative proximity of these ketones, and especially CNN, with
the CAM-IBO pair in factor analysis diagrams (Figure 6A) and confirmed by the
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calculation of the correlation coefficients (Figure 3). The proximity decreases
markedly with the lightest cycloketones, which is in agreement with the fact that
the camphoraceous note does not characterize these members of the series. A
remarkable parallelism can therefore be established between the data provided by
frog receptor cells and those pertaining to the human experience of odour
qualities.

The separate processing of the responses recorded from a single preparation,
resulted in a factorial space which presents notable homologies with the one ob-
tained from the responses collected in multiple preparations. Three main conclu-
sions may be drawn from this result. Firstly, it indicates that the overall arrange-
ment of the multi-dimensional space is not a fortuitous property of the particular
set of receptor cells investigated since an increase of the sample size does not
result in any important changes in the main results. Secondly, one observes that
the characteristics of the similarity patterns emerge from a relatively small
number of experimental data. Methodologically, therefore, we are confident that
the number of receptor cells upon which our studies are based is compatible with
the requirements of a reliable sampling. Finally, the resulis of the separate pro-
cessing suggest that the diversity of the receptive properties which are
demonstrated by a heterogeneous population of receptor units does not originate
exclusively in the diversity of the individuals from which the responses are col-
lected but is present in each individual. Nevertheless, it must be noted that this
conclusion does not exclude the possibility of individual variations in chemosen-
sitivity. For example the fact that no receptor cell recorded from frog no. 133
responded to MCN, TDN and ODN is compatible with the assumption that this
preparation did not possess adequate acceptor sites, even though this absence of
response is more likely due to the small size of the sample of cells investigated.

Regarding the relationships between receptor cells, the present Study III brings
out a result which had not appeared in earlier investigations of the same type,
namely that several pairs of receptor cells presented similar profiles of responses
to odorants. The fact that several of these response profiles consisted of a
relatively large number of excitatory responses suggests that these similarities did
not appear by chance. This might give some support to the concept of the recep-
tor cell class, a view that we could not substantiate in our previous investigations.

The way in which we approach the discrimination of odorants raises the issue
of the validity of similarity measurements based upon the use of a single and ar-
bitrary concentration of each odorant. In principle, the specific evaluation of
qualitative similarities without interference with the intensitive dimension of the
stimuli would require the comparison of concentration-response functions rather
than responses to single concentrations. However, technical obstacles discourage
current use of this method. Introducing two concentrations of five odorants in
Study IV was intended to aid this evaluation.

As discussed in Revial et al. (1982) some receptors which responded to the
highest concentration of an odorant did not respond to the lower one while the
opposite was never observed. The fact that the paired concentrations of stimuli
are significantly correlated indicates that these changes do not occur at random.
Considering the factorial space in three out of the five cases, both paired-
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concentrations could be considered as belonging to the same odour group, which
is more questionable for the other two cases (BZA, XCA). It is evident that the
findings do not allow us to conclude that the structure of the olfactory space is
completely independent of odorant concentration. Should we infer that the
results obtained with our approach are purely contingent and devoid of general
meaning? We would rather think that they point out the particular properties of
the odorant-receptor system in the conditions defined by the systematic use of
high concentrations. In these conditions, the consequences of the differences in
affinity of the odorants for the different categories of membrane acceptor sites are
partly counteracted by high intensity stimulation. This results in a decreased
selectivity of the receptor cell responses and an overall lowering of discrimina-
tion. In the light of this, it is significant that the points representing the lowest
concentrations in the factorial planes are situated in a more peripheral position
than those representing the highest concentrations. What is important is that the
discriminative capacities, even though diminished, are far from being null, as
reported above. The remaining discrimination is presumably based on the most
contrasted and irreducible differences which exist between the different
mechanisms of molecule recognition borne by the receptor cells.
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Electrophysiological investigations of the selective sensitivity of receptor cells have shown that odorants could be distributed into
groups according to the profiles of responses that they elicited from a population of receptor cells. As the concept of odorant group
plays an important role in the understanding of olfactory coding, an attempt was made to investigate in detail the group properties of a
number of structurally and qualitatively related molecules: 1,8 cineole, pL-camphor, borneol, iso-borneol, adamantane, fenchone,
fenchyl alcohol, 3,3,5-tri-methyl cyclohexanone, camphene, 1,1,2,2-tetra-bromoethane. These odorants, along with several other
representatives of other odorant groups, were utilized to stimulate a set of 71 individually recorded receptor cells. Factor analysis of
electrophysiological data demonstrated that the grouping of odorants with camphor could be predicted on the basis of the shape and
size of the molecules. The analysis also showed that even a clearly defined odorant group such as the camphor group is not likely to be

determined by a single type of receptor site.

INTRODUCTION

In an extensive investigation of the discriminating
properties of olfactory receptor cells, qualitative sim-
ilarities among odorants have been described
through a comparison of response profiles of recep-
tor cellst-12.17-20, Some of the investigated odour mol-
ecules appeared to fit into fairly precisely delimited
groups or classes. One of these groups, referred to as
‘camphor group’, and including camphor, 1-8 cin-
eole and isoborneol, presented several properties
which seemed to designate it as a good model for
studying the basis of the similarities detected by re-
ceptor cells in the different components of an odorant
group. This group was clearly discriminated from
other groups and a common olfactory quality, the
camphoraceous note, can be assumed to give its
members a certain degree of perceptive unity.

From a physico-chemical point of view the camp-
hor group can be characterized by the shape and size

of the molecules composing this group!3.7. A list of
compounds assumed to be related to camphor in
terms of odour quality has been proposed by Eminet
and Chastrette’. We selected some of these com-
pounds along with several odorants whose stimulat-
ing properties had been studied in former experi-
ments6.12.17-20 and we used them to stimulate the ol-
factory epithelium of frogs during electrophysiologic-
al recordings of individual receptor cells. This inves-
tigation was aimed at submitting Chastrette’s model
of the physico-chemical correlates of the camphor
group to neurophysiological testing, in order to ex-
plore further the concept of an odorant group on an
experimental basis.

MATERIALS AND METHODS
Stimulus selection

The selection of the 20 compounds tested in the
present experiment was oriented by previous results

Correspondence: G. Sicard, Laboratoire de Physiologie Neurosensorielle, Associé au CNRS, Université Claude Bernard, 43 Boule-
vard du 11 novembre 1918, F-69622 Villeurbanne Cedex, France.
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obtained in comparable experiments and by their in-
terpretation in physico-chemical terms3.6.7.17.19.20,
CIN, (1-8 cineole), DL-camphor (CAM) and isobor-
neol (IBO) were selected according to considerations
outlined in the Introduction. The representation of
the camphor group was tentatively completed with
the following odorants (Fig. 1):

— borneol (BOR), fenchone (FON), fenchyl alcohol
(FOL). These molecules have a bi-cyclopentane
skeleton in common with CAM and IBO and it was
thought that their utilization could illustrate the influ-
ence of some structural variations;

— camphene (CPE), another bi-cyclopentane bear-
ing no polar substitute;

— adamantane (ADA), a perfectly spherical mole-
cule whose periphery is made up of H atoms exclu-
sively;

— 1,1,2,2-tetra-bromo-ethane (TBE), also a spheri-
cal molecule but of smaller size;

— 3.,3,5-tri-methyl cyclohexanone (TMC); this mole-
cule presents two spatially dissociated properties: on
the one hand, a polar function (ketone) devoid of any
massive polar environment and on the other hand a
roughly spheroidal and apolar area;
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Fig. 1. Chemical structures of the odorants tested during the present study.



— 2,5 dimethyl cyclohexanone (DMC), a molecule
which bears a ketone function that is less accessible
than that of TMC and which is less spherical in shape.

The following odorants completed the set of odor-
ants utilized in this study: acetophenone (ACE), an-
isole (ANI), cyclodecanone (CDN), p-cymene
(CYM), heptanol (HEP), D-limonene (LIM), L-
menthol (MEN), methyl amylketone (MAC). These
compounds were selected because the patterns of
their relationships with CIN, CAM and IBO had
been investigated in our previous experiments. They
were given the role of reference marks and then facil-
itated the comparison of the new similarity pattern
with the formerly described olfactory space.

All these compounds were obtained at a high pu-
rity grade from Fluka and Merck or were provided
and purified by the Laboratoire de Chimie Organi-
que Physique of the Université Claude Bernard.

Olfactory stimulations

All selected compounds were systematically tested
on all the sampled receptor cells. Stimuli were ap-
plied in gas phase to the olfactory epithelium using an
olfactometer which has been presented elsewhere,
along with a detailed description of the stimulation
and recording procedures?0. Each stimulation was
applied by pneumatically switching an odorized gas
flow from an exhaust to a continuous flow of pure air
delivered at a constant rate to the preparation. As
monitored by means of a flame ionization detector,
the stimuli displayed reproducibility of concentration
and time course. A stimulation lasted 2 s and was fol-
lowed by a rest period of 90 s. The 20 different odor-
ants were delivered in a random order which was
changed at each recording session.

A single concentration of each odorant was used.
This concentration was chosen in the upper range of
the levels available from the olfactometer, that is
about one-tenth of the saturated vapour pressure of
the compounds. As previously discussed!8-20, a high
concentration level was chosen in an attempt to maxi-
mize and hopefully standardize the interaction be-
tween the odorants and the receptor membrane. One
of the limits of this choice is the risk of triggering pro-
longed alterations of receptor cell activity. However,
this effect was not detectable in the course of the in-
vestigation. The stimulation evoked electro-olfacto-
grams (EOG of 1-6 mV), depending on the nature of
the stimulus, and on the preparation.
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Preparation and electrophysiological recordings

Experiments were carried out on 46 decerebrated
and demedullated frogs (Rana pipiens). The access to
the ventral aspect of the olfactory epithelium was ob-
tained by resection of the roof of the nasal cavity.
Preparations displaying a thick or opalescent mucus
secretion were discarded. The animals were wrapped
in wet gauze and kept on a holder plate maintained at
13 °C throughout the recording session. The frog
holder and the microelectrode driver were firmly
fixed to a vibration-proof table.

The EOG was systematically recorded as a meas-
ure of the overall reactivity of the olfactory epitheli-
um to odour stimuli. The recording electrode was an
Ag—AgCl wire connected to the epithelium through
a polyethylene catheter (100 um o.d.), filled with an
Agar—Agar saline solution.

The extracellular unitary activity of receptor cells
was recorded using glass microelectrodes filled with
Wood’s alloyage and plated with Pt-black®. The ref-
erence electrode was made of a chlorided silver plate
wrapped in a saline-soaked gauze, inserted into the
frog’s mouth.

Neural activity was amplified by a low-noise,
home-made ampilifier, displayed on an oscilloscope,
monitored with an audio system and stored on mag-
netic tapes. The singleness of the recorded activity
was checked by inspecting spike wave forms on the
oscilloscope with an expanded time base.

Receptor responses were analyzed off-line. The
spontaneous activity was quantified by averaging the
discharge rate in all the 10-s periods of spike record-
ings preceding the 20 stimulations delivered at each
recording session. The response was quantified in
terms of maximum firing rate as computed on the ba-
sis of the shortest series of 3 successive spike intervals
found in the initial phase of the response discharge.

RESULTS

General properties and selectivity of receptor cells
Seventy-one receptor cells were investigated
throughout the entire sequence of stimulations. Fif-
ty-seven of them responded to one or several of the
20 odorants. Spontaneous activity and response
time-patterns were not found to exhibit properties
different from those described in former studies car-
ried out in similar conditions6.16-20, Fig. 2 presents
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Fig. 2. Receptor cell responses to odorants. The spot size is
roughly proportional to spike frequency (spike-min-!). Recep-
tor cells are identified by a serial number in left column.

the activity of 57 receptor cells which displayed at
least one response and Fig. 3 shows the distribution
of all recorded receptors as a function of their indi-
vidual rate of responses. Out of a total of 1420 stimu-
lations, 635 (45%) elicited a response. This percent-
age is higher than those usually reported in former
studies®.16.18.20, In spite of rather high concentration
levels used in this study, and leading to a high re-
sponse score, most of the individual receptor cells
displayed a selective sensitivity, and some of them
were very selective. For example, units 33 and 47 re-
sponded to heptanol exclusively; while unit 32 re-
sponded to cineole only. However, several receptor
cells were completely unselective. An interesting
case is that of cell 28 which responded to all odorants
except cineole. This case illustrates the high degree
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Fig. 3. Distribution of studied receptor cells according to their
numbers of responses.

of specificity of the stimulating action of this sub-
stance.

Spatial distribution of olfactory sensitivity

The recording site of each receptor unit investi-
gated was carefully plotted on a drawing of the ven-
tral aspect of the olfactory epithelium. As can be
seen in Fig. 4, these sites are distributed all along the

ant.

med.

Fig. 4. Schematic representation of location of receptor cell re-
cording sites. Receptor cells are identified by the serial num-
bers.



TABLE I

Distributions of responses to odorants along the anterio-posteri-
or axis of the olfactory mucosa

Three areas, as depicted by Fig. 4, have been considered.

Odorants Numbers of cells responding to specified
odorants
Ant. Med. Post.
ACE 10 13 9
ANI 9 12 11
XON 11 15 13
DMC 13 16 12
CIN 8 11 8
CPE 6 10 10
IBO 8 13 11
CAM 8 10 9
ADA 7 10 8
BOR 7 11 11
T™MC 8 9 9
FON 9 11 12
FOL 7 11 9
MEN 11 10 10
CDN 11 12 9
TBE 7 7 9
LIM 9 14 12
CYM 9 16 12
HEP 13 18 12
MAC 12 15 12

rostro-caudal axis of the represented area. This area
was subdivided into 3 zones, anterior, medial and
posterior. The distributions of the different sensitivi-
ties in these 3 subdivisions (Table I) were compared
using the y2-test. They were not found to be signifi-
cantly different.

Odorants compared in pairs

On the assumption that olfactory sensitivities are
distributed at random among receptor cells, the theo-
retical probability of observing responses to two
stimuli A and B in the same receptor cell is:

nA X nB

P.(AB) = NE

when nA = number of responses evoked by A in a
population of receptor cells; nB = number of re-
sponses evoked by B; and N = number of receptor
cells tested.

For each pair of odours we tested whether the ob-
served occurrence of joint responses differed from
theoretical prediction, using the y2 test. The cases of
significant differences between observation and pre-
diction, indicating that the compared odorants dis-
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play some similarity in stimulating action, are sym-
bolized in Fig. 5.

A significant relationship is noted between CYM
and LIM compounds, which were introduced in the
odorant set as representatives of the ‘terpene group’.
Likewise, ANI and ACE representing the ‘aromatic
group’, exhibit a significant link. Among odorants in-
troduced on the assumption that they were related or
belonged to the ‘camphor group’, a dense network of
significant links is found. MEN, XON and TBE dis-
play several connections with this network. CIN ap-
pears to be relatively isolated since it is related to
CPE and FOL only.

Multidimensional representation of relationships
among odorants

A more synthetic view of the relationships among
the tested odorants was obtained using ‘analyse des
correspondances’? to process the table of response
data (Fig. 6). This analysis is based on the compari-
son of association profiles between variables (odor-
ants) and observations (receptor cells). Each odorant
is represented by a vector in the constructed hyper-
space, and the pattern of vector positions reflects the
pattern of similarities and differences among odor-
ants.

The olfactory space constructed with this method
is clearly multidimensional. Five factors are needed
to represent 68% of the total variance contained in
the original data, and no factor is markedly predomi-

Fig. 5. Representation of y2-values between pairs of odorants
according to the sensitivity patterns of the neuroreceptor cells.
Light lines: P < 1%; heavy lines: P <0.1%.
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nant over the others. Factor 1, bearing 27% of the
variance opposes CIN to HEP and MAC. Factor 2
bears 14% of the variance, and opposes molecules
with an aromatic ring to CIN and HEP. Factor 3 rep-
resents 12% of the variance. Along this factor, two
pairs of odorants are individualized: CYM-LIM and
DMC-XON.

Although a complete description of the olfactory
space would necessitate taking into consideration all
possible combinations of significant factorial axes,
the consideration of the first 3 factors (factors 1, 2
and 3) only leads to identifying odorant groups al-
ready shown in prior experiments: the ‘aromatic
group’: ACE and ANI; the ‘terpene group’: CYM
and LIM; and the “heptanol group’: HEP and MAC.

Several odorants introduced as possibly related to
the ‘camphor group’ are found in a cluster including
CAM. They are: CPE, ADA, BOR, IBO, FON,
FOL and TMC. This cluster does not include CIN.
Even though it is markedly isolated, this odorant is
located in the same region of the olfactory space as
the ‘camphor group’. MEN, CDN and TBE are
found not far from the ‘camphor group’. XON is
paired with DMC and is quite distinct from both CIN
and HEP.

Taxonomic analysis of odorant similarities

The odorant groups tentatively individualized
from the observation of the factorial representation
were further investigated using a method of automat-
ic data classification. Derived from a principal com-
ponent analysis, the non-hierarchical, descending
taxonomy developed by Fages (TAXI program)38, car-
ries out successive partitioning of elements (i.e.
odorants) into a progressively increasing number of
classes (descending algorithm). For each level of par-
titioning, the splitting is optimal when the sum of the
in-class dispersions is minimal. The in-class dispers-
ion is defined as the sum of the distances between
each element of the class and its centre of gravity.
The total dispersion is made minimal by means of in-
ter-class transfers. A new class is obtained by split-
ting the most dispersed class of the preceding taxo-
nomic level; however, minimizing dispersion may
lead to the transfer of an element from one class to
another (non-hierarchical algorithm).

Table II represents the first 8 taxonomic levels ob-
tained with this method. Several classes of levels 7
and 8 are similar in composition to some of those es-
tablished in previous studies which involved some of
the same compounds (HEP-MAC; LIM-CYM;

Ibi~cyc|o pentane;l
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Fig. 6. Three-dimensional mapping of the whole odorant set in the space defined by factors 1, 2, 3 derived from factor analysis. This

representation includes 53% of the total variance.
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Distributions of the odorants into classes derived from non-hierarchical descending taxonomy

Eight successive steps of the analysis are represented.

Level

1 2 3 4 5 6 7 8
n-heptanol (HEP) HEP HEP HEP HEP HEP HEP HEP
Methyl-amyl ketone (MAC) MAC MAC MAC MAC MAC MAC MAC
p-limonene (LIM) LIM LIM LIM LIM LIM LIM LIM
p-cymene (CYM) CYM CYM CYM CYM CYM CYM CYM
Acetophenone (ACE) ACE ACE ACE ACE ACE ACE ACE
Anisole (ANI) ANI ANI ANI ANI ANI ANI ANI
Cyclodecanone (CDN) CDN CDN CDN CDN CDN CDN CDN
2,5-dimethyl cyclohexanone (DMC) DMC DMC DMC DMC DMC DMC DMC
Cyclohexanone (XON) XON XON XON XON XON XON XON
1-8-cineole (CIN) CIN CIN CIN CIN CIN CIN CIN
Fenchy! alcohol (FOL) FOL FOL FOL FOL FOL FOL FOL
Camphene (CPE) CPE CPE CPE CPE CPE CPE CPE
Iso-borneol (IBO) IBO IBO IBO IBO IBO IBO TBE
pL-camphor (CAM) CAM CAM CAM CAM CAM CAM CAM
3,3,5-trimethyl cyclohexanone (TMC) T™C T™C T™MC T™C T™MC T™MC T™C
Adamantane (ADA) ADA ADA ADA ADA ADA ADA ADA
Borneol (BOR) BOR BOR BOR BOR BOR BOR BOR
Menthol (MEN) MEN MEN MEN MEN MEN MEN MEN
Tetra-bromo ethane (TBE) TBE TBE TBE TBE TBE TBE IBO
Fenchone (FON) FON FON FON FON FON FON FON

ACE-ANI)2. The non-hierarchical classification is
in agreement with the groupings suggested by the
‘analyse des correspondances’. It shows a marked co-
hesiveness among the compounds supposedly related
to CAM, but emphasized the peculiarity of CIN with
respect to the other camphor-like odorants.

The camphor group

The findings described above confirm the individu-
ality of the camphor group within a multidimensional
space. In these conditions, this group is mainly de-
fined by the relationships between its components
and the other tested odorants.

We wanted to find out whether intra-group rela-
tionships could be described with a simpler system of
factors. The fraction of the original data table relat-
ing to the responses to ADA, BOR, IBO, CPE,
CAM, CIN, TMC, FON and FOL was submitted to
additional analyses (Fig. 7). As expected, the new
space of the intra-group relationships needed a num-
ber of dimensions smaller than the number needed to
represent the 20 odorants. However, no axis appears
to be predominant over the others. The first 3 factors
account for 69% of the total variance. Factor 1 is
mainly characterized by the opposition between CIN

and all other ‘camphoraceous’ compounds. None of
these 3 factors seems to be significantly associated
with an insensitive dimension, i.e. no factor arranges
the odorants according to the number of responses
that they evoked or according to the mean magni-
tudes of these responses. We verified that withdraw-
ing CIN from the analysis did not result in a more eas-
ily interpretable factorial space.

DISCUSSION

Receptor cell selectivity and odour concentration

On average, almost one in two stimulations elic-
ited a response among the population of ‘responsive’
neurons. This rate of response is high when com-
pared with values reported in previous stud-
jes6.16.1820. Two explanations which are not recip-
rocally exclusive may be put forward. First, the high-
er response rate may result from a relative increase in
the odour concentration levels used in the present ex-
periment. This assumption would be in conformity
with earlier reports of a decreased receptor cell selec-
tivity associated with an increase in stimulus concen-
tration!0.18, Second, the high response rate may re-
sult from specific properties represented by the odor-
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Fig. 7. Three-dimensional mapping of the camphoraceous odorants in the space defined by factors 1, 2, 3 derived from factor analysis.

This representation includes 69% of the total variance.

ants tested in this experiment, and especially the
group of presumed camphor-like odorants. A direct
comparison with other relevant findings is possible
because 11 out of the 20 odorants tested in the pres-
ent experiment had been utilized in a previously re-
ported study20. Fig. 8 shows the histogram of the dis-
tributions of the 71 receptor cells investigated, as a
function of the number of their individual responses
to the 11 selected stimuli. In comparison, the second
histogram shows the distribution of 74 receptor cells
tested with similar odorants in the earlier experi-
ment. The two distributions do not differ significantly
(x2 test). However, the percentage of responses is
higher (48%) in the present experiment than in the
preceding one (41%). The increased percentage ap-
pears to involve specifically the class of unselective
receptors which was doubled. It seems, therefore,
that the reduction in selectivity noted in this experi-
ment when compared with prior findings is ascribable
to increased stimulus concentration.

The observation that increasing odour concentra-
tion essentially resulted in increasing the proportion
of receptor cells responding to all stimuli raises the
question of whether receptor cells are subdivided
into two functionally different categories. A recent
report by Gesteland et al.!! indicates that, in the de-
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Fig. 8. Distribution of receptor cells according to their num-
bers of responses to the same 11 odorants used in two indepen-
dent experiments: upper histogram: present study; lower histo-
gram: previous study.



veloping rat, maturing receptor cells are unselective
until they make synaptic contact with the olfactory
bulb. Bearing in mind that, in the frog, receptor cells
have been reported to undergo a continuous turn-
over, it could be suggested that the unselective cells
that we found might represent a category of imma-
ture neurons. The spatial distribution of these neu-
rons in the ventral epithelium appears to be homoge-
neous. We found no additional indications in the data
which could support the view that odour detection
mechanisms operating in these neurons work differ-
ently from those operating in more selective recep-
tors.

Spatial distribution of olfactory sensitivities

Several investigations carried out using the EOG
recording method have shown that different types of
olfactory sensitivities were differently distributed
across the neuroepithelium#13.14.21, Apparently, our
findings obtained with the single unit recording meth-
od do not lead to a similar conclusion. No indication
was found that receptor cell selectivity profiles were
influenced by the location of the recording site. How-
ever, this result does not strongly argue against the
chemotopological hypothesis. The sample of single
cells tested is much smaller than the populations of
receptors contributing to EOG signals, and it is possi-
ble that the failure of the test to show any significant
site-related sensitivity resulted from the small size of
the sample. Furthermore, the anterio-posterior sub-
divisions of the epithelium, which were exclusively
considered, might not be the most appropriate to the
demonstration of a spatial disparity. What is clearly
indicated by our findings is that the regional speciali-
zation of the olfactory epithelium which is shown by
EOG findings must be understood as the expression
of local increased representation of some receptor
cell sensitivities, and not as a complete segregation of
these sensitivities.

The noticeable stability of the pattern of relation-
ships between odorants, as repeatedly described in
several experiments carried out with the same
aim6.17.19.20_ enables us to assimilate to the previously
described ‘camphor group’ the cluster of supposedly
camphoraceous molecules introduced in the present
study. Although clearly discriminated by receptor
cells, these molecules manifest more similarity to one
another than to any other odorants. Structural differ-
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ences among these molecules, in particular various
substitutions of the bi-cyclopentane skeleton, are not
sufficient to cause dislocation of the group. The
spherical, unreactive molecule of adamantane be-
longs to this group. Whereas tri-methyl cyclohexa-
none, which possesses a hemispherical and apolar
part, also belongs to the group, this is not the case for
di-methyl cyclohexanone. It seems, therefore, that
the inclusion of a molecule in the camphor group
does not require the ability of this molecule to estab-
lish a polar link with receptors. This observation is in
agreement with earlier suggestions that global mo-
lecular descriptors such as size and shape play a ma-
jor role in determining the grouping of this particular
category of odorants!.37. However, there is no ex-
perimental evidence that this interpretation might be
extended to all categories of odorants.

The marked individualization of CIN with respect
to the camphor group is an unexpected finding. In
several earlier studies!9-20, CIN appeared to be
paired with CAM. The present study shows CIN to
be more distant from the non-camphoraceous odor-
ants than is the camphor group itself, and it is located
in the same zone of the olfactory space as this group.
Several studies have suggested that CIN could be the
best representative of the camphoraceous character,
either from a psycho-physical!s or a physico-chemic-
al’ point of view. Recently, using a photoaffinity la-
belling approach, Delaleu and Holley (1983) were
able to differentially modify the sensitivity of the ol-
factory epithelium. The treatment which altered the
responses to aromatic compounds left the responses
to CAM relatively unmodified. Interestingly, the re-
sponses to CIN were still less altered than those to
CAM. This finding and our own observations do not
argue against qualitative similarity between CAM
and CIN but indicate that CIN presents some partic-
ularity with respect to other camphoraceous com-
pounds. This remark emphasizes the essential diffi-
culty facing attempts to classify odorants, i.e. that of
determining the limits of the classes that they estab-
lish. Several criteria used in conjunction would be re-
quired to fix these limits with certainty. The criterion
that we have retained, the responses of receptor
cells, includes a certain amount of uncertainty since
the sensitivity of each receptor cell cannot be com-
pletely described using the set of classes brought out
by the overall analysis of the data table.
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The findings indicate that the stimulating action of
the odorants tested in the present study implies a plu-
rality of independent mechanisms of odour molecule
recognition. Because the set of odorants included a
substantial number of closely related substances, an
investigation of relationships among components of
an odorant group, the camphor group, was made pos-
sible. This analysis leads to the suggestion that even
within a single odorant group, several mechanisms of
odour-receptor interactions are involved. In partic-
ular, the fact that the analysis failed to show clearly
any arrangement of the camphoraceous molecules
according to a pure quantitative dimension, suggests
that the group is not determined by a single type of
‘specialist’ receptor. Instead, the reason for the
grouping might reside in the fact that different recep-
tor sites involved individually in the detection of the
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ration of receptive properties correlative of relevant
odorant properties. It is likely that this interpretation
may be extended to all odorant groups investigated
to date.
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An extensive cxploration of the discriminating properties of olfactory receptors cells has been conducted in our laboratory through
the statistical processing of single cell responses recorded in the frog’s olfactory epithelium. Similaritics between odorant stimulating
properties could be demonstrated by comparing the complex response profiles of receptor cells, resulting in the concept of odorant
groups which depicts consistent relationships found between some odorous compounds. The recording technique limits the number of
odorants which can be tested and compared within the same series of experiments. Thus, based upon previous studies we have chosen
a specific set of 20 odorants whose characteristics are known but, up to this time, have not been compared in the same experimental
system. These odorants were: acetophenone, anisole, n-butanol, piL-camphor, cyclodecanone, 1.8-cincole, p-cymene, p-citronellol,
n-heptanol, isoamyl acetate, isovaleric acid, p-limonene, methyl amylketone, L-menthol, phenol, thiophenol, pyridine, thymol, cyclo-
hexanol, cyclohexanone. The pattern of similarities between these odorants, as delineated with the aid of correlation coefficient com-
putation, factor analysis and non-hierarchical taxonomy, confirms the reality of several odorant groups previously suggested and de-
scribes their cross-relationships. The receptor mechanisms underlying these odorant groups are discussed. Because reliable prominent
features of the olfactory stimulus space can be established on an objective basis. the findings are proposed as a reference for future

studies on other aspects of olfactory discrimination.
INTRODUCTION

Previous investigation of the properties of olfacto-
ry receptor cells has failed to provide a complete de-
scription of the mechanisms of odour discrimination
at the periphery of the olfactory system in verte-
brates. Only indirect arguments have been proposed
to throw light on the nature, the specificity and the
distribution of the hypothetical receptor sites which
are thought to be responsible for the reception and
the discrimination of olfactory stimuli! 6-10.12.14-17,

Former studies have indicated that no simple
relationship could be established between odorant
structure and receptor cell activity. It has been dem-
onstrated that most receptor cells respond to a large
number of compounds possessing evident sterical or
functional differences2.79.13.19-22" Moreover, consid-
ering the responses of a few tens of receptor cells. it
appeared that two chemicals, even as closely related
as enantiomeric forms, were always discriminated
without ambiguity2!.22,

The extensive nature of the olfactory domain, the
complex sensitivity profiles of receptor cells, and the

0006-8993/84/$03.00 © 1984 Elsevier Science Publishers B.V.

technical limitations that researchers have encoun-
tered in performing electrophysiological recordings
from individual receptor cells, have resulted in sub-
stantial difficulties in understanding olfactory dis-
crimination. Nevertheless, we hypothesized that an
extensive exploration of  structure-activity
relationships based on extracellular recording of nu-
merous receptor cell responses was a reasonable ap-
proach toward the clarification of the principles gov-
erning the reception of olfactory stimuli and the neu-
ral coding of their specific quality. In particular, it
was expected that a systematic research program
would overcome some of the difficulties encountered
when casual observations are interpreted. The first
results? did indeed indicate that it was possible to es-
tablish statistically significant similarities in the stim-
ulating properties of some odorants in spite of com-
plex combinations of sensitivity demonstrated by in-
dividual neuroreceptors. The concept of ‘odorant
group’ was proposed in order to take account of the
fact that several odorants tended to cluster when re-
sponse data were analyzed for similarity by appropri-
ate mathematical techniques.
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The method of data processing needed for these in-
vestigations required exclusive utilization of com-
plete matrices. Accordingly. only the data from those
receptor cells tested with all of the substances could
be retained for similarity evaluation. This require-
ment, along with the short life span of nerve units un-
der experimental conditions, led experimenters to de-
fine an optimal number of different stimuli which
could be systematically tested in the same experi-
ment and to subdivide the research program into suc-
cessive and independent stages’. Twenty odorants
were investigated at each stage and 4 studies were
made of the responses of receptor cells to a total of 68
different odorants. Each collection of data revealed a
certain pattern of similarity and dissimilarity among
the odorants and several odorant groups became evi-
dent”19-22, Because the composition of the 4 samples
of odorants overlapped to a small extent, obser-
vations of a few odorants could be reproduced in in-
dependent series of experiments. For example, it was
repeatedly observed that odorants smelling like
camphor were maximally discriminated from stimuli
of the aromatic group™-192Y. However. several as-
pects of previously reported similarities deserve to be
confirmed by independent observations in a different
experimental environment. This then is one of the
aims of the present study. The other aim is concerned
with an attempt to obtain an experimentally-based
recapitulation of the main features of similarities pat-
terns disclosed in the former separate explorations of
the olfactory stimulus domain. Practically, this was
accomplished by selecting 20 odorants from among
the 68 which had been used in previous experiments.
Selection was directed towards maximizing the diver-
sity of chemical structures and odour qualities repre-
sented and introducing representatives of as many
formerly identified groups as possible.

This paper reports the effects of the stimulation of
a sample of 74 receptor cells of the frog with 20 odor-
ants and the results of statistical analyses performed
on these responses in order to determine the organi-
zation of the odorant ensemble in terms of similarity
in stimulating properties. The significance of the re-
sults, and particularly the meaning of the odorant
grouping is discussed. Finally, the usefulness of this
approach for understanding odour discrimination at
the receptor level is tentatively evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Odorants

The 20 olfactory stimuli employed in this study
were selected among the 68 odorants previously used
in the 4 experiments performed by Duchamp et al.
and Revial et al.7-18-21. All were reagent grade chemi-
cals obtained from Fluka and Merck or offered free
by Polak’s Frutal Works, Amersfoort, The Nether-
lands. Selection was based on a compromise between
the two concurrent requirements stated in the Intro-
duction. An attempt was made to use as many sub-
stances as possible in each odorant group and to rep-
resent as many odorant groups as possible. Thus,
some groups were represented by a pair of odorants:
DL-camphor (CAM) and 1.8-cineole (CIN) repre-
sented the ‘camphor group’; p-cymene (CYM) and
D-limonene (LIM) represented the ‘terpene group’;
anisole (ANI) and acetophenone (ACE) were cho-
sen from the “aromatic group’. Some other hypoth-
esized odorant groups were represented by a single
chemical: isovaleric acid (IVA), n-butanol (BUT),
D-citronellol (DCI). Finally, a number of stimuli
were selected because they had been well discrimi-
nated from other odorants in prior experiments, or
because their inclusion in a defined group was sup-
posed but required further confirmation: L-menthol
(MEN), pyridine (PYR), cyclodecanone (CDN),
thymol (THY), phenol (PHE), thiophenol (PHO),
isoamyl acetate (ISO), methyl amylketone (MAC),
n-heptanol (HEP). cyclohexanol (XOL) and cyclo-
hexanone (XON) (Table I).

All stimuli were delivered to the olfactory epitheli-
um at a concentration which may be considered as
high, i.e. ranging from 5% to 33% of the saturated
vapour at room temperature, depending on the stim-
ulating effectiveness of the compounds as measured
in terms of electro-olfactogram (EOG) amplitude.
The reason for using relatively high stimulation in-
tensity has been previously presented!s-2! and will be
further commented on in the Discussion.

Stimulation

Stimuli were applied to the olfactory epithelium
using a gas dilution olfactometer (Fig. 1). Each stim-
ulation was applied by pneumatically switching an
odorized gas flow from an exhaust to a permanent air
flow delivered at a constant rate to the preparation.



TABLE 1

List of odour stimuli with an estimation of their concentration in
the stimulating odour flow

For several compounds the saturated vapor pressure could not
be known accurately and the concentrations were not calcu-
lated.

Stimulus intensity

Code Chemical name

fraction of concentrations
saturated (x 10
vapor pressure  molecules/ml)

ACE acetophenone /5 —
ANI anisole 1/5 180
BUT n-butanol 1710 185
CAM bpi-camphor 1/5 12
CDN cyclodecanone 1/5 —
CIN  1.8-cincole 1720 24
CYM p-cymene 1/10 37
DCI  p-citronellol 175 —
HEP n-heptanol 1710 —
ISO isoamylacetate 1710 130
IVA 1sovaleric acid 172 —
LIM p-limonene 1/5 100
MAC methyl-amylketone 1110 33
MEN L-menthol 1/3 —
PHE phenol 1/3 —
PHO thiophenol 1710 76
PYR pyridine 1710 467
THY thymol 1/4 —
XOL cyclohexanol /10 33

XON cyclohexanone 1/10
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The olfactometer was made of a set of 20 indepen-
dent odour channels (A) and of a delivery system.
Each channel included an odorant flask. an electric
valve and a needle valve connected through stainless
steel and teflon tubing to a mixing chamber in the de-
livery system. In order to prevent odorants from pos-
sible oxidation, the odorants were stored in glass
flasks under a nitrogen atmosphere. Nitrogen from a
regulated pressure source was also used as a vector in
the odour channels. The selection of a channel was
made by operating the corresponding electric valve;
the flow rate of odorized gas was adjusted by means
of the needle valve.

The delivery system included three additional
channels. A first channel (B) fed the mixing chamber
with a rinsing flow (150 ml/min) which was also used
to dilute odour-saturated nitrogen during the stimu-
lation sessions. The other two channels (C and D)
were used to control the access of the odorized flow
to the preparation. Channel C, which was connected
to a Venturi pump, carried an outward flow (400
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ml/min) which exactly balanced an inward pure air
stream flowing through channel D. Switching off the
electronic valves of C and D channels allowed the
content of the mixing chamber to be directed through
the nozzle to the olfactory mucosa (maximum flow
rate 180 ml/min). As monitored by means of a flame
ionization detector the stimuli displayed a reproduc-
ible time course with rather abrupt onset and termi-
nation phases (Fig. 1).

Each stimulation lasted 2 s and was followed by a
rest period of 90 s. The 20 different stimuli applied
during the recording of a receptor cell were delivered
in a random order which was systematically changed
at each recording session. When the single neuron
activity remained recordable after 20 stimulus appli-
cations some stimulations were repeated to test the
reliability of the responses.

Electrophysiological recordings

Experiments were performed on 47 decerebrated
and demedullated frogs (Rana ridibunda). Resection
of the nasal cavity roof with minimal bleeding was
achieved to give access to the ventral aspect of the ol-
factory epithelium. Animals showing a thick or opal-
escent mucus secretion were rejected. Frogs were
wrapped in wet gauze and kept on a holder plate
which was maintained at 13 °C throughout the re-
cording session. This was reported to maintain the
preparation in stable conditions for several hours’.
The animal holder and the microelectrode driver
were rigidly fixed to a vibration-proof table.

The electro-olfactogram (EOG) was systematical-
ly recorded as a measure of the overall reactivity of
the olfactory epithelium to odour stimuli. The re-
cording electrode was an Ag-AgCl electrode con-
nected to the epithelium through a polyethylene
catheter (tip outer diameter: 100 gm) filled with an
Agar-Agar saline solution.

The unitary activity of receptor cells was collected
using glass microelectrodes filled with an alloy of
Wood's metal (80%) and indium (20%) and electro-
lytically plated in a platinum tetrachloride-lead ac-
etate solution. Such electrodes of tip diameter 1-2
um had impedances ranging from 1 to 4 MQ at 1000
Hz. The common electrode, a chlorided silver plate
wrapped in a saline-soaked gauze, was inserted into
the frog’s mouth. Neural activity was amplified by a
low noise, home made amplifier (input impedance
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Lower part: schematic representation of the multichannel olfactometer. Explanation in the text.



500 MQ; bandwidth 300-3000 Hz), displayed on an
oscilloscope, monitored with an audio system and
stored on magnetic tapes for subsequent treatments.

Special attention was paid to check the singleness
of each recorded activity. This was accomplished by
inspecting spike waveforms on the oscilloscope
screen with an expanded time base.

Quantification of neural activity

Neural responses were analyzed off-line. The tape
recordings of neural impulses were transferred to a
GOULD ES 1000 chart recorder. Spikes were count-
ed by eye. The spontaneous activity was quantitied
by averaging the firing rate in all the 10 s periods of
spike recordings preceding the 20 stimulations deliv-
ered to cach receptor unit. Because the baseline fir-
ing rate was generally low, neural responses were
rarely ambiguous and no statistical processing of
spike-intervals appeared more suitable than visual
inspection of the tracings for revealing a response to
stimulation. As previously described!¥.2l, neural re-
sponses displayed different types of time patterns. In
particular some responses showed an abrupt inter-
ruption of firing following a brief discharge, which
has been interpreted as a result of a strong cell depo-
larization!®. It was thought that the initial phase of
the discharge . which showed similar characteristics in
each type of response patterns, was a good correlate
of the primary cvents of the stimulus-receptor inter-
actions. even though the subsequent phases were not
without information concerning the stimulus and the
receptor. In contrast, with resting gates which were
rather irregular, in the first stage of the response the
spike intervals decreased and became regular
(Fig. 2). The response was quantified in terms of
maximum firing rate as computed on the basis of the
shortest series of 3 contiguous spike intervals found
in the rising phase of the response discharge.

Fig. 2. Quantification of receptor cell responses. Two exam-
ples of excitatory response recordings from a receptor cell are
shown along with the corresponding diagrams of interspike in-
tervals. Triangles indicate the 3 shortest successive intervals
used to estimate the response magnitude. A sustained re-
sponse: B: response with spike amplitude decrement.
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RESULTS

Out of several hundred receptor units which were
detected by the electrode during its slow penetration
into the epithelium, 74 could be kept throughout the
entire sequence of stimulations. These units dis-
played a low firing rate at rest. In 56% of them, the
discharge frequency did not exceed 20 spikes per
min. The highest frequency encountered was 120
spikes per min (Fig. 3).

Of the 1480 stimulations delivered to the recorded
units, 514 (35%) were followed by an excitatory re-
sponse. In two cases only, stimulation induced an
unambiguous interruption of spike activity. This oc-
curred with butanol as a stimulus. Fourteen of the re-
corded receptor cells failed to respond to any stimu-
lation. Sixty units responded to at least one stimulus.
The details of the responses of these 60 units is de-
picted in Fig. 4. It can be seen that each receptor cell
displayed a unique profile of sensitivity to the 20
odour compounds. With the exception of very selec-
tive units such as unit 17 and unit 49 which responded
to heptanol only, it was not possible to find two re-
ceptor units with similar response profiles.

Each odorant elicited responses from a set of re-
ceptor units. The receptor sets for various odorants
overlapped each other to some extent. For example,
a majority of units responding to camphor also re-
sponded to cineole. In contrast, few receptor units
responding to cineole displayed a response to hepta-
nol. The degree of overlapping between responsive
unit sets can be taken as an index of similarity be-
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Fig. 3. Histogram of receptor cell spontaneous activity.

tween the stimulation properties of the correspond-
ing odorants. Accordingly, camphor and cineole can
be considered as more similar than cineole and hep-
tanol, which may indicate that the odorants of the
former pair, but not those of the latter one, were de-
tected by the same type of receptive mechanisms.
Because visual examination of the response table has
very limited analytic validity, the investigation of fur-
ther odorant similarities was pursued by mathematic-
ally processing the table of quantified responses.

Comparison of stimuli in pairs

A Pearson’s ‘r’ correlation coefficient was calcu-
lated for each pair of odorants based on the responses
of all the receptor units tested with that pair. The dis-
tribution of the r values is depicted in the histogram
in Fig. 5. Forty-one pairs of odorants were found to
be significantly correlated at the 0.01 threshold. No
significant negative correlation was observed at this
threshold. The r mean value was 0.24, which is a val-
ue below the significance threshold; keeping in mind,
in addition, that there were few negative r values,
this indicates an overall independence of the stimula-
tion properties represented in the sample of stimuli.
The highest r values, all significant, are represented
in Fig. 6. In the complex network of correlations,
some pairs appear to be strongly associated: camphor
and cineole (r = 0.71), D-limonene and p-cymene (r
= 0.70), cyclohexanol and cyclohexanone (r = 0.60),
cyclohexanol and D-citronellol (r = 0.70), methyl
amylketone and heptanol (r = 0.62).

Olfactory space representation

A more synthetic view of the relationships be-
tween odorants was provided by factor analysis. In
order to preserve the possibility of comparing the
findings with those obtained in previous experiments
with ‘analyse factorielle des correspondances’, the
original data were analyzed by the Benzecri’s pro-
gram which compared the association profiles of the
stimuli and of the receptor cells using y2 calculations.
As utilized here, the program arranged both odor-
ants and receptor units in a same multidimensional
space. The euclidian distances between odorants in
this space represent the degree of similarity of their
stimulating properties (Figs. 7 and 8).

The first 5 factors represented no more than 59%
of the total variance of the original matrix with a slow
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dium lines r > 0.50; heavy lines: r > 0.60. (For abbreviations
see Table I.)
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Fig. 8. Two-dimensional mapping of odorants in the space defined by factors 3 and 4 derived from factor analysis. This plane includes
10 + 9 = 19% of the total variance. The odorants are coded as in Table L.

decrease of the residual variance with each addition-
al factor considered. This obvious multidimensionali-
ty suggested that numerous and widely independent
chemosensory properties were involved in the stimu-
lating action of the tested stimuli.

The first factor (associated variance 21%) was
found to be highly correlated with cineole and cam-
phor. This pair was opposed to heptanol and methyl
amylketone and well discriminated from the other
compounds. The second factor (associated variance
12%) was correlated with anisole, acetophenone and
thiophenol, 3 aromatic-ringed molecules. The third
factor (associated variance 10%) tended to isolate
cyclohexanol, cyclohexanone and D-citronellol. Fi-
nally, the fourth factor was specially correlated with
p-cymene and D-limonene. It will be noted that cy-
clodecanone, menthol and isovaleric acid needed 3

additional independent factors to be correctly repre-
sented, the 5th, 6th and 7th, respectively.

The arrangement of the receptor cells in the same
olfactory space (Fig. 9) did not reveal any noticeable
properties. The representative points of the receptor
units scattered widely over the odour space. Only the
most selective units which occupied peripheral loca-
tions were found to be well individualized with re-
spect to the other units. This is exemplified by unit 58
which responded to cineole and camphor only and
occupied a peripheral zone of the space, in the cineo-
le~camphor region.

Odorant groups

In factor analysis some stimuli were consistently
found to lie in mutual proximity along each of the
main factorial axes. These stimuli can be considered
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Fig. 9. Two-dimensional mapping of both odorants and receptor units in the space defined by the first 2 factors derived from factor
analysis. The odorants are coded as in Table 1. The receptor units are represented by their serial number as defined in Fig. 4.

as distributed in loose groupings. Five small groups

could be identified:
cineole and camphor,

anisole, acetophenone and possibly thiophenol,

p-cymene and D-limonene,
heptanol and methyl amylketone,

cyclohexanone, cyclohexanol and citronellol.

It can be further noted that isoamyl acetate was
consistently located not far from methyl amylketone
and heptanol. The remaining stimuli, isovaleric acid,
cyclodecanone, pyridine, butanol, menthol, thymol
and phenol displayed no clear tendency to clustering.




In order to further investigate the organization of
the olfactory stimuli the mathematical technique of
non-hierarchical descending clustering® was em-
ployed. The computation is referred to as descending
because the program begins analysis with a single en-
semble of all the n objects and then partitions this en-
semble into 2, 3 . . . n classes. Successive steps of
partitioning proceed until n classes of one object are
involved. For each level, the partition is optimal
when the within-class dispersion is made minimal.
Practically the n-class level progresses to the n + 1 level
by splitting the more dispersed class; however, mini-
mizing dispersal can lead to transfer of an object from
one class to another (non-hierarchical algorithm).

The first 8 levels of non-hierarchical clustering ap-
plied to receptor cell responses to odorants are
shown in Table II. It can be seen that each odorant
pair or group previously described in factor analysis
diagrams corresponds with a distinct class of the 8th
partitioning level. They are: (1) the cineole—camphor
pair; (2) the anisole-acetophenone pair; (3) the cy-
clohexanone—cyclohexanol-D-citronellol group; (4)
the heptanol-methyl amylketone and isoamyl ac-
etate group; (5) the p-cymene-D-limonene pair. Ad-
ditional observations can be made considering the

TABLE 1I
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fate of some classes in the progress of the partitioning
process. For example, one can see that the p-cyme-
ne-D-limonene pair was isolated in a class as early as
the 5th level and that the class did not change its con-
tent through 4 successive steps. This suggests that the
compounds are very close to each other whereas they
are rather distant from any other element outside the
pair. This can also be seen in the acetophenone—ani-
sole pair which was separated at level 6. It will fur-
ther be noted that some compounds remained asso-
ciated through several partitioning steps before final
separation. For example, cyclodecanone was asso-
ciated with cineole and camphor through 4 successive
steps.

DISCUSSION

The different mathematical procedures employed
for processing the original data leads to convergent
results in terms of the relationships which emerge
among odour stimuli. Similarities between odorants
appeared to vary widely, from independence to
strong correlation, the latter case being exemplified
by those compounds included in the same group. It
will be further noted that even pairs of very dissimilar

Distribution of the odorants into classes derived from non-hierarchical descending taxonomy

Eight successive steps of the analysis are represented.

Level 1 Level 2 Level 3 Level 4 Level 5 Level 6 Level 7 Level 8
Isovaleric acid (IVA) IVA IVA IVA IVA IVA IVA IVA
Phenol (PHE) PHE PHE PHE PHE PHE PHE PHE
Thiophenol (PHO) PHO PHO PHO PHO PHO PHO PHO
Thymol (THY) THY THY THY THY THY THY THY
Acetophenone (ACE) ACE ACE ACE ACE ACE ACE ACE
Anisole (ANI) ANI CIN ANI ANI ANI ANI ANI
1,8-Cineole (CIN) CIN CAM CIN CIN CIN CIN CIN
pr-Camphor (CAM) CAM CDN CAM CAM CAM CAM CAM
Cyclodecanone (CDN) CDN MEN CDN CDN CDN CDN CDN
L-Menthol (MEN) MEN XON MEN MEN MEN MEN MEN
Cyclohexanone (XON) XON DCI XON XON XON XON XON
p-Citronellol (DCI) DCI XOL DCI DCI DCI DCI DCI
Cyclohexanol (XOL) XOL BUT XOL XOL XOL XOL XOL
Butanol (BUT) BUT PYR BUT BUT BUT BUT BUT
Pyridine (PYR) PYR MAC PYR PYR PYR PYR PYR
Methyt-amylketone (MAC) MAC ISO MAC MAC MAC MAC MAC
Isoamyl acetate (ISO) ISO HEP ISO ISO ISO ISO I1SO
n-Heptanol (HEP) HEP ANI HEP HEP HEP HEP HEP
p-Cymene (CYM) CYM CYM CYM CYM CYM CYM CYM
p-Limonene (LIM) LIM LIM LIM LIM LIM LIM LIM
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stimuli were not negatively correlated at the signifi-
cance threshold. This provides good evidence that
the membrane mechanisms involved in the apparent-
ly distinct reception processes do not have complete-
ly separate and reciprocally exclusive distributions in
receptor cells. This conclusion is in agreement with
that of earlier studies’.19-22,

An important question regarding the interpreta-
tion of the findings is that of the incidence of stimulus
intensity on the discrimination pattern observed.
Since it has been demonstrated that receptor cell se-
lectivity depended on odour concentration to some
extent, the consequences of using each stimulus at a
single and high concentration must be discussed.
Considering a particular receptor cell, a part of its
ability to discriminate between diverse stimuli, in
terms of threshold or response magnitude, may be
based on the differential access of the molecules of
this receptor. Odorant discrimination may reflect,
for example, different molecular properties of solu-
bility and diffusion in the mucus. In addition, discrim-
ination involves differentiated interactions between
odour molecules and the receptor membrane. That
several types of molecule recognition mechanisms
are involved in the receptor cell responses is proved
by the fact that several cells of the same preparation,
even taken at the same location, display quite differ-
ent response profiles and, when they happen to re-
spond to the same stimuli, order these stimuli differ-
ently in terms of threshold or response magnitude. In
this study, methodological constraints required the
use of a single concentration for each stimulus. This
single concentration was chosen in the upper range in
order to maximize and hopefully standardize the in-
teraction between odorants and the receptor mem-
brane. It can be argued that highly concentrated
stimuli may have resulted in non specific interac-
tions, for example membrane desorganization, and
can have introduced a noise level which masks more
significant information. It can be noted that several
cases of stimulus similarity and dissimilarity observed
in this study are excellent replications of observations
made in earlier experiments with the same stimuli but
at different concentration’.19.20. In another study?1.22,
the effect of stimulus concentration on odorant dis-
crimination by receptor cells was investigated using
odorants at two different concentrations. It was
found that the lower concentrations were better dis-

criminated than the higher ones. However, for some
of these odorants, the higher concentration level was
more closely associated with the lower one than with
any other odorant of the tested sample. This obser-
vation seems to indicate that discrimination at high
stimulation levels is based on the same type of proc-
esses as those involved at lower levels. Neverthe-
less, common assumptions on the low specificity of
the odorant-receptor site interactions lead to the
view that the particular combination of receptor sites
activated by an odorant undergoes significant varia-
tions when concentration is increased or decreased.
Increasing concentration is likely to result in the re-
cruitement of low-affinity receptors which do not sig-
nificantly contribute to odorant reception at lower
concentrations. It is therefore probable that concen-
tration influences the pattern of similarities between
odorants to some extent. For this reason the similari-
ty pattern described in this study must be considered
conservatively as a particular image of the olfactory
space in the upper range of odorant concentrations.

In the present study, as in several previous
ones’-20.22, camphoraceous odorants were found to
be especially well discriminated from other com-
pounds. In factor analysis, they were well repre-
sented by one of the first factors of the multidimen-
sional space. This indicates that these odorants pos-
sess very specific stimulating properties.

A major outcome of several previous experiments
was the large distance separating camphoraceous
compounds from odorants of the so-called ‘aromatic
group’ along the first axis of factor analysis?-20. In the
analysis presented here, it can be observed that the
‘aromatic odorants’ (acetophenone, anisole and thio-
phenol) are well isolated from the other odorants and
especially from camphor and cineole along the sec-
ond axis. The present results are therefore in good
agreement with earlier observations.

Another conspicuous feature of the distribution of
the stimuli in the first factorial plan is the large dis-
tance separating spherical molecules like camphor
and cineole and straigh-chained molecules like hep-
tanol and methyl amylketone. The involvement of a
shape factor in the discrimination processes has al-
ready been suspectedt. The correlation coefficient
computed for the cyclohexanol-n-butanol pair points
out a close relationship between these odorants. This
is observable along three dimensions of the factorial



space but not along the first factor which introduces
an obvious discrimination of these alcohols. One may
suggest that this separation is based upon steric dif-
ferences between the alcohols which would further
support the assumption that a certain amount of mol-
ecule discrimination is associated with shape prop-
erties principally represented by the first factor in
this experiment. However, in agreement with a pre-
vious study undertaken along this line4, the findings
indicate that shape can not be considered as the
unique determinant of the characteristics of the ol-
factory space representation. The close proximity of
D-citronellol and cyclohexanone and the marked sep-
aration of phenol and thiophenol illustrate this point.

The close proximity of cyclohexanol and cyclohex-
anone in the factorial space is also in agreement with
earlier observations?. The present results further in-
dicate that D-citronellol is related to this pair and that
the three compounds require a particular factor (fac-
tor 3) to be correctly represented.

p-Cymene and D-limonene which were introduced
as representatives of a ‘terpene group?? were found to
be highly correlated and specially represented by the
fourth axis. In the cloud of odour representative
points, this pair occupies a more central position than
any other group, which suggests that the molecular
properties involved in their recognition by receptor
cells are not as clearly distinctive as those repre-
sented in the other groups.

In several previous experiments, menthol and cy-
clodecanone had shown a persistent tendency to be
located in the area of the olfactory space surrounding
the camphor group??. This tendency was also ob-
served in the present study and it can be assumed that
these compounds share some properties of camphor
and related substances. Nevertheless, they cannot be
exclusively defined by this relationship. It is notable,
for example, that menthol lies in an intermediate po-
sition between the camphor group, the cyclohexanol
group and the terpene group, as a result of positive
correlations with cineole, cyclohexanol and D-limo-
nene. This suggests that, considering the discriminat-
ing processes, a molecule can be depicted as being
the intersection of several independent subsets of
properties.

The present investigation, when compared with
the results of earlier studies, shows that the odorant
multidimensional space based on electrophysiologic-
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al receptor cell responses recorded from a given ani-
mal species, is stable. The organization of the odor-
ants in this space is not inconsistent with physicochem-
ical principles or with psychophysical estimates of
qualitative similarities. It is compatible with the well-
known property of the olfactory system: discrimina-
tion of each type of molecule from an other. There-
fore, despite their complex response profiles, the re-
ceptor cells build an odorant space which is very dif-
ferent from the ‘chaos’ perceived by the first investi-
gatorsS-il.

The findings can be interpreted according to the
basic assumption that the odour stimuli are detected
by several types of broadly selective receptor sites
distributed at random among receptor cells.

Our approach is obviously not appropriate to iden-
tify and characterize the receptor sites. Neverthe-
less, these findings are not without relevance to the
properties of the receptors. In this connection, it can
be argued that an odorant grouping results from two
sets of conditions: (1) odorants presenting a certain
number of common physicochemical properties; and
(2) receptor structures able to detect these relevant
properties. An odorant group therefore refers to an
ensemble of receptive properties responsible for the
grouping. The question arises whether this ensemble
of receptive properties is present in a single type of
receptor site or in several of them. A definitive an-
swer is not possible. There is no doubt that odorants
in the same group act upon several distinct receptor
sites since they are partly discriminated from each
other; however, their grouping as such might be due
to a more restricted number of non-discriminating re-
ceptors.

Another question is whether the receptor site(s)
involved in the separation of a defined odorant group
can also be involved in other groups. Is there any
overlapping, for example, between the receptors
sensitive to camphoraceous molecules, on the one
hand, and those detecting molecules of the heptanol
group on the other? A statistical computation based
on the assumption of randomly distributed receptor
sites, indicates that the overlapping ratio of camphor
acceptors and heptanol acceptors is necessarily low,
if not null. As a matter of fact, the number of recep-
tor cells responding to both cineole and heptanol is
not greater — and even is less — than the number ex-
pected according to the random-distribution assump-
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tion. If both types of odorants shared some receptor
sites, these common receptors should presumably
not account for more than 2-3% of the total re-
sponses.

It thus appears that any investigation that plans to
use a selection of stimulus molecules acting on
markedly different receptor sites could select these
molecules from different odorant groups, and espec-
ially from groups which occupy opposite locations in
the stimulus space described herein. A recent study
using a chemical modification approach of receptor
cell sensitivity illustrates this possibility>. More gen-
erally, the present findings are proposed as a refer-
ence for other future studies dealing with odour dis-
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Abstract. Previously reported electrophysiological responses recorded from individual neurons in
the olfactory bulb of frogs stimulated with odorous compounds were further analyzed using statistical
methods. Five of the odorants were delivered at two concentrations. The pattern of discrimination
among these odorants was investigated with the aid of the Pearson’s correlation test and Benzecri’s
‘analyse des correspondances’. Special attention was paid to the incidence of odour concentration on
this discrimination pattern. The results were compared with those of a similar study performed on
receptor cells in the same experimental conditions. The comparison indicated that the information
processing in the olfactory bulb seems to improve discrimination between chemically different stimuli,
especially those poorly discriminated by receptor cell responses, whereas it protects this discrimination
against a massive influence of the intensity of the stimuli.

Introduction

When stimulated with an odorous compound the olfactory receptor cells deliver a
complex neural message, whose spatial and temporal characteristics encode the
quality and the intensity of the stimulus. This message converges onto a much
smaller number of second-order neurons in the olfactory bulb. The neural ac-
tivity induced in these neurons activates internuncial cells which participate in a
local shaping of the message via inhibitory processes. A large number of anatom-
ical and electrophysiological studies have described the organization and the
functional properties of the intrinsic bulbar circuits, and several assumptions
have been made on the role played by the olfactory bulb in the processing of the
qualitative and quantitative aspects of the afferent information (see Holley and
Mac Leod, 1977 for a review). Testing these assumptions requires comparison of
the patterns of activity induced across receptor cells by defined olfactory stimuli
with the resulting patterns evoked across second-order neurons.

Following the first investigations of electrical responses recorded from individ-
ual receptor cells (Gesteland et al., 1963) and olfactory bulb neurons (Dgving,
1964), it appeared that extensive investigations would be required before the
neural mechanisms of odour quality discrimination were understood. Moreover,
the variability of the cell responses to a same odour quality as a function of stimu-
lus concentration, as investigated on a few cells, suggested that the coding of
quality was narrowly associated with that of intensity. A pertinent way of explor-
ing the relationship between the two codes would be to compare the across-cell
response patterns induced by different odour stimuli at several intensity levels,
i.e., to compare response-concentration functions. However, this approach has
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substantial technical difficulties if a large number of different odorants have to
be tested on the same set of cells.

Many authors have studied the quality coding or the intensity coding of odours
either in receptor cells or in bulbar neurons (Gesteland et al., 1963; Dgving, 1964,
1966a,b; Higashino et al., 1969; O’Connell and Mozell, 1969; Kauer, 1974; Blank
and Mozell, 1976; Getchell and Shepherd, 1978a,b; Meredith and Moulton, 1978;
Duchamp et al., 1974; Holley et al., 1974; Revial et al., 1978). However, in each
of these studies, when the qualitative aspects of the coding were considered, the
quantitative aspects received little attention, and vice versa. Mathews (1972)
recorded the activity of receptor cells and bulbar neurons in response to a set of
stimuli. He used stimuli at two concentrations in his study of receptor cells but
not in his study of bulbar neurons, so investigations on quality/intensity inter-
actions could not be extended to the olfactory bulb level. More recently, Revial ez
al. (1982, 1983) reported the results of an extensive investigation of the discrimi-
native properties of receptor cells in the frog. We attempted to reproduce very
similar experimental conditions in an investigation of the discrimination proper-
ties of olfactory bulb neurons in the same species. Because the same stimuli were
used at similar concentrations, a comparison could be made between neuron
properties at both levels (Duchamp, 1982; Duchamp and Sicard, 1984). It was
shown that the main features of the pattern of resemblances and differences
among stimuli, as observed at the periphery, were rather closely replicated at the
olfactory bulb level and that second-order neurons seemed to improve discrimi-
nation of some stimuli (isomers) which were poorly distinguished from each other
by receptor cells.

In part of their investigation of receptor cells, Revial et al. used several stimuli
at two different concentrations in an attempt to estimate the degree of inter-
ference of the intensity of the stimuli with their qualitative dimension. The pre-
sent study focuses on the same problem. Statistical tests were applied to data
reported by Duchamp (1982) to analyze the consequences of changing stimulus
concentration on the pattern of discrimination among odorants performed by
olfactory bulb neurons. The results of these analyses are compared with those of
similar studies performed on receptor cells (Revial et al., 1982, 1983), and the
interactions between intensity coding and quality coding at the first two stages of
the olfactory pathways are discussed.

Methods

The methods used to collect the original data which are mathematically analyzed
in this paper have been reported elsewhere (Duchamp, 1982). These methods will
be briefly summarized.

Preparation

Frogs (Rana ridibunda) were immobilized by s.c. injection of tubocurarine
(0.1 -0.2 ml, 0.3%). One of the olfactory mucosae and the ipsilateral olfactory
bulb were exposed under local anaesthesia with procaine hypochloride (5%). The
animals were kept at constant temperature (13°C) throughout the experiments.
Cutaneous respiration was preserved by wrapping the animals in wet gauze, and
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an additional supply of oxygen was provided by a tracheal air flow.
Recording

Single-unit activity of bulbar neurons was recorded with metal-filled glass micro-
electrodes plated with platinum black (Gesteland et al., 1959). The neuroepi-
thelial extracellular slow potential (EOG) was simultaneously recorded. It was us-
ed to check the physiological condition of the neuroepithelium and its time course
served as a chronological reference for identifying the type (inhibitory or excit-
atory) of some ambiguous neural responses (Dgving, 1964; Kauer, 1974). Both
types of electrical activity were visualized using an oscilloscope and recorded on

paper.
Response quantification

The procedure used to quantify the spontaneous activity and the responses of ex-
citatory and inhibitory types have been described in Duchamp (1982). Briefly, ex-
citatory responses were evaluated in terms of maximum discharge frequency
(spikes/min) from the duration of the 3 —4 successive shortest interspike intervals
found in the initial phase of the odour-evoked discharge. Inhibitory responses
were represented by one of the following values: 10, 5, 2, or 1 spike/min, depend-
ing on the duration of discharge interruption and whether or not an activity re-
bound occurred afterwards.

Odorant selection

Nineteen odorants were systematically presented to the olfactory mucosa. Five of
them were presented at two concentration levels, the lowest level differing by
30—40% from the highest one (Table I). The concentration values were identical
to those used by Revial er al. (1982, 1983) in their investigation of receptor cells
with the same odorants. Odorant selection had been partly based on results of
prior discrimination studies. Two of them were known to pertain to a defined
‘odorant group’: benzaldehyde was selected as a representative of the ‘aromatic
group’ (Duchamp er al., 1974) and cineole as a representative of the ‘camphor
group’ (Revial et al., 1978). Pyridine had been used in a previous study
(Duchamp et al., 1974) and the qualitative relationship between this odorant and
the aromatic group documented. On the basis of the high response rates elicited
by these compounds and reported in former studies, the authors predicted that
these compounds would retain significant stimulating effectiveness when used at
lower concentration. Limonene had been arbitrarily selected from several ter-
penes included in the stimulus set. Finally, cyclohexane-carboxaldehyde had been
retained in connection with its aldehyde group borne by the cyclohexane ring,
with reference to benzaldehyde in which the aldehyde group is borne by the
aromatic ring.

Olfactory stimulation

Stimuli were automatically delivered by a gas-phase dilution olfactometer
(Duchamp et al., 1974). The different stimuli were presented in randomly deter-
mined succession. Odorant concentration was calculated from the saturated
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Table I. Odorants used with an estimation of their concentration in the stimulating odour flow at
20°C. For several compounds the saturated vapor pressure could not be known and the concen-
trations were not determined.

Concentration
Code Chemical name (x 10* molecules/ml)
C, C, C, C,
1 BZA bza Benzaldehyde 90 35
2 CIN cin Cineole 75 45
3 CYM p-Cymene 100
4 DMS «a,4,Dimethylstyrene 65
5 HEX 2-Hexen-1-al. -
6 1QI Isoquinoline 10
7 LIM lim d-Limonene 150 100
8 MTA p-Menthane 200
9 MTN A3,p-Menthene -
10 MEN Menthol 7
11 PHE Phenol 200
12 PYR pyr Pyridine 650 450
13 PYL 1-Methyl-pyrrole -
14 QUI Quinoline 10
15 TER «-Terpinene -
16 THY Thymol 6
17 XAN Cyclohexane 6300
18 XCA xca Cyclohexane-carboxaldehyde - 1xCy
19 XOL Cyclohexanol 100

vapour pressure, and the rate of dilution of this vapour by the odourless vector
gas flow. Stimulations were delivered for 2 s every 2 min. Rinses with the odour-
less gas flow were interspaced between stimulations to prevent possible inter-
action between successive stimulations.

Results

Statistical treatments based on calculation of Pearson’s ‘7’ correlation coefficient
and on ‘analyse factorielle des correspondances’ (Benzecri, 1973) were used to
describe the pattern of discrimination among 19 odorants delivered to the olfac-
tory mucosa during single-unit recording of 43 neurons from the olfactory bulb.
Five of the 19 odorants having been delivered at two concentration levels, the
analysis dealt with a matrix of (19+5) x 43 = 1032 responses.

‘r’ correlation coefficients

For each pair of stimuli, the test allows us to compare the collections of responses
induced from the set of neurons investigated. Significant values for ‘7’ indicate
that the odour stimuli under comparison show some degree of similarity in their
stimulating action.

Figure 1 represents all correlations among stimuli which reached the signifi-
cance threshold at p = 0.001. If we do not take into account the five low levels of
concentration, it is possible to distinguish three groups of stimuli among the pat-
tern of inter-relationships: (i) DMS, CYM, TER, LIM and MTN, to which THY
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DMS THY
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./’ CYM
BZA
TER
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Fig. 1. Correlations between odorants according to the calculation of the Pearson’s ‘r’ correlation
coefficient. All these correlations are significant at the 0.1% threshold. Odorant names abbreviated
according to code in Table I.

Table II. ¢’ values computed for the five concentration pairs. p: significance level. AE: percentage of
excitatory responses which were not reproduced at lower concentration.

Olfactory bulb neurons Receptor cells
Concentration pairs ‘r D AE% ‘r D AE%
PYR - pyr 0.91 0.001 27 0.78 0.001 11
XCA - xca 0.84 0.001 41 0.62 0.001 33
LIM - lim 0.81 0.001 33 0.75 0.001 18
BZA - bza 0.75 0.001 33 0.49 0.01 36
CIN - cin 0.71 0.001 26 0.47 0.01 38

is linked; (ii) MTA, QUI, IQI, XOL, XAN, XCA and HEX, to which MEN is
linked; and (iii) PYR, PYL, CIN, PHE and BZA, a group of odorants which are
isolated from each other and from all other odorants.

When the odorants are tested at two concentrations, the higher concentration is
always found to be highly correlated with the lower one. The ‘r’ values of the co-
relation coefficient for the five paired concentrations are the highest among all
the 275 possible pairs. These values are presented in Table I1. In addition, as can
be seen in Figure 1, when the higher level in a concentration pair is found to be
uncorrelated with the rest of the stimulus set, the lower level is also found to be
uncorrelated (CIN, BZA, PYR). When the higher concentration is included in an
ensemble of cross-correlated stimuli, the lower concentration remains included in
this ensemble (LIM, XCA).

Let us consider the ‘7’ values calculated for the 45 pairs formed by all combi-
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Fig. 2. Distribution of the Pearson’s ‘r’ correlation coefficient values for the 45 pairs formed by all
combinations of the five stimuli tested at two concentrations in the olfactory bulb (Histogram A) and
in the neuroepithelium (Histogram B). *: significance level 1%; **: significance level 0.1%.

nations of five compounds tested at two concentrations. The distribution of these
‘r’ values is shown in histogram A in Figure 2. This distribution is bimodal. Forty
uncorrelated pairs are grouped around the 0—0.1 class, whereas a second peak
separated from the first one by three empty classes, groups five pairs of highly
correlated stimuli. These five pairs can be identified as formed by the two levels
of concentrations of the five compounds.

Analyse factorielle des correspondances

The original response data were analyzed through a comparison of the associ-
ation profiles of the odorants and of the neurons based on x? computation. A
multi-dimensional olfactory space is defined by a limited number of factors.
Odorants are represented in this space in such a way that euclidian distances
between their representative points can be interpreted in terms of degree of quali-
tative similarity. The space defined by the first three factors (associated variance:
40% of the total variance) is shown in Figure 3. CYM, TER and DMS form a
group; THY and the pair LIM/MIN are located not far from this group. A
second group of compounds includes HEX, XCA, XOL and QUI. IQI lies at a
distance from its isomer QUI. PYR and BZA are close to each other and far from
the other compounds. Some other odorants occupy distinct peripheral locations;
they are: PHE, XAN, CIN and PYL and to a lesser extent, IQI, MEN and MTA.
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@

Fig. 3. Three-dimensional odorant space from factor analysis of olfactory bulb neuron responses.
Odorant names abbreviated as in Table 1.

When the respective locations of the points representing the two concentrations
of a same odorant are considered, the close proximity of PYR and pyr, BZA and
bza, XCA and xca must be emphasized. A larger distance separates lim from LIM
and cin from CIN. As a rule, except for the LIM-lim pair, the position of the
point representing the lower concentration of an odorant is more centrally situ-
ated than the point representing the higher concentration. However, this low-
concentration point remains along the vector defined by the high-concentration
point and the center of the cloud of points.

The location of the low-concentration points in the multi-dimensional space is
not considerably different from that of the high-concentration points. xca is in-
cluded in the same group as XCA; bza and pyr occupy locations which allow
them to be considered as clearly discriminated from the rest of the odorant set.
lim is situated near CYM, TER and DMS, while LIM is slightly more distant
from these compounds. Finally, although cin is found more centrally located
than CIN, its independence from the other compounds remains high.

Discussion

Pearson’s ‘r’ correlation test and factor analysis reveal a pattern of discrimi-
nation among the odorants studied. This pattern includes several groups of
odorants which elicit more or less closely similar activity profiles across the
neuron set on the one hand, and well-discriminated odorants which elicit more
specific profiles on the other hand. The results relating to the compounds tested
at two concentration levels suggest that the changes in stimulation intensity did
not dramatically affect the discrimination pattern across odorants. High values

361



A.Duchamp and G.Sicard

of the ‘r correlation coefficient demonstrate a strong relationship between the
response profiles obtained at high concentration and those obtained for qualitat-
ively similar stimuli at lower concentration. This is corroborated in the factor
analysis diagram by the close proximity of the representative points. It is worth
noting that decreasing concentration by 30 —40% for the five stimuli of the con-
centration test was not ineffective, as 31.8% of the excitatory responses and
62.8% of the inhibitory responses elicited by the higher concentration of these
odorants disappeared when the lower concentration was delivered (Duchamp,
1982). In addition, at low concentration, the spike frequency in the remaining ex-
citatory responses was found to be reduced with respect to that observed at higher
concentration. Nevertheless, such an impoverishment of the across-neuron
response profiles at low concentration did not dramatically alter their resem-
blance with the patterns evoked by more intense stimuli. This is presumably
related to the fact that the lowest concentration of a stimulus never elicited
responses from neurons that were unresponsive to the highest concentration.

It can be provisionally concluded that, within the range of concentration
explored in this study, the discrimination of odour quality by bulbar neurons is
relatively independent from variations affecting stimulus intensity.

Comparison with discrimination by receptor cells

Revial ef al. (1982, 1983) reported the results of an investigation carried out on
receptor cells stimulated with a similar set of odorants, and including a concen-
tration test performed on 30 of these receptor cells in experimental conditions
exactly similar to those used in the present study. These results will be briefly
recalled before being compared with those obtained from olfactory bulb neurons.

A three-dimensional representation of the olfactory space derived from factor
analysis of receptor cell responses is shown in Figure 4. A ‘terpene group’ includ-
ing TER, DMS, CYM, LIM, MTN and MTA, is visible. In this space, QUI lies
close to its position isomer IQI. Several compounds are well discriminated from
each other and from the other odorants: PYR, XAN, XOL and CIN.

The lower concentration of limonene (lim) is included in the ‘terpene group’.
The lower concentration of pyridine (pyr) lies close to the higher concentration of
this compound (PYR). A larger distance separates the lower concentration of
benzaldehyde from the higher one, the former being situated near the representa-
tive points of both concentrations of pyridine. Similarly, the change in concen-
tration of cyclohexane-carboxaldehyde results in a displacement of xca with
respect to XCA, with xca becoming closer to PYR, pyr and bza. With regard to
cineole, although a large distance separates the two concentrations of this odor-
ant, both appear to be equally independent from the other odorants.

For each of the five compounds tested, the distance between paired concen-
trations increases according to the following order: limonene, pyridine, cyclo-
hexane-carboxaldehyde, benzaldehyde and cineole. In Table II are reported the
values of the ‘7 correlation coefficient computed for the five concentration pairs.
It can be seen that the order of decreasing ‘7’ values is the same as the order of the
increasing percentages of those excitatory responses which were not reproduced
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Fig. 4. Three-dimensional odorant space from factor analysis of receptor cell responses. Odorant
names abbreviated as in Table 1.

at lower concentration. Except for the inversion of limonene with pyridine, this
order is also similar to that of the increasing distances between two concen-
trations of a same odorant within the olfactory space.

The distribution of the ‘7’ values computed for the 45 pairs formed by all com-
binations of five odorants tested at two concentrations is presented in histogram
B, Figure 2. Among the significant positive ‘7’ values, the following pairs are
found, in addition to the five concentration pairs: bza - PYR; bza - pyr; xca -PYR
(p <0.001); BZA - PYR; BZA - XCA; bza - xca (p <0.01).

Significant negative correlations are also present in the histogram; they are:

bza - CIN; xca - CIN; PYR - CIN (p <0.001); pyr - CIN (p <0.01).

The comparison of the factorial spaces derived from olfactory bulb and recep-
tor cell data shows that second-order neurons do not dramatically modify the
neural message that they receive from the periphery. In particular, those odorants
which are clearly discriminated by receptor cells remain clearly distinguished
from one another by olfactory bulb neurons.

The organization of the terpene group is not exactly the same at both levels of
analyses. The olfactory bulb neurons operate a dissociation of this cluster into
two subsets: CYM, TER, DMS and THY on the one hand, and the pair LIM-
MTN on the other hand. At the olfactory bulb level, MTA is separated from the
terpene group whereas it is included in this group at the receptor cell level.
Another difference between the two factorial spaces concerns the relative position
of the isomers QUI and IQI. This increased discrimination observed at the olfac-
tory bulb level for those odorants poorly discriminated by receptor cells confirms
the findings of a former comparative study made with a different set of stimuli
(Duchamp and Sicard, 1984). ‘

The effects of reducing stimulus concentration on the qualitative discrimi-
nation among the five compounds investigated can be analyzed by comparing
histograms A and B in Figure 2. The distribution of the ‘r’ values is wider for the
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receptor cell responses than for the bulbar neuron responses and presents no
empty classes. This distribution includes significant negative ‘r’ values not found
in the distribution of the olfactory bulb data. All these negative values concern
pairs involving CIN, and underline the difference in the response profiles induced
by this odorant on the one hand, and by bza, pyr, PYR and xca on the other
hand. Among positive correlations are found not only values referring to the five
concentration pairs but also values referring to pairs of qualitatively different
stimuli. These stimuli are therefore poorly discriminated from one another by
receptor cells.

At the olfactory bulb level the picture is clearly different. Histogram A shows a
complete absence of significant correlations between qualitatively different com-
pounds, whereas all five concentration pairs are characterized by highly signifi-
cant and positive values of ‘7.

The nature and direction of the changes observed in comparing histograms A
and B suggest that the information processing taking place in the olfactory bulb
results in removing a part of the confusion regarding the odour quality, which is
present in the neural message delivered by the receptor cells. The findings also
suggest that this processing results in reducing the incidence of intensity on the
characteristics of the neural message which specifies the nature of the odour
stimulus.

Several aspects of the factor analysis data can be interpreted along the same
line. In the multi-dimensional space derived from olfactory bulb responses, the
two concentrations of each of the five investigated compounds are less distant
from each other than they are in the space derived from receptor cell responses.
In addition, the lower concentrations are generally less separated from the other
compounds in the analysis derived from bulbar data than they are in the analysis
derived from receptor cell data.

To a certain extent these results are dependent on the methods utilized for
quantifying peripheral and bulbar responses. We have discussed the quantifi-
cation procedures elsewhere (Duchamp, 1982; Revial et al., 1982). The coherence
of the results seems to indicate that our criteria are acceptable. The most arbitrary
criteria are those adopted for evaluating the responses of inhibitory type occur-
ring in the olfactory bulb. However, we verified that these responses play a minor
role in the characteristics of the discrimination patterns computed. For example,
when all the inhibitory responses are counted as null responses, i.e., when their
values are replaced with spontaneous activity values, the correlation coef-
ficient values between odorant pairs, including concentration pairs, are very little
affected and their significance level is not changed. This must not be taken as
demonstrating that the inhibitory processes play no role in the information
processing. Presumably this role consists mainly of preventing those neurons
which receive only a few synapses from active receptor cells from being excited at
high stimulus concentration (Duchamp, 1982).

It seems, therefore, that quality-based differences between afferent messages
are maintained or amplified and that intensity-based differences are reduced. In
other words, the olfactory bulb seems to improve the qualitative discrimination
between chemically different stimuli while it protects this discrimination against a
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massive influence of the intensity of the stimuli.

These conclusions are in agreement with several predictions inferred from an
analysis of the role of the glomerular convergence (Van Drongelen et al., 1978)
and, more generally, from the consideration of the anatomical and functional
properties of the olfactory bulb organization (Holley and Mac Leod, 1977).
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A new preparation for in vivo electrophysiological recording of olfactory receptor cell activity in the mouse is described. Receptor
cells were characterized by their spontaneous activity and responses to odorants. These preliminary observations suggest that the ol-
factory receptor cells in mouse are more selective than receptor cells of the frog olfactory epithelium.

Most of the electrophysiological data on the olfac-
tory receptor cells have been obtained from studies
performed in amphibians'¢791 Gesteland and
coworkers have presented examples of receptor cell
activities collected from separated heads of young
rats and rat embryos®*. Apart from these data there
is no information about olfactory receptor cell prop-
erties of mammals. The present study describes a
new preparation to extend this investigation to adult
animals in more usual physiological conditions. We
chose mice as experimental animals in the prospect of
future studies on genetical aspects of olfactory per-
ception.

We used 6—9-week-old male albino mice obtained
from IFFA-CREDO (St Germain-L Arbresle,
France). The animals were anesthetized with sodium
pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) and maintained with
supplemental doses as needed. The surgical proce-
dures included a tracheal intubation in order to sup-
press respiratory air movements in the nasal cavity.
The anesthetized mouse was fixed by head on a ther-
mostatically controlled contention table (37 °C). The
head was fixed on a 4-point support: the upper jaws
reposed on a mouth piece; a posterior clamp fixed the
head at the ear level; the skull was fastened to a rigid
bar with Histoacryl (B. Braun, Melsungen, F.R.G.).

The dorsal skin and nasal bone above the right na-
sal cavity were successively removed. Finally the

dorsal epithelium of the nasal cavity was longitudi-
nally incised and folded. During surgery the bleeding
was cleared using a gauze tampon. When residual
clots of blood were present on the mucosa, they were
naturally removed by the mucus flow. The search for
the units began 20 min after surgery. The access to
the nasal cavity was 1.5 mm wide and 5 mm long,
ending at the posterior suture of the nasal bone.

Olfactory stimulations were delivered in gas phase
by a multichannel olfactometer which has been de-
scribed in detail elsewhere’. The following com-
pounds were used as stimuli: Acetophenone, anisole,
camphor, cineole, cyclodecanone, cyclohexanone,
p-cymene, heptanol, isovaleric acid, D-limonene,
methyl amyl ketone, musk-ketone, cyclooctadeca-
none, usual aliment odor and litter odor. Except for
the latter 4 stimuli, these odorants have been used in
an olfactory receptor cell study performed in the
frog”. For purpose of comparison, the odor concen-
trations and stimulus duration (2 s) were the same as
in the frog study. To investigate concentration—res-
ponse relationships, some odorants were occasional-
ly delivered at several concentrations.

The extracellular unitary activity of receptor cells
was recorded using platinum-black metal-filled mi-
croelectrodes (tip diameter 1-3 um, impedance 1-4
MQ at 1000 Hz). The recording electrode was finely
moved by a microdriver (UT 2050 PP, Micro-Con-
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trole; minimum step 0.1 um). The contention plate
and the microdriver were firmly fixed to a vibration-
proof table. A reference chlorided silver electrode
was inserted in the dermal nasal tissue.

The electrophysiological activity was amplified by
a low noise amplifier (input impedance 500 M,
bandwidth 300-3000 Hz). It was displayed on an os-
cilloscope, monitored on an audio system and stored
on magnetic tapes. Tape recordings were transferred
on to Gould ES 1000 chart recorder for subsequent
analysis.

Preliminary recordings of electroolfactograms
(EOGQG) indicated that responses to odorant stimula-
tions could be recorded from the dorsal portion of the
septal epithelium. These responses were similar to
EOGs recorded in the frog. Anisole, methyl amyl ke-
tone, cineole, cyclohexanone and p-cymene stimula-
tions evoked EOGs whose amplitudes varied de-
pending on recording site locations and preparations
and could reach up to 2 mV. For the other available
stimuli, amplitudes rarely exceeded 0.4 mV. Most of
the preparations presented such unaltered responses
for several hours.

The unitary activity of olfactory receptor cells was
regularly encountered when descending in the septal
area. In a few cases we could record unitary activity
from the nasal turbinate. However, we restricted the
investigation to the posterior septal olfactory epithe-
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Fig. 1. Histogram of receptor cell spontaneous activity.

lium which is more accessible. This area seems more
sensitive to the tested odorants as judged from the
amplitudes of EOG responses, which could be re-
lated to a higher density of receptor cells in this part
than in other explored areas.

Out of 100 observed units, 34 were recorded in
similar experimental conditions and observed for

[etire |

stim.

Fig. 2. Different response patterns elicited by olfactory stimulation of a single receptor cell. Odorants: A, anisole, B, cyclohexanone;
C, P-cymene. Saturated vapor dilutions: A, 20%: B and C, 10%. Stimulus duration: 2 s.



more than 30 min up to 1 h 30 min. As observed in
other preparations'25:68-1012.14 ‘the olfactory recep-
tor cells displayed spontaneous activity. Most of the
spikes showed a triphasic waveform resembling that
of axon spikes described by Getchell’. Diphasic
spikes were also observed. The spike duration was
about 5 ms. The spontaneous spike emission was ir-
regular and the mean firing rate appeared quite
stable for long periods of time. More than 50% of the
units displayed a spontaneous frequency rate which
did not exceed 50 per minute (Fig. 1).

The spontaneous firing rate could be modified
either by mechanical stimulation (i.e. electrode
movements) or by odorant stimulation. Cells show-
ing either low or high spontaneous activities were
both responsive. The neural responses to odorant
stimulations displayed different types of time pat-

A | |
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terns, but all the observed responses showed an ini-
tial phase of increased firing (Fig. 2). The onset burst
could be followed by a period of suppressed activity
and subsequent bursts of spikes. We did not observe
any initial suppressive effect of the stimulations. At
the highest firing rates, the spikes gradually dimin-
ished in amplitude and disappeared sometimes for
several seconds. The delay, the firing rate and the
number of evoked spikes of the response were found
to be functions of increasing stimulus concentration
(Fig. 3). With increased concentrations, the response
delay was progressively reduced while the firing rate
was increased; the number of evoked spikes first in-
creased and then, at higher concentration levels,
spike amplitude decrement and modifications of the
response time patterning were generally observed.
Among all stimulations performed in this study,

e
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Fig. 3. An example of concentration—response relationship. Odorant: cyclohexanone. Saturated vapor dilutions: A, 4%; B, 7%: C,

12%:D,15%: E, 18%; F, 25%. Stimulus duration: 2 s.
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254 were made with odorants used in the frog at the
same concentrations. Only 7.5% of them evoked
identifiable responses from receptor cells which sig-
nificantly differs () = 99.6, @ <0.01) from the corre-
sponding percentage (39%) in the frog. When those
cells which gave no responses are withdrawn from
the calculation, the responsiveness of the remaining
sensitive cells becomes 26.5% whereas it was 55% in
the frog study, () = 15.0, a <0.01).

The results of this preliminary study suggest that
the mammalian olfactory receptor cells are more se-
lective than those in amphibians. However, this con-
clusion must be considered critically. Because the
morphology of the nasal cavity is noticeably different
in the frog and in the mouse, the exposed epithelium
was not similarly oriented with respect to the odor-
ized flow in both preparations, which may have re-
sulted in different odor concentration in the mucus
surrounding the recorded cells. The seemingly high
receptor selectivity may also be a sampling effect. In
the mouse, the receptor cell responses were collected
from a small portion of the epithelium whereas the
explored area was comparatively larger in the frog.
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Wysocki et al. (1977) have previously compared the abilities of several inbred
strains of mice to avoid odorized drinks after odor-aversion conditioning and
have proposed C57BL/6 mice as an animal model to study the specific anosmia
to isovaleric acid. We have compared the olfactory performances of C57BL/6J
mice and AKR/J mice using one-bottle and two-bottle tests to study the latencies
of contacts with odorized or control drinks after odor-aversion conditioning. In
both inbred strains, sensitivities to airborne molecules of amyl acetate (control
odor) or isovaleric acid are demonstrated. Differences in behavioral strategies
are suggested but the results are consistent with the hypothesis of a selective
hyposmia to isovaleric acid in C57BL/6J mice.

KEY WORDS: mice; AKR/J; CS7BL/6J; olfactory sensitivity; hyposmia; odor-aversion condi-
tioning.

INTRODUCTION

A number of studies have used a flavor-toxicosis conditioning paradigm to test
the abilities of animals to detect odor associated with food or drink and the
various procedures have been discussed (Garcia and Koelling, 1967; Revusky
et al., 1977; Rusiniak et al., 1979; Palminero et al., 1980; Van Burskirk, 1981;
Bermudez-Rattoni et al., 1987). Wysocki et al. (1977) compared the abilities
of inbred strains of mice to avoid isovaleric acid in drinking solutions. Fluid
intake measurements made after odorant-aversion conditioning suggested that
C57BL/6] mice are less sensitive to isovaleric acid than are a number of other

! Laboratoire de Physiologie Neurosensorielle, CNRS-UA 180, Universite Claude Bernard-Lyon I,
F-69622 Villeurbanne cedex, France.
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inbred strains, including AKR/J mice. It was reported that C57BL/6J mice avoided
the odorized solution after an initial lick only, while AKR/J mice were clearly
sensitive to airborne molecules of isovaleric acid since they avoided the solution
without tasting it. In addition, tests with other odorants (amyl acetate or pen-
tadecalactone) showed that the deficit of C57BL/6] mice was restricted to iso-
valeric acid. The deficit shares characteristics with the “‘specific anosmia™
previously identified in human subjects (Guillot, 1948; Amoore, 1967, 1982;
Beets, 1982; Hirth et al., 1986, Whissell-Buechy and Amoore, 1973).

Recent physiological studies (Troitskaya et al., 1987; Sicard et al., 1989)
have established that the periphery of the olfactory system of C57BL/6J mice
is sensitive to isovaleric acid vapors, at least at high concentrations. Thus, if
C57BL/6J mice are fully anosmic to isovaleric acid, one may suppose that the
reported deficit has a more central origin. In other respects, different inbred
strains can show a number of different behavioral traits. Without direct involve-
ment of olfactory sensitivity, behavioral variations can influence the variables
used to compare two different strains.

In order to examine these possibilities, we have first attempted to find
behavioral indications of the sensitivity of these mice to isovaleric acid vapors.

EXPERIMENT 1

We have reproduced and extended the experimental procedure described
by Wysocki et al. (1977). Following odor-aversion conditioning, an increased
latency of the initial contact of the mouse with the aversive odorized drink can
be considered as the evidence that the odor is detected without any direct contact.

Animals and Methods

Adult male AKR/J and C57BL/6J mice were supplied by CSEAL-CNRS
(Orleans, France) and IFFA-CREDO (Saint-Germain-L’Arbresle, France). The
animals were housed in individual cages with a 12/12-h light/dark cycle. Hous-
ing and experiments were performed at a stabilized temperature, 25°C. Food
and water were provided ad libitum. During a week before the experiments, the
mice were submitted to a water-deprivation regime and were trained to drink in
two periods of 5 min daily. Systematically, animals were placed in an obser-
vation cage and a calibrated pipette containing the drinking solution was intro-
duced for 5 min. This schedule was maintained throughout the experiments.
The experiments started after animal weight and fluid consumption stabilized.
Timing of different phases of drinking behavior have been recorded by the
observer using an adapted microcomputer and its internal clock.

The control drink was a water solution of saccharin (2.1 x 10-2 M) buff-
ered with phthalic acid (10-* M). Aromatized solutions were made by dilution
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(10-3 by volume) of the pure odorants in the control solution. For equilibration,
the solutions were agitated during 24 h at 25°C before use. The calculated molar
concentrations of the stock solution were 9x 10-* M for isovaleric acid and
7x10-3 M for amyl acetate. The odorants were reagent-grade chemicals (Merck)
and purity of the solutions was checked by gas chromatography.

From each inbred strain, three groups of six animals were formed.

For the first group (C) the delay between the presentation of the control
drink and the initial contact with the pipette was recorded for four successive
testing trials (2 days).

For the other two groups [isovaleric acid (I), amyl acetate (AA)] the first
ingestion of an aromatized solution was followed by an intraperitoneal injection
of lithium chloride (0.6 M LiCl, 5 ml/kg). As demonstrated by previous exper-
iments (Wysocki et al., 1977), this procedure induces a clear avoidance of the
flavored solution at the tested concentrations. Twenty-four hours later and during
2 consecutive days, the delay between the presentation of the drinking solution
and the first contact of the animals with the pipette was recorded. In each
experimental condition, recordings were made two times a day for 2 consecutive
days for a maximum of 300 s. When mice did not make contact with pipettes,
the value of 300 s was assigned. Median values were calculated for each mouse.

Results

In Fig. 1, animals are distributed in classes according to the values of the
median delay calculated on four successive testing trials.

C57BL/6] mice reached the drinking tube with short delays in either the
control or the experimental conditions. No statistical difference between the
control and the experimental groups was detected (Mann-Whitney’s test: C vs
I, U=11.5; Cvs AA, U=12.5).

A comparable delay was observed for AKR/J mice in the control condition.
However, after odorant aversion conditioning, AKR mice clearly avoided con-
tact with the aromatized tube for longer times (Mann—-Whitney’s test: C vs I,
U=1, p<.001; C vs AA, U=0, p<.001). Two subjects of six for isovaleric
acid and six of six for amyl acetate took more than 300 s to reach the pipette.

These results confirm the observations reported by Wysocki et al. (1977)
that AKR/J mice are able to detect isovaleric acid without any first lick. This
is not so for C57BL/6 mice. In this inbred strain, whatever the odorant, no
change in latencies for drinking was observed.

The difference between the inbred strains might be due to a nonselective
sensory deficit in C57BL/6J mice or, more probably, to different behavioral
strategies.
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Fig. 1. One-bottle test. Effects of the odor-aversion conditioning on the delay between presentation
of the bottle and initial contacts with the drinking solutions in thirsty C57BL/6J and AKR/J mice.
Two different odorants have been used: amy! acetate and isovaleric acid (dilutions, 10-* by volume).

EXPERIMENT 2

The second experiment was designed to explore the chemosensitivity of
the mice. The previous procedure involved a conflict between the thirst moti-
vation of the animals and their aversion to the odorized drink. This difficulty
can be overcome by giving a choice between an odorized and a control solution
to the animals.

Animals and Methods

The animals were kept as described above. As in the first experiment, the
mice were trained to drink in restricted periods and conditioned to avoid the
odorants in drinking solutions. However, two pipettes were simultaneously pre-
sented to the mice. Three groups of 12 animals each were formed from each
inbred strain.

Two pipettes filled with identical control solutions were presented to the
members of the first group and the latencies of the initial contacts with left and
right pipettes were recorded.
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In the experimental groups, aversion conditioning was obtained on Day 0
by an intraperitoneal injection of a saline solution of LiCl (0.6 M, 5 mg/kg)
following the first presentation of two similar odorized pipettes. All the animals
drank the odorized solution before toxin administration. Twenty-four hours later,
a choice was offered between a pipette containing the odorized solution and
another one containing the control solution. Latencies of the initial contacts with
each of the pipettes were recorded.

The control solution was prepared as described in the previous experiment.
Three concentrations of isovaleric acid and amyl acetate were successively tested:
10-3 (by volume) on days 2, 3, 6, 7, 10, and 11; 10-* on days 4 and 5; and
10-% on days 8 and 9. The retest of the highest concentration allowed assessment
of any alteration of the avoidance reaction. The measurements were made twice
on each day.

Results

The latencies following the presentations of the highest concentrations are
reliable for 10 days at least. We saw no pronounced alteration of the delays
comparing the first and the last experimental tests using the 102 solutions of
either isovaleric acid or amyl acetate, in either strain. On day 2, individual
median values for isovaleric acid were higher than 300 s in AKR/J and equal
to 220+89 s in CS7BL/6J. For amyl acetate, they were 278 +49 s in AKR/J
and 196=119 s in C57BL/6J. On day 10, the corresponding values were, for
isovaleric acid, 277 +76 s in AKR/J and 220 + 89 s in C57BL/6J and, for amyl
acetate, 283 +42 s in AKR/J and 116 =143 s in C57BL/6J. Using Wilcoxon’s
test, no significant differences were found between day 2 and day 10.

Regarding the effect of concentration, at the highest concentrations of the
odorants (Figs. 2a, d), AKR/J mice made few or no contacts with the odorized
drinks during the surveyed period. As the odorant concentrations were de-
creased, contacts with the odorized pipette became more frequent and their
delays decreased. At the 10-° levels (Figs. 2c, f), the graphs tend to reach the
shapes of those obtained in the control situation (Fig. 3).

We have first compared the latencies of contacts with control pipettes (C)
and odorized ones (I, isovaleric acid; or A, amyl acetate) using Wilcoxon’s test.

In AKR/J mice, for isovaleric acid, differences between odorized and con-
trol pipettes are statistically demonstrated at 10-? and 10~* concentration levels
but not at the lowest [C vs 1(10-3), =0, p<0.01; C vs [(10-%), t=0, p <
0.01; C vs 1(10-%), r=19]. However, we can remark that even at this level 6
of 12 mice clearly avoided the odorized solution (Fig. 2c).

For amyl acetate, test latencies are still longer than control ones at the
lowest concentration [C vs A(10-3), =0, p<0.01; C vs A(10-4), r=1, p<0.01;
Cvs A(10-9), t=2, p<0.01].
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Fig. 2. Two-bottle test. Latencies of the initial contacts of C57BL/6J (filled circles) and AKR/J
(open circles) mice with an aromatized pipette and a control one following odor-aversion condi-
tioning. Three different dilutions (10-3, 10-4, and 10-* by volume) of amyl acetate or isovaleric
acid have been tested. The solid linc corresponds to the first bisector of the plane. For isovaleric
acid, in both strains, differences between control and odorized pipettes are observed at the highest
concentrations (a, b) (Wilcoxon’s test, p <.01) but not at the lowest (c). For amyl acetate, differences
are observed in both strains (Wilcoxon’s test, p <.01), except in C57BL/6J mice at 10-* (¢) and

10-5 (f).
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Fig. 3. Two-bottle test. Latencies of the initial contacts of C57BL/6J (filled circles) and AKR/J
(open circles) mice with left and right bottles containing identical control solutions. The solid line
corresponds to the first bisector of the plane.

In C57BL/6J mice, similar results are observed. However, according to the
diagrams (Fig. 2), the avoidance seems globally less clear-cut.

For isovaleric acid, there are differences at the highest concentration levels
[C vs 1(10-3), t=1, p<0.01; C vs I(10-%), r=4.5, p<0.01; C vs 1(10-%),
t=33]. At the highest level, 5 of 12 animals did not touch the odorized pipette
during the observation period (Fig. 2a). Comparatively, in AKR/J mice, the
avoidance was complete, the score being 12 of 12.

For amyl acetate, latencies of contacts with the odorized pipettes are sig-
nificantly longer than latencies of contacts with control pipettes at the highest
concentration level only [C vs A(10-3), t=35, p<0.01; C vs A(107*), t=15.5;
C vs A(10-%), t=36]. Five of twelve animals totally avoided contact with the
odorized pipette. The score was 10 of 12 in AKR/J mice. We see no statistical
difference among latencies before contacts with odorized and control pipettes.

In the control condition, the median latencies were generally shorter than
300 s, except for one AKR/J mouse. In aversive conditions, we observed a
variable number of complete avoidances of contact with the odorized pipette
depending on the odorant concentration. Thus, we have grouped the animals
into two classes: one including mice which made contact with the odorized
pipette, and the other, mice which did not. We compared the distributions
obtained in control conditions and aversion conditions using Fisher’s exact prob-
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ability test (Table I). For amyl acetate at the highest concentration and for both
strains, there is a difference which is significant at the 5% level. For the lower
concentrations, there are no significant differences for either strain. For isoval-
eric acid, there are significant differences for AKR/J mice at all tested concen-
trations, while C57BL/6J mice show a significant difference at the highest
concentration only.

Figure 3 shows the distribution of the subjects according to the delays
recorded in the control condition for left and right pipettes. Median values from
four successive testing trials are shown. The distribution for either strain is
symmetrical. In AKR/J mice, short latencies for one pipette are associated with
long latencies for the other. This indicates that individual AKR often select one
pipette, rarely using the other. However, there is no significant difference be-
tween the sides (Wilcoxon’s test). Thus, statistically, in the absence of a dif-
ference between the drinks, the mice do nof display an oriented choice.

DISCUSSION

Nasal chemosensitivity in mammals is multimodal, involving the olfactory,
trigeminal, and vomeronasal systems (Tucker, 1971; Doty et al., 1978; Walker
et al., 1979; Silver et al., 1988). Odorants dissolved in drinking solutions can
also be detected by olfactory cues. Both inbred strains can avoid the highest
concentration of amyl acetate or isovaleric acid without licking the odorized
tube. One can therefore suppose that isovaleric acid odor is detected by both
strains. Nevertheless, the mechanism responsible for avoidance of aromatized
drinks is not fully revealed in the present study. We have shown that gustatory

Table 1. Analysis of the Distributions of the Mice According to the Presence or Absence of
Contacts with the Odorized Pipettes [Fisher’s Exact Probability Test (p > 0.05 = ns]

CS7BL/6 AKR
No No
Contact contact p Contact contact P
Control 12 0 11 1
Amy]l acetate
10-? 7 5 <.02 2 10 <.01
10-* 11 1 >.05 7 S >.05
10-* 12 0 >.05 10 2 >.05
Isovaleric acid
10-3 7 5 <.02 0 12 <.01
10-¢ 9 3 >.05 1 11 <.01
10-° 12 0 >.05 6 6 <.05
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cues are not necessary, but a participation of trigeminal chemosensory detection
cannot be ruled out. We can, however, remark that trigeminal thresholds are
generally considered to be higher than olfactory thresholds (Tucker, 1971; Walker
et al., 1979; Silver et al., 1988).

The latency measurements in the second experiment indicate that the higher
the concentration of the tested odorant, the larger are the behavioral responses.
As different concentrations have been successively tested, the observed rela-
tionship might be related to a possible extinction of the aversion with repetitions.
However, we have confirmed that odor-aversion conditioning is long-lasting
(Rusiniak e al., 1979; Van Buskirk, 1981). Thus, one cannot look to this
hypothesis to explain the observed relationship. The variations are more likely
to be related to sensory evaluation, the performance of the mice being facilitated
by unambiguous stimuli.

Analyzing the occurrence of contacts with odorized and control pipettes,
we have noticed that detection of isovaleric acid is not seen at similar concen-
trations in the two strains. This result is congruent with those obtained by
Wysocki et al. (1977) testing other parameters. Following the preceding re-
marks, a selective sensory (olfactory) deficit in C57BL/6] mice might be sug-
gested.

In other respects, several observations indicate that different behavioral
strategies characterize the two strains. Considering the diagram corresponding
to the control situation in the second experiment, one can observe that C57BL/
6] mice reached the pipettes in shorter times than did AKR/J mice (Mann—
Whitney’s test, U=11.5, p<0.05). This result could be related to a greater
general activity or depend on more complicated behavioral characteristics.

Differences in behavioral traits are illustrated by the first experiment re-
ported here. In the one-bottle test, it is shown that delays of drinking are not
affected by the aversion conditioning in C57BL/6J mice. This observation con-
trasts with the features observed in AKR/J mice, which put off their initial
contacts with the odorized drinks. The difference is not odorant specific and
might be interpreted in terms of an unselective sensory deficit rather than a
selective one. As the tested drinks were delivered at identical concentrations
and clearly avoided in the second experiment, their aversive character for C57BL/
6J mice is not questionable. Indeed, the preliminary experiment demonstrates
that the conflict between thirst and aversion is solved differently by C57BL/6]
and AKR/J mice.

Focusing on the second experiment, we have retained two aspects of the
same behavioral response to test the association between odor and aversion. As
previously done (Wysocki ef al., 1977; Rusiniak et al., 1979), we have com-
pared the latencies of the initial contacts with control or odorized pipettes. In
addition, we have scored the numbers of mice which touched the odorized
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pipettes during the observation period and compared the values with the values
obtained in control conditions. The results of the two comparisons are not strictly
identical even though not contradictory.

A mouse can touch the pipette without drinking. Contacts with pipettes do
not necessarily reflect ingestion of drink but can be only informational. This is
probably the casc for one AKR/J mousc in Fig. 2b: despite an early contact
with the odorized pipette, the mouse did not drink a measurable quantity of the
odorized solution, which indicates that it had certainly identified the aversive
solution. Onc cannot decide whether this particular animal was able to smell
the source or not. Similar features have been noticed in C57BL/6] mice.

A complete avoidance of the odorized pipette appears to be a more suitable
criterion. Whatever the strain, only some of the tested mice displayed a reliable
avoidance during four successive trials.

Therefore, in this case also, the avoidance appears statistical in nature.
Individual variations might be related to different states of motivation. More-
over, the contribution of physiological fluctations cannot be ignored. Temporary
nasal obstructions or variations of secretory activities of the olfactory mucosa
may be involved (Getchell er al., 1984). At near-threshold intensitics of the
stimulus, their influences can alter the detection abilities and consecutively mod-
ify the conditions of the choice.

These individual variations as well as behavioral differences partly explain
why it is difficult to show differcnces of olfactory sensitivity between inbred
strains (Novikov, 1989). Nevertheless, the present results are consistent with
the hypothesis of a selective olfactory deficit in C57BL/6] mice (Wysocki et
al., 1977). These new behavioral results are in accordance with recent physio-
logical findings which have revealed that the olfactory mucosa and olfactory
bulb of C57BL/6J mice are activated by isovaleric acid delivered at high con-
centrations (Troitskaya et al., 1987; Sicard ef a/., 1989). In these studies, qual-
itative and quantitative alterations of the responses to stimulations by isovaleric
acid have been observed in the olfactory system of CS7BL/6J mice. Adding
these facts to the present findings, it is difficult to belicve that the suggested
deficit of CS7BL/6J mice can result from a total inability of these animals to
detect this chemical via the olfactory system. More reasonably, a partial deficit
of the olfactory system can be supposed and can be termed ““selective hypos-
mia.”” Further, the data are compatible with the hypothesis that a type of selec-
tive receptor is missing in the olfactory mucosa of C57BL/6J mice (Guillot,
1948; Amoore, 1967; 1982; Beets, 1982; Sicard er al., 1989). Whatever the
case, the analyzed system may provide fruitful genetic insights into mechanisms
of olfaction.
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We have developed a computer-assisted method for analyzing the 2-deoxyglucose (2-DG) autoradiograms of mice olfactory bulbs.
The purpose of the study was to numerize the maps of glomerular activation in order to achieve a statistical comparison of the glomeru-
lar patterns evoked by different stimuli. The spatial distribution of glomerular activation was displayed on unfolded representations of
the glomerular layer which were built up using glomerular optical densities (OD) measured systematically within 13 sections per bulb.
Each bulbar sample was converted into an ‘OD profile’. A matrix composed of 18 OD profiles was submitted to a principal component
analysis. The first factor which accounted for 28% of the variance separated unambiguously two clusters corresponding to the bulbs is-
sued from animals stimulated with amylacetate and isovaleric acid, respectively. The second and third factors which accounted for
14% and 12% of the variance segregated the control group (animals exposed to pure air) from the odor-stimulated ones. It was dem-
onstrated that the cluster separation was actually due to the specific spatial distribution of the most-labelled glomeruli. A particular at-
tention was paid to the well-delineated glomerular activation evoked by isovaleric acid. The results demonstrate the specificity and re-
liability of the glomerular 2-DG patterns. The method should be useful for further comparisons of patterns elicited by larger sets of
odorant compounds.

spread-out glomerular layer'>2%, In every case,
the most-labelled areas were delineated so that their
extension and localization could be visually esti-

INTRODUCTION

The neuroanatomical 2-deoxyglucose (2-DG)

method'*?* has proven very fruitful for investigating
the spatial dimension of neuronal activity in sensory
systems. In the olfactory system of mammals, a spa-
tially organized activation of the glomerular layer has
been shown to occur following olfactory stimula-
tion>10-232 The most-labelled glomeruli were not
distributed at random and their activation patterns
could be visualized on three-dimensional bulbar re-
constructions'’. In order to study the topographical
characteristics of these glomerular patterns, most au-
thors used two-dimensional representations of the

mated. However, this procedure implied the arbi-
trary choice of optical density thresholds for selecting
the glomeruli considered as significantly labelled.
The computer-assisted method proposed by Kauer et
al.!? used a systematic scanning of the glomerular lay-
er and provided pseudo 3-dimensional representa-
tions of labelling on the unfolded glomerular surface.
However, none of these methods provided the op-
portunity of comparing the 2-DG patterns with ap-
propriate statistical controls. The purpose of this
work was to develop a computer-assisted analysis of
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the 2-DG autoradiograms so that the glomerular 2-
DG patterns evoked by different odorants could be
statistically compared in reliable and time-saving
conditions. This study was performed in adult male
mice.

MATERIALS AND METHODS

Olfactory stimulation device

The exposure of adult mice to olfactory stimuli was
achieved by placing mice into cylindrical lucite cages
which were built according to the model developed
by Vigouroux and Royet®. A stream of purified air
was warmed to 25°C and odorized by passing
through a flask containing the pure odorant com-
pound. The air flow was permanently monitored with
a flowmeter and maintained at a rate of 10 liter/min.
The odorized air, flowing down from the top of the
cage, was made laminar with an appropriate teflon
grid so that the odor concentration was evenly dis-
tributed within the cage. The odor concentration was
calculated using the values of the flow rate and of the
weight loss of the odorant-containing flask. The air-
stream was evacuated at the bottom of the cage. The
floor was made of a coarse grid so that the droppings
could be easily removed.

2-Deoxyglucose procedure

Twelve adult mice (C57/BL6) were used in this
study. Each animal was first exposed for 30 min to
pure air within the exposure cage. Then, it was given
an i.p. injection of 15 uCi of 2-[*C]DG (CEA,
France) diluted in 0.2 ml of sterile saline. Immediate-
ly after the injection, each animal was placed alone
into the exposure cage and subinitted to an intermit-
tent stimulation (odor 5 min/pure air 5 min). Four an-
imals were submitted to isovaleric acid (mean con-
centration = 3.5 X 10~® M) while 4 others were ex-
posed in the same conditions to amylacetate (mean
concentration = 6.5 X 10~¢ M). The total exposure
lasted 45 min. The last 4 animals have received pure
air during the 45 min following the 2-DG delivery. At
the end of the stimulation, each animal was Kkilled by
decapitation and the brain was rapidly removed and
frozen into isopentane cooled to —50 °C with liquid
nitrogen. The olfactory bulbs were cut into serial sec-
tions, 20 um thick, at-17 °C, in a motorized cryostat.
Then the sections were picked up on 60 °C warmed

glass slides and put in close contact with radiographic
films (Kodak, DEF 5) into Kodak X-ray cassettes.
Following a 7-day exposure at 4 °C, the films were
conventionally processed while the sections were
stained with Cresyl violet.

Image-analysis system

The analysis of the autoradiograms was carried out
with the aid of a Quantimet 900 image analyser
(Cambridge Instruments). The video camera, fitted
out with a plumbicon tube, was placed upon a Zeiss
universal microscope. The slides and autoradiograms
were observed through a Luminar Zeiss macroobjec-
tive (40 mm). The illuminating light had been pre-
viously processed with a Zeiss condenser and a me-
niscus lens of —8.5 dioptries. The entire optic system
gave a magnification of 50.44 with each pixel corre-
sponding to a 5.97 um sided square. The final ho-
mogeneity of the light within the observation field
was controlled by a shading correction monitored by
a preprogrammed control routine. The first analytic
routine was for the calibration of optical density
(OD) measurements. The background of the film
(maximum transmitted light), a mask (no transmitted
light) and a reference filter of known optical density
(0.92) were used to compute the K and C values in
the simple equation relating the grey level values (G)
to the transmitted light (T

G=KT+C

The conversion of grey levels into optical densities
was achieved by a preprogrammed routine which was
stored at the beginning of each analysis session.

Optical density measurements

Thirteen sections, systematically distributed along
the anteroposterior axis, and the corresponding au-
toradiograms, were analyzed in each olfactory bulb.
The sampling interval (10 sections) was calculated so
that each glomerulus could not be measured twice,
according to Weibel's model for analyzing spherical
units?®3?, The OD measurements were done as fol-
lows: first, the stained section to be measured was
placed under the microscope and its outlines were au-
tomatically selected and stored in the computer
memory. Second, the glomerular layer was delin-
eated on the monitor screen with a light pen and



stored. In order to minimize geometrical distortions
during the reconstruction of the glomerular layer
map, we chose the median border of the section and
the dorsal pole of the glomerular layer as geometrical
references. Since the median bulbar surface approxi-
mates a plan, the orientation of the sections is as-
sumed to be constant. Then, the stained section was
removed and replaced by the corresponding autora-
diogram which was carefully aligned with the section
outlines. The grey levels of the film were stored and
converted in OD values by calling the calibration
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Fig. 1. OD measurements in the glomerular layer and spread-
out representation of the glomerular labelling. (a): sampling of
‘glomerular OD values at one sectioning level. A rectangular
frame scanned automatically the autoradiogram in positions 1,
2,3 ... etc. OD measurements were done in the areas inter-
secting the frame and the stored outlines of the glomerular lay-
er. (b): alignment of OD values on both sides of the dorsal pole.
(c): thirteen sections were analyzed in each olfactory bulb. The
corresponding OD values were arranged with reference to the
dorsal poles which were aligned vertically. The resulting nu-
merical matrix built up a spread-out representation of the glo-
merular labelling.

routine. Fig. 1a illustrates the next procedure. A live
frame, 120-um height, was automatically displaced
from the dorsal to the ventral pole of the bulbs, alter-
natively in left and right sides with respect to the dor-
soventral axis. For each position of the frame, the
mean OD value was calculated inside the outlines of
the glomerular layer and stored into the computer
memory. Thus, we obtained for each autoradiogram
a range of glomerular OD values whose number de-
pended on the size of the section. All data were
stored in memory for further statistical analysis. One
bulb per animal was analyzed in such a way. More-
over, 3 olfactory bulbs issued from different animals,
each belonging to one of the experimental groups
(stimulated with isovaleric acid, amylacetate or pure
air, respectively), were processed twice in two differ-
ent analysis sessions. Finally, 3 animals, each belong-
ing to one of the groups, had their two symmetrical
bulbs analyzed. As a consequence of the experi-
mental procedure, we obtained 18 sets of OD values
issued from 12 animals (12 subjects + 3 duplicate
analysis + 3 symmetrical bulbs).

Standardization of optical density values

The original 2-DG method proposed by Sokoloff
et al.?* is adequate for measuring the rate of glucose
utilization in brain tissue. However, numerous au-
thors developed simplified applications of the
method in order to estimate local alterations of func-
tional activity. For example, the ‘semiquantitative’
method using OD ratios as normalized data proved
reliable under controlled experimental condi-
tions*!722, In the present study, our purpose was to
compare patterns of 2-DG accumulation within a
pseudo two-dimensional nervous structure (the glo-
merular layer) which could be considered as homolo-
gous from one animal to another. As a consequence,
the spatial coordinates of the areas of relative highest
2-DG uptake were relevant parameters while the ab-
solute amplitude of 2-DG uptake and optical den-
sities were not. Thus, each set of glomerular OD
values representing one olfactory bulb could be con-
sidered as an ‘OD profile’ which was specified by its
shape. Finally, the spread-out reconstruction of glo-
merular patterns and the statistical comparison of
OD profiles could be achieved using data which were
standardized into normalized Z-scores according to
the following transformation



where X was the mean bulbar OD value and ¢ the
standard deviation.

This transformation resulted in homogeneizing the
individual means and variance of OD. In other
words, the absolute levels of OD profiles were equal-
ized to have a mean of zero and standard deviation of
one OD unit without affecting their individual shape
specificities.

Spread-out surface reconstruction of the 2-deoxyglu-
cose glomerular labelling

In order to visualize the 2-DG glomerular pat-
terns, two-dimensional representations of the un-
folded glomerular layer were achieved. For each au-
toradiogram, the standardized OD values (max: 60
values) measured on the lateral and medial aspects of
the bulbs were aligned on both sides of a reference
point given by the dorsal pole of the bulb (Fig. 1b).
When the procedure had been performed upon each
of the 13 autoradiograms, all the reference points
were aligned vertically so that the numerical matrix
obtained by this way took into account the coordi-
nates of each value (Fig. 1c).

In order to facilitate the visual estimation of 2-DG
glomerular patterns, a graphic representation of OD
values was achieved. Thus, each map made of stan-
dardized OD values was converted into a graphic
one. Numerical data were grouped into 10 classes
(numbered from 0 to 9, Fig. 2a), each of them being
symbolized by a square whose side was proportional
to the rank of the class. As a result, we obtained a
two-dimensional unfolded representation of the glo-
merular layer where the most-labelled areas were in-
dicated by the presence of the largest squares (Fig.
2b).

Statistical comparison of 2-deoxyglucose glomerular
patterns

The purpose of this study was to achieve the statis-
tical comparison of a set of 2-DG glomerular pat-
terns, looking for a possible correlation between the
odorant quality and the spatial features of glomerular
activation. First, the standardized numerical data is-
sued from each olfactory bulb were aligned in a vec-
tor profile taking in account the coordinates of each
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Fig. 2. Visualization of 2-DG glomerular patterns. The OD
values arranged as shown in Fig. 1c were grouped within 10
classes numbered from 0 to 9 (a). A graphic representation was
achieved by replacing the numerical values by squares of rel-
ative sizes (b).
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Fig. 3. Transformation of the spread-out representations into.
bulbar OD profiles. (a): each 5 successive OD values were

grouped and their mean calculated. As a result, we obtained a

matrix made of 156 values representing the whole glomerular

labelling. (b): the 156 values were aligned into a vector profile.

(c): eighteen OD profiles were arranged into a final matrix

which was submitted to a principal component analysis.
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Fig. 4. Spread-out representations of 2-DG glomerular labelling in the olfactory bulbs of mice stimulated with amylacetate (a), isova-
leric acid (b) or pure air (c) respectively. As shown in (c) the medial aspect has been systematically spread out on the left of the map.
The most labelled areas are represented by the largest squares.
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value. In order to do this, each two-dimensional map
was transformed to a matrix composed of 13 lines
(corresponding to the 13 sectioning levels) and 12
columns (Fig. 3a). The number of data within each
line was reduced from 60 to 12 by calculating the
mean of every 5 successive values. When some data
were lacking at the border of the map, the mean was
calculated only with the actual measurements. As a
consequence, each bulb produced a topographical
map consisting of 156 OD values aligned in a vector
profile (Fig. 3b). The values obtained from each of
the 12 animals were grouped in another matrix com-
posed of 18 lines (number of sampled bulbs) and 156
columns (number of values per sample) (Fig. 3c).
The resulting matrix is thus formed by quantitative
homogeneous variables, i.e. standardized ODs. In
order to compare the individual OD profiles, we
have used a principal component analysis based on
the evaluation of latent roots and vectors of the dis-
persion matrix formed from the comparisons be-
tween the variables®. Because of the constraints of
the statistical test, all of the columns where one or
several measurements were lacking had to be sup-
pressed.

RESULTS

Spatial distribution of 2-deoxyglucose labelling

Fig. 4 shows the spread-out surface reconstruc-
tions of glomerular labelling obtained from 12 ani-
mals stimulated with amylacetate (4 animals, Fig.
4a), isovaleric acid (4 animals, Fig. 4b) or pure air (4
animals, Fig. 4c) respectively. Considering each of
the experimental groups, one can observe important
interindividual variations. Nevertheless, a specific
topographical organization of the glomerular activa-
tion is visible in the medial aspects of the odor-stimu-
lated bulbs. All the olfactory bulbs belonging to ani-
mals stimulated with isovaleric acid show a typical
strong labelling located in the dorsomedial area, ap-
proximately in the middle part of the anteroposterior
axis. The patterns induced by amylacetate are much
more scattered but mainly concern the ventromedial
area of the posterior half and the lateral aspect of the
bulb. Though not being exactly similar within each
experimental group, the glomerular 2-DG patterns
observed in the medial bulbar aspects appeared
odor-specific in such a way that their identification by

a simple visual inspection proved very easy. A fact of
particular interest is the restricted area of the well-
delineated labelling specific of isovaleric acid stimu-
lation. No clear topographical organization of the
metabolic activation can be visually correlated with
odorant quality in the lateral aspect of the bulbs al-
though the lateral glomeruli appeared as much more
sensitive to amylacetate than they were to isovaleric
acid.

The g-lomerular maps issued from animals which
have been exposed to pure air display an obvious het-
erogeneity of glomerular labelling (Fig. 4c). In spite
of the presumed lack of odor in the afferent air-
stream, a differential glomerular activation can be
observed. However, it must be emphasized that the
OD values had been standardized and that the size of
the squares is not proportional to the absolute OD
values. It has been shown previously that localized
slight increases of glomerular labelling could occur in
animals stimulated with pure air>?*%. The maps is-
sued from control animals may represent the spatial
distribution of such heterogeneity. Furthermore, the
variability of the spatial distribution of labelling ap-
pears as far greater in the control group than it was in
the odor-stimulated ones. Except in one case (Fig.
4c, no. 11), no clear pattern can be visually defined.

Multivariate analysis of 2-deoxyglucose patterns

A principal component analysis was applied to the
numerical profiles of glomerular labelling obtained
from the two experimental groups and the control
one. A 3-dimensional mapping of the 18 profiles was
achieved in the space defined by factors 1, 2 and 3 de-
rived from principal component analysis (Fig. 5).
The multidimensionality of the space reflects multi-
ples sources of variance. The first factor which ac-
counted for 28% of the variance segregated unam-
biguously two clusters corresponding to the two ex-
perimental groups stimulated with amylacetate (pro-
files 1-4) and isovaleric acid (profiles 5-8). The sec-
ond and third factors which accounted for 14% and
12% of the variance, respectively, separated the ani-
mals stimulated with pure air (profiles 9-12) from
those which were submitted to an odor (profiles
1-8). Furthermore, the principal component analysis
did not separate neither the bilateral measurements
(R vs L), nor the successive measurements achieved
on the same bulb during different analysis sessions
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Fig. 5. Three-dimensional mapping of the 18 glomerular OD profiles in the space defined by factors 1, 2, 3 derived from the principal
component analysis. This representation includes 54% of the total variance. The numbering corresponds to the one of Fig. 4. Both ol-
factory bulbs (left and right) of animals 1 (amylacetate), 7 (isovaleric acid) and 12 (pure air) were analyzed. They are represented as
1R, 7R and 12R for the right bulbs and 1L, 7L and 12L for the left ones. The single bulb to be analyzed in animals 4 (amylacetate), 6
(isovaleric acid) and 10 (pure air) has been sampled twice during two different measurement sessions. The resulting OD profiles are
represented as 4 and 4’, 6 and 6’, 10 and 10’ respectively. The first factor separates the two odor-stimulated groups. The second and
third ones separate the animals which received pure air from those which were odor-stimulated. The analysis do not segregate the left

and right profiles nor the successive measurements of the same bulb.

(4, 6, 10 vs 4', 6', 10’). These observations demon-
strate that the animals were segregated according to
the stimulus they were submitted to and, as a conse-
quence, that the 2-DG glomerular patterns are well
correlated with the quality of the stimulus. More-
over, the reliability of the method is illustrated by the
grouping of the successive measurements of the same
bulbs while the symmetry of the 2-DG patterning can
be inferred from the grouping of left and right mea-
surements in the same animal. This last observation
confirms that the choice of the left or right bulb for
image analysis was not crucial.

Identification of areas highly correlated with selective
olfactory stimulations

In order to identify graphically the position of the
variables which were the most concerned with the
segregation of the two odor-stimulated groups, we
have first represented the variables in their own fac-
torial space defined by the first and second axis (Fig.
6). Afterwards, we have delimited on the first axis a
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Fig. 6. Representation of the variables in the factorial space de-
fined by factors 1 and 2. The two farthest variables (37 and 48)
were used for limiting a segment on the horizontal axis (first
factor). This segment was divided into 10 classes which were
ranked from 0 to 9 for one odor and from 9 to O for the other. By
this way, each variable was given a rank value taking in account
its position along the axis representing the first factor. These
values were used for building the maps shown in Fig. 7.



AMYL ACETATE

ISOVALERIC ACID

Fig. 7. Theoretical maps representing the respective weight of
the variables in the variance supported by the first factor. Each
variable has been positioned into a theoretical matrix and re-
placed by a square the size of which was proportional to the
value established as shown in Fig. 6. When compared with the
true spread-out representations of the glomerular labelling
(Fig. 4), these theoretical maps show that the most-labelled
glomerular areas were determinant in the cluster segregation
by the first factor. Reciprocally, these maps display the most
discriminative features of the patterns of glomerular activation
typical of each odor.

segment whose limits corresponded to the two far-
thest variables. Then, the segment was divided into
10 classes which were ranked from 0 to 9 from one
odor and from 9 to 0 for the other. As a consequence,
the factorial space was divided into 10 sectors and ev-
ery variable was attributed a number corresponding
to the rank of the class it belongs to. Finally, every
variable was positioned in a theoretical spread-out
bulbar representation and symbolized by a square
whose side was proportional to its rank value (Fig. 7).
The glomerular coordinates which are displayed by
this way can be considered as the most typical of the
corresponding odors and could constitute the main
features of the specific patterns of glomerular activa-
tion.

DISCUSSION
Validation of the method

Computer-assisted analysis of 2-DG autoradio-
grams has progressed over the last years with the aid

5.12,25 8,20

of densitometric probes or video cameras®™ as
image acquisition systems. We have found it avanta-
geous to use a sophisticated video-based device with
preprogrammed routines controlling important set-
up operations such as OD calibration or shading cor-
rection. Moreover, the software control of operating
functions proved very useful for managing the sam-
pling procedure. Indeed, the sampling methodology
was decisive in so far as our purpose was to estimate
the labelling of the glomerular layer as a whole by
analyzing a limited number of sections. The sampling
interval that we have selected (10 sections) could
have caused a loss of information when a significantly
labelled glomerulus fell outside the sampled sections.
Furthermore, it might occur that highly labelled glo-
merular foci were shared in two parts by two consec-
utive measurement frames, resulting in a local under-
estimation of optical density. However, it is likely
that such occurrences did not invalidate the method
since the shape of the bulbar OD profiles remained
unchanged.

The semi-quantitative analysis of 2-DG autoradio-
grams has been a widely used!>49:1216,17.19.22.23 4pd
sometimes criticized® application of the 2-DG
method. This simplified analytic procedure was
achieved in order to detect local alterations of func-
tional activity without measuring the absolute rates
of glucose utilization. Most authors used OD ratios as
indices of metabolic activity. Each OD value mea-
sured in the brain area to be evaluated was divided by
a reference OD value taken at the level of a structure
not concerned by the experimental protocol. This
reference value could be considered as an index of
global metabolic activity and the use of OD ratios has
been validated provided that the film background
was substracted from OD measurements, that the
films were not approaching saturation!’ and that
there was no substantial difference in the overall
darkness of the images obtained with different ani-
mals®. Furthermore, other kinds of normalizations
were tested in order to improve their utilization as or-
dinal indices of metabolic activity®. In the framework
of our study, the use of OD ratios proved unneces-
sary since our purpose was to compare OD profiles
with reference to the coordinates of the loci of rel-
atively high 2-DG uptake. In a preliminary ap-
proach, we had performed a principal component
analysis using the absolute OD profiles. In such con-



ditions, the first factor supported 77% of the total
variance and was clearly related to the weight of the
individual profiles. Considering one OD profile, the
weight involved odor-related features (mainly the
number of highly labelled glomeruli) and unspecific
ones as well (global 2-DG incorporation in the brain
in relation with uncontrolled metabolic parameters).
For making relevant comparisons, we found it ad-
equate to standardize OD profiles which equalized
their mean levels but did not change their shape. In
other words, the distribution of the peaks of intense
labelling was considered as more significant than
their absolute amplitude. One must remember in this
connection that the labelling of the autoradiograms
resulted from an accumulation process which lasted
for 45 min whereas the discrimination of an olfactory
stimulus could be done within a few fractions of a sec-
ond. In other words, it is unlikely that the absolute
values of 2-DG labelling represent a relevant param-
eter in terms of olfactory information processing. On
the other hand, the topological characteristics of pat-
terns of glomerular activation are certainly determi-
nant in olfactory coding”11.

With reference to its principles, the principal com-
ponent analysis was well adapted to the statistical
comparison of OD profiles. Indeed, we could verify
that the segregation of 3 clusters corresponding to
the experimental groups was actually related to the
spatial features of the most labelled glomerular
areas. Finally, we could built up synthetical maps
which displayed the most representative features of
the pattern specificity (Fig. 7). This type of repre-
sentation did not illustrate the actual activation pat-
terns, since it excluded the possibility of patterns
overlapping. However, building such representa-
tions for a range of different compounds might be of
great interest for a better understanding of spatial di-
mension in olfactory coding. The efficiency of the
method in the case of stimuli giving rise to largely
overlapping patterns remains to be demonstrated.
The current limits to the method power are due to the
uncompleted superimposition of the spread-out sur-
face reconstructions of the glomerular layer. Con-
trolling the sectioning plane of olfactory bulbs in the
Cryostat according to stereotaxic coordinates might
improve this stage of the procedure and prevent the
resulting loss of data that occurred in our experi-
mental conditions.

Effect of pure air delivery

One should wonder at the heterogeneous glomeru-
lar labelling in the animals stimulated with pure air.
In fact, authors have already observed such an unex-
pected labelling®?>?% which could be due to several
factors: first, it proved impossible to remove all the
odors from the exposure cage. Secondly, it is likely
that the metabolic state of the different glomeruli was
not equivalent at the beginning of the experiment.
Indeed, the most important features that must be
kept in mind are the unambiguous separation of the
control animals by the principal component analysis
and the lack of specific glomerular patterning in this
group. This confirms that the specific patterns that
we described following olfactory stimulations re-
sulted from the selective activation of the olfactory
system by the odorant compound.

Specificity and reliability of glomerular patterns

The 2-DG method has proven very useful for un-
derstanding some features of the spatial dimension in
olfactory coding. For example, it gave rise to the un-
expected observation that the olfactory glomerulus
behaves like a functional unit>!*. As a consequence,
the population of glomeruli highly activated follow-
ing olfactory stimulation occurs in a spatial pattern
whose characteristics were generally considered as
odor-specific® 10232,

The results of the present study demonstrate that
the patterns of glomerular activation are actually
odor-specific. The obvious segregation of clusters
which correspond to the experimental groups can be
interpreted as a demonstration of the pattern speci-
ficity. Each odor induced a significant glomerular ac-
tivation within a particular bulbar area. Moreover,
the spatial localization of the glomeruli tuned for a
pure odorant compound looked very similar from
one individual to another. It is likely that those glo-
meruli represent a preferential target for the recep-
tors activated by the stimulus. Owing to the topo-
graphical organization of the projections of receptors
onto the bulb>?!, the glomerular patterns could illus-
trate a spatially organized distribution of the receptor
sensitivity in the olfactory epithelium. The topo-
graphical organization of neuronal responses in the
olfactory system and its probable function in olfacto-
ry coding have been already emphasized’:!!. Howev-
er, the method that we propose in this study provides
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a better accuracy in the analysis and should offer the
possibility of comparing large sets of patterns elicited
by series of odors.

Isovaleric acid pattern

A particular attention must be paid to the limited
number of glomeruli which displayed a high metabol-
ic response to isovaleric acid stimulations. This re-
stricted labelling might be correlated with the high
detection threshold found in C57/BL6 mice for this
compound®!. However, the concentrations that we
used in this study were largely above this threshold
value. Furthermore, mice strains which were found
to have a normal sensitivity for isovaleric acid dis-
played a similar restricted labelling (Sicard et al., un-
published observations). Indeed, the well-focused
glomerular activation that follows isovaleric acid
stimulation must be compared to those observed by
authors following stimulations with biological sig-
nals?’. Since isovaleric acid might be involved in phe-
romonal communication in mammals!3, original
mechanisms of coding should be hypothesized for
this kind of olfactory signals. Specific investigations
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A comparative study of 2-deoxyglucose patterns of glomerular
activation in the olfactory bulbs of C57 BL/6J and AKR/J mice
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We have studied the patterns of glomerular activation evoked in the olfactory bulbs of C57BL/6J and AKR/J mice by olfactory
stimulations with amyl acetate or isovaleric acid. Patterns of glomerular activation were obtained with the 2-deoxyglucose method
and subsequently compared using a computer-assisted image analysis. The mice of both inbred strains stimulated with amyl acetate
or isovaleric acid were characterized by areas of high 2-deoxyglucose uptake in their glomerular layer. Statistical comparisons of
the patterns demonstrated that they were odor-specific. Although C57BL/6J mice have been found to be specifically anosmic to
isovaleric acid, our findings indicate that their olfactory system is topographically activated by olfactory stimulations with this
odorant. However, patterns of glomerular activity evoked by isovaleric acid stimulations are not similar in the two studied strains.

INTRODUCTION

Specific anosmia has been described for the first
time in human subjects'’-'®. This olfactory deficit is
characterized by the difficulty some subjects encoun-
ter when detecting a particular odor while these
subjects show an otherwise normal olfactory sensi-
tivity! 372727 Wysocki and his co-workers*! have
probably evidenced a similar phenomenon in ani-
mals by testing the olfactory abilities of several
mouse strains. Using an aversion conditioning par-
adigm, they intended to compare the olfactory
sensitivity of several strains to isovaleric acid and
amyl acetate. They concluded that AKR/J and
C57BL/6] mice showed a similar olfactory sensitivity
to amyl acetate, that AKR/J mice could be con-
sidered as normosmic for isovaleric acid and that
C57BL/6] mice presented a relative hyposmia to this
compound. Ever since, other specific anosmias have
been investigated in various mouse strains®”*’.

Assuming a peripheral origin of the deficit, one
may suppose that a selective decrease of olfactory
sensitivity could be due to a gene-dependent impair-
ment of some receptor cells usually activated by a

stimulus®*7-93%%2 It has been demonstrated that
different olfactory stimuli elicit responses from
partly distinct subsets of receptor cells’*3%**. They
also evoke different patterns of glomerular activa-
tion in olfactory bulbs, as shown by the 2-deoxyglu-
cose (2-DG) method!?-?0-21:32:35-37 Hence, a contin-
gent modification of the receptive properties of
neuroreceptor cells sensitive to isovaleric acid in
C57BL/6J mice could lead to an alteration of the
patterns of glomerular activation evoked by this
compound. In the present work, we have tested this
hypothesis by comparing the 2-DG patterns evoked
either by amyl acetate or isovaleric acid in AKR/J
and C57BL/6J mice. We used a previously reported
procedure’” based on computer-assisted image anal-
ysis and statistical comparison of patterns obtained
with the non-quantitative 2-DG method*.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The experiments were carried out on 20 male
AKR/J mice available from CSEAL, Orléans, Fr-
ance, and 20 male C57BL/6J mice available from

Correspondence: G. Sicard, Laboratoire de Physiologie Neurosensorielle, Université Claude Bernard, 69622 Villeurbanne, Cedex,

France.
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IFFA-CREDO, St. Germain L’Arbresle, France.
Animals were housed in groups with food and water
ad libitum. During a one-week period, each animal
was placed daily in the stimulation device for a 30
min familiarization course. The animals were then
submitted to the experimental procedure. They were
7-9 weeks old at this time.

Experimental procedure

The olfactory stimulations were delivered to
animals freely moving on an iron grid plate placed in
a cylindrical plexiglas chamber (20 cm in diameter
and 30 cm high). The chamber was permanently
rinsed by a laminar flow of purified air (10 liters/min)
which was flowing down from the lid of the appa-
ratus and evacuated at its opened bottom. The
odorants were stored in glass flasks and adequate
stimulus concentrations were obtained by dilution of
the odorant vapors with a diverted part of the pure
air stream. The temperature of the air stream was
kept at 25°C. The odorants were reagent grade
chemicals obtained from Fluka and Merck. Isovale-
ric acid was delivered at a mean concentration of
either 3.5:10™° M or 1.0-10~7 M. Amyl acetate was
delivered at a mean concentration of either 6.5-107°
M or 1.9-1077 M. Eight experimental groups (two
odorants X two concentrations X two inbred strains)
and two additional control groups (pure air X two
inbred strains), including 4 animals each, were
formed.

Each animal was first placed in the stimulation
device for 30 min while pure air was flowing down in
the cage. Then, it received an i.p. injection of
[**C]2-DG (CEA, France) in a sterile saline solution
(200 uCi/kg, 0.2 ml) and was immediately put back
into the stimulation device for a 45-min period.
During this period, the control animals were ex-
posed to a constant pure air flow whereas the
experimental animals were submitted to alternate
odorized and pure air flows, in successive phases
lasting 5 min each. At the end of the stimulation
period the animals were decapitated and their
olfactory bulbs were removed and quickly frozen by
immersion in isopentane at =50 °C. The bulbs were
cut in coronal serial sections (20 um thick), at—17 °C
in a motorized cryostat. The sections were picked up
on 60 °C warmed glass slides and put in close contact
with radiographic films (Kodak, DEF 5) into Kodak

X-ray cassettes. After a 7-day exposure at 4 °C, the
sections were stained with Cresyl violet and the
autoradiographic films were classically processed.

Optical density measurements

The uptake of 2-DG by the glomerular layer was
estimated by direct measurements of optical density
(OD) of the autoradiograms. The procedure has
been previously described™. In order to determine
the measurement areas and collect the OD values we
used a microscope, a video digitizer and a computer-
assisted image analyser (Quantimet 900, Cambridge
Instruments). Each pixel of the digitized images
corresponded to a 6 wm-sided square. The OD
measurements were carried out after introducing a
shading correction and an OD calibration.

Images of the section and of the autoradiogram
(Fig. 1) were superimposed on the video screen.
Thus, we were able to delineate accurately the
measurement areas corresponding to the glomerular
layer on each autoradiogram. A measurement live
frame, 120 um height, was then automatically dis-
placed along the delineated glomerular area. Optical
density measurements were done in the intersections
of this frame with the glomerular area. As a
consequence, the glomerular layer of each analyzed
section was represented by a set of OD values.
Thirteen sections per bulb, regularly spaced along
the rostro-caudal axis of the bulb, were analyzed.
The complete glomerular layer from each olfactory
bulb was thus represented by 13 series of OD values
which could be arranged to show spread-out repre-
sentation of the glomerular layer (Fig. 2a,b) or
aligned to form an OD profile suitable for statistical
analysis (Fig. 2c).

Standardization of optical density values

In this comparative study, we focused on spatial
aspect of the glomerular activation. In order to
compare activation patterns from several animals,
the relative values of 2-DG uptake only were taken
into account. The OD profiles were standardized
into normalized Z-scores (Xs) according to the
following formula:

Xs = (Xo—X)/o

in which X is the subject OD mean, o is the standard



deviation and Xo is the absolute OD value.
This transformation equalized the absolute levels
of OD profiles but did not affect their shapes.

Unfolded representations of the glomerular layer

In each section, the relative positions of the OD
measurements were localized in the lateral and
medial aspects with respect to their distances from

Fig. 1. An autoradiograph and the corresponding coronal
section of olfactory bulbs from C57BL/6 mice. A: autoradio-
graph showing symmetrical foci of high 2-DG uptake (arrows)
evoked by olfactory stimulation with isovaleric acid. This
intense labeling is located in medio-dorsal areas of the
glomerular layer. Homologous foci were identified in AKR
mice and rats stimulated with same odorant. B: cresyl
violet-stained sections of the olfactory bulbs: GL. glomerular
layer; PL, external plexiform layer: M, mitral cell layer: GR,
granular cell layer.
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the dorsal pole of the glomerular layer. A two-
dimensional representation of the glomerular layer
was obtained by (1) the alignment of the poles along
a rostro-caudal axis and (2) the spreading out of
medial and lateral data on both sides of this axis
(Fig. 2a). In order to improve the visual estimation
of 2-DG patterns, graphic maps were built up by
replacing the numerical values by squares of relative
sizes (Fig. 2b).

Data analysis

We compared the patterns of glomerular activa-
tion obtained in the different experimental condi-
tions by using two complementary methods: (1) a
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Fig. 2. a: orientation of the spread-out reconstructions of the
glomerular layer of the olfactory bulb of the mice. In order to
limit spatial distortion of the map, the median side of the
sections and the dorsal poles of the glomerular layer served as
geometrical references during image processing. Spread-out
reconstructions were obtained by an alignment of the data
corresponding to the dorsal poles of the sections along a
rostro-caudal axis. b: an example of an original unfolded
representation of the glomerular layer. Each row of the dot
matrix corresponds to one analyzed section. Each dot corre-
sponds to one measurement. The graphic representation was
obtained after grouping of the standardized OD values in
classes. Optical density value classes were replaced by squares
of relative sizes. The most labeled areas are represented by the
largest squares. c: identification and localization of the 77
variables which have been used in statistical comparisons of
the OD density profiles.
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principal component analysis was used to describe
the relationships between individual glomerular OD
profiles, (2) a hierarchical clustering analysis based
on the calculation of the classical euclidean distances
between observations, and on the optimization of
the variances within clusters®*' was used to test the
consistency of the grouping of the glomerular pro-
files.

Each studied olfactory bulb provided a set of
about 500 standardized OD values. As a rule, each
5 contiguous measurements were averaged and each
bulb was represented by an OD vector profile. All
the 40 OD profiles, each corresponding to an
individual, were arranged into a data matrix. In a
few cases, due to some irregularity of the sections,
the whole glomerular layer could not be entirely
identified. When data were missing in one individual
OD profile, the corresponding columns of the data
matrix were withdrawn from the subsequent calcu-
lations. In spite of these constraints, the data matrix
to be processed was made of 40 individual OD
profiles of 77 values each (Fig. 2c) and more than
80% of the original data were retained. The related
dispersion matrix was used to perform the principal
component analysis.

RESULTS

Unfolded representations of 2-DG uptake in the
glomerular layer

As demonstrated in a prior study®, olfactory
stimulations of C57BL/6 mice with high concentra-
tions of isovaleric acid or amyl acetate give rise to
different patterns of glomerular activation. Unfolded
representations of 2-DG uptake in the glomerular
layer (Fig. 3A,B) show that the patterns induced by
isovaleric acid stimulations are the most manifest
owing to a restricted highly labeled area located in
the medio-dorsal region of the bulb.

In AKR mice stimulated with the same compound
at the same concentration (Fig. 3A), intense labeling
is found in the same area but appear as more
scattered. The patterns of 2-DG uptake evoked by
olfactory stimulations with the lower concentration
of isovaleric acid prove more difficult to delineate
than those corresponding to the stronger stimula-
tion, particularly in AKR mice (Fig. 3C,D). How-
ever, the foci of 2-DG uptake, when present, lie in

areas involved in the 2-DG patterns obtained with
higher concentrations of the stimulus.

In both strains stimulated with amyl acetate, the
patterns of 2-DG uptake are much more widely
distributed (Fig. 4). However, the medio-ventral
glomerular area appears as the most frequently
activated.

Unfolded representations of glomerular patterns
in mice submitted to pure air (Fig. 5) display major
interindividual variations. The occurrence of glome-
rular areas of relatively high uptake in control
groups has been already described and discussed®”
3237 and does not question the validity of studies
showing specific 2-DG patterns of glomerular acti-
vation.

AKR C578Bl6

isovaleric acid 3.5 10°M

D

isovaleric acid 1.0 107 M

Fig. 3. Spread-out reconstructions of the glomerular 2-DG
patterns of mice AKR/J and C57BL/6J exposed to isovaleric
acid at 3.5 10°°M (A .,B) or 1.0 10°7 M (C,D) during a 45-min
period.




Statistical comparison of the patterns of 2-DG glo-
merular uptake

In a preliminary comparison of the individual
2-DG patterns, we have submitted the whole set of
OD profiles to a principal component analysis. The
first 3 components accounted for 31% of the total
variance only. The OD profiles were distributed in
the factorial space according to the nature of
olfactory stimuli rather than some strain specificity.
The profiles corresponding to pure air exposures
were sparsely distributed. To evaluate the consis-
tency of the profile grouping, we have submitted the
set of OD profiles to a hierarchical cluster analysis.
The dendrogram obtained by this procedure is
depicted in Fig. 6. Taking the increase of the cluster
dispersion into account. the set can be reasonably
partitioned into 3 clusters. The cluster C1 is almost
exclusively made of amyl acetate-induced profiles
from both strains and contains two control samples.

AKR Cs57Bl6

amyl acetate 6.5 10°M

H

amyl acetate 1.9 10°'M
Fig. 4. Spread-out reconstructions of the glomerular 2-DG
patterns of mice AKR/J and C57BL/6J exposed to amyl
acetate at 6.5 10°° M (E.F) or 1.9 1077 M (G.,H) during a
45-min period.

329

Another cluster, C2, contains 7 out of the 8 profiles
elicited by isovaleric acid in C57BL/6 mice, two
profiles induced by isovaleric acid in AKR mice and
two profiles induced by low concentration of amyl
acetate in AKR or C57BL/6 mice. The last one, C3,
is composed of control profiles as well as remaining
odorant-elicited ones, including 6/8 profiles elicited
by isovaleric acid in AKR mice. It must be empha-
sized that the AKR and C57BL/6 profiles evoked by
isovaleric acid are clearly segregated. Focusing on
the concentration effect, the partitions of the OD
profiles related to both levels of stimulation are not
found strictly similar. We found it useful to carry on
the analysis of clusters by considering separately the
OD profiles obtained with high and low concentra-
tions of olfactory stimuli. Thus, hierarchical cluster
analyses were performed on two subsets including 16
profiles each and corresponding to the experimental
groups defined with respect to the stimulus intensity.
The resulting dendrograms are depicted in Fig. 7.
After strong stimulations (Fig. 7a), the OD profiles
evoked by isovaleric acid and those evoked by amyl
acetate in both strains are found to be distributed in
separate clusters. Furthermore, the four C57BL/
6-isovaleric acid profiles are segregated from 3 of the
AKR-isovaleric acid profiles out of 4. As they are
clustered together, the amyl acetate profiles evoked
in the two strains prove to be far more similar.

The interpretation of the dendrogram obtained
from the analysis of the data corresponding to the
low stimulations (Fig. 7b) is all the more difficult as
the existence of separate clusters seems more ques-
tionable. However, 3 clusters roughly analogous to
those identified in the dendogram (a) can be distin-
guished. The miss-classification of some individuals
in the dendrogram (b) indicates that the differences
between the odor-induced profiles tend to become
indistinct at the lower concentrations.

DISCUSSION

Odor-specific glomerular 2-DG patterns

Most studies of 2-DG uptake in the olfactory
bulbs have shown that different odors evoked dif-
ferent patterns of 2-DG labeling in the glomerular
layer®**-¥7. The actual specificity of 2-DG patterns
has been recently confirmed® with the aid of
computer-assisted image analysis and statistical tests.
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AKR C578l6

pure air

Fig. 5. Spread-out reconstructions of the glomerular 2-DG
patterns of mice AKR/J and C57BL/6J exposed to pure air
flow during a 45-min period.

In the present work based on the same approach. we
observed once again an obvious segregation of amyl
acetate and isovaleric acid patterns. In addition, we
have tested two concentrations of the stimulus. This
allowed us to verify that a decrease in stimulus
intensity altered the extent of the glomerular 2-DG
patterns as already reported by Stewart et al.”’.
However, our observations do not question the
existence of selective patterns following stimulations
at low concentrations.

Comparing the two strains, we have found that
patterns evoked by amyl acetate were roughly
similar, widely distributed in the glomerular layer.
The localization of the most labeled areas is consis-
tent with previous observations made in the rat with
the same odor’’. As a consequence, it could be
assumed that some characteristic features of odor-
specific patterns of glomerular activation might be
shared by different rodent species.

This hypothesis is also supported by preliminary
observations of isovaleric acid-evoked 2-DG pat-
terns in the rat (unpublished observations): in this
species we found the most intense foci of 2-DG
uptake in the medio-dorsal area which corresponds
to the glomerular region mostly activated by isova-
leric acid stimulations in both mouse strains (Fig. 1).
In addition, homologous discrete foci have been
described in rats stimulated with an other short-
chained fatty acid, namely propionic acid®.

In terms of olfactory chemotopology, it can be
postulated that the heterogeneous spatial distribu-

tion of the chemosensitivity in the olfactory epithe-
233 and the topographical organization of the
epithelium-to-bulb projections® ' display common
features among several rodent species. Further
comparative studies are now needed to substantiate

lium'*

this suggestion.

Peripheral sensitivity to isovaleric acid in C57BL/6
mice

One important finding reported here is the occur-
rence of conspicuous patterns of high 2-DG uptake
evoked in the glomerular of CS57BL/6 mice by
isovaleric acid stimulations delivered at both high
and low concentrations. The specificity of these
patterns seems to be indisputable considering both
their repetition and the homology of some labelings
observed in the two strains. Since it has been
demonstrated that focal 2-DG uptake in the glome-
rular layer results from peripheral activation of
primary axons'®, we can infer that interactions
between the olfactory stimulus and some receptor
cells did occur in isovaleric acid-stimulated C57BL/6
mice.

Wysocki et al.*' have demonstrated that these
mice detect unambiguously an aversive aqueous
solution of 107 M isovaleric acid and fail to avoid
the solution at 10~* M. Assuming a complete deficit
of the olfactory sensitivity to isovaleric acid in this
strain, they called for the participation of gustatory,
trigeminal or vomeronasal nervous pathways to
explain the behavioral responses to highly concen-
trated stimulations. Contradictorily, our findings
indicate that the periphery of the olfactory system of
these animals is sensitive to isovaleric acid. This
conclusion needs several comments.

First, if C57BL/6 mice are really anosmic to
isovaleric acid, their deficit might be related to more
central impairments of the olfactory system.

Alternatively, the olfactory deficit to isovaleric
acid found in CS7BL/6 could be partial”® and
explained by peripheral impairments of the olfactory
system!:27-17-18:23-41 " The deficit could be better
described as a selective hyposmia and a part only of
the olfactory properties of the molecule might be
detected by the olfactory system of these animals.
Studies on specific anosmia in human subjects have
demonstrated that qualitative defects can be associ-
ated with increased thresholds of olfactory detection
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Fig. 6. Cluster dendrogram for the hierarchical cluster analysis of the whole set of glomerular OD profiles. The levels of this
taxinomy describe the inter-cluster variance (cluster dispersion) which is read along the abscissa. Mouse strains: open cells, AKR/J
mice; filled cells, C57BL/6J mice. Olfactory stimulations: I+, 3.5 10°® M isovaleric acid; I-, 1.0 10”7 M isovaleric acid; A+, 6.5
10° M amyl acetate; A—, 1.9 107 M amyl acetate. Pure air: unlabeled cells.

for a restricted set of chemicals®™'®. Due to the
limits of the method, the present study did not allow
us to estimate directly differences of detection
thresholds between members of the two studied
strains. Nevertheless we have emphasized that the
glomerular responses to isovaleric acid stimulations
were not quite similar in the two strains. The
well-delineated labeling in the medio-dorsal area in
C57BL/6 mice differs appreciably from the more
diffused labeling observed in the same glomerular
region of the AKR mice. These anatomo-functional
differences might indicate that the receptive prop-
erties of the sensory cells are not strictly identical in
the two strains. In principle, this could result from
the lack of membrane receptors depending on
genetic controls. This hypothesis has been proposed
to explain the phenomenon of specific anosmia
observed in human subjects'-?"-** and is supported
by studies of inheritance of specific anosmia in
human families which have suggested a genetic
dependence of these failures of the smell”"*.

Furthermore, the data about the selectivity of
olfactory receptor cells are consistent with the
assumption that each odorant may interact with
several types of receptor sites’!¥13:19-33:3% = Accord-
ing to the present results, only part of those
receptors sensitive to isovaleric acid could be altered
or absent in C57BL/6 mice since their glomerular
layer is obviously activated following olfactory stim-
ulation with this compound. Even though one type
of membrane receptor playing a major role in the
detection of isovaleric acid at low concentrations is
missing in C57BL/6 mice, stronger stimulations
could activate receptor neurons characterized by
responses with a higher threshold and mediated by
less sensitive types of membrane receptors. Conse-
quently, strong stimulations with isovaleric acid
could give rise to glomerular activation and, consec-
utively, to positive behavioral responses even in
deficient animals.

In conclusion, we have found a conspicuous
glomerular activation following stimulations by iso-
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Fig. 7. Separate cluster analyses of two subsets of data defined with respect to the stimulus concentrations. Dendrogram (a)
corresponds to the 16 animals exposed to the highest concentrations, dendrogram (b) corresponds to the 16 animals exposed to the
Jowest concentrations. Cluster dispersion is read along the abscissa. Mouse strains: AKR/J, opened cells; CS7BL/6J, filled cells.

Olfactory stimulations: I, isovaleric acid. A, amyl acetate.

valeric acid in mice which are reputed to be
specifically anosmic to this compound. In accor-
dance with the results of behavioral investigations,
this observation suggests that these mice can detect
the olfactory stimulus delivered at high concentra-
tion. However, qualitative alterations of the olfac-
tory perception of isovaleric acid in C57BL/6 mice
can be expected since we have observed modified
patterns of glomerular activation evoked by this
compound. Such alterations were actually described
in some cases of specific anosmia described in human
subjects*>!%, Hence, the present findings might
reinforce the common idea that specific anosmia
depends on a deficiency of specific membrane
receptors>’ 182442 However, the findings reported
here cannot argue definitively against the hypothesis
that specific anosmia could also be mediated by
more central impairments of the olfactory system.

As it was observed in other mouse strains***,

genetic variations can affect the synaptic organiza-
tion in the olfactory bulbs. Such impairments might
explain disorders of the olfactory abilities but have
not been yet investigated in C57BL/6 mice. Thus,
this hypothesis deserves further experimental sup-
ports to be maintained.
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Des représentations de I'espace olfactif: des récepteurs a la perception
Sicard, G. Chastrette, M., Godinot, N.
Intellectica, 1997, 24:85-107

L'odeur, notion polysémique qui recouvre stimulus et perception, résiste a 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 genes de récepteurs aux odeurs,
probablement plusieurs centaines (Buck et Axel, 1991). Puis, on a trouvé dautres
représentants de cette large famille chez plusieuesespy compris chez 'lhomme, le poisson
chat ou l'abeille (Ben Arie et all994, Ngai et al., 1993, Danty et al., 1994). Les protéines
codées par ces genes 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 reconnait spécifiquement un ndimibée de
substances, agonistes ou antagonistes, naturelles ou synthétiques. Un méme signal moléculaire
peut interagir avec plusieurs especes de récepteurs, comme l'acétyl-choline agit avec des
récepteurs muscariniques et des récepteurs nicotiniques par exemple.

Dans le systeme olfactif, on sait chiffrer la variété des especes de récepteurs, mais on ne
connait pas encore leurs spécificités. C'est pourtant bien la que commence la possibilité d'une
représentation nerveuse des odeurs.

Certains envisagent que la connaissance des spécificités des récepteurs des odeurs, c'est
a 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 a la
simplicité de cette idée. D'une part, la possibilité de liens fonctionnels entre plusieurs
récepteurs, (synergies ou antagonismes), de tels liens pouvant étre établis a niimporte quel
niveau du traitement de linformation olfactive, en particulier des le niveau périphérique.
D'autre part, chacun admettra que, sans connaitre les propriétés de la cible du signal affiché a
lentrée d’'un systeme 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
lodeur formée par ses récepteurs.

Cependant, a la sortie du systeme, on accede aux produits perceptifs lorsque l'individu
exprime comportementalement ou verbalement ce gu’il ressent, gqu’il communique le sens qu'il
accorde a ses sensations. On prétend alors extraire certains traits des stimuli olfactifs. De la
confrontation des «représentations» obtenues a 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 coincidences 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 a propos dun exemple particulier, les rapports entre ces
représentations de l'odeur, nous rappelons quelques données fondamentales sur I'organisation
du systeme nerveux olfactif.

Le systeme olfactif: éléments d’organisation

C’est dans la cavité nasale que le systeme recoit directement les signaux chimiques de
lenvironnement. 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



neurones récepteurs transmettent leur message aux neurones de second ordre. Ceux-ci ont
leurs corps cellulaires situés dans un organe nerveux dédi€, le bulbe olfactif, a l'intérieur de la
boite cranienne. Le premier relais synaptique, ou I'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 milions de neurénepteurs
convergent vers quelques dizaines de miliers 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 a la "mise en forme" du message olfactif. lls sont,
d’autre part, sous linfluence d'un contrOle 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 premiére approximation que la projection des neurones
récepteurs se répartit dans un espace a deux dimensions.

Comparativement a d’autres appareils sensoriels, la chaine 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 a

la partie inférieure des lobes temporaux du cerveau. Au dela des bulbes olfactifs l'information
offactive est trés 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 stimulationsieligues, on accede a la représentation périphérique de l'odeur
telle qu'elle est transmise aux réseaux neuronaux bulbaires. La muqueuse olfactive ressemble
fort a un organe passif qui enregistre dans l'environnement les propriétés que permettent de
détecter les récepteurs qui le composent.

Chez certaines especes au moins, les différents récepteurs se répartissent a l'intérieur
de territoires limités et variés de la swd de la muqueuse olfactive (Nef et al.,, 1992,
Strotmann et al., 1992, Ressler et al., 1993). Cela se traduit, a 'échelle macroscopique, par
'hétérogénéité spatiale des sensibilités a différents odorants (Mackay-Sim #9843,
Edwards et al., 1988), uneieifiotopie qui est d’ailleurs reproductible d’un individu a l'autre.

Dans la plupart des cas, une stimulation odorante évoque cependant une réponse sur
lensemble du territoire récepteur olfactif (Youngentob et Kent, 1995), ce qu'on peut
interpréter comme le fait qu'un odorant, méme pur, interagit généralement avec plusieurs
especes de récepteurs.

L'analyse des données récentes rdl@ee chez le mammifere indique comment
linformation discriminante li€e aux propriétés désepteurs pourrait étre conservée a 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). Grace a une
projection ordonnée (Astic et al.; 1986) et probablement amplifiante (Viret-Duchamp et al.,
1989), les neurones porteurs d’'un méme récepteur, ilgEdans la mqueuse, se rejoignent
sur un petit groupe de glomérules olfactifs, voire un seul (Ressler et al., 1994, Vassar et al.,
1994), convergence qui compacte linformation. L’activation bulbaire présente, comme la
périphérie, des motifs d’activation spatialement identifiables a I'échelle glomérulaire (Stewart
et al., 1979, Jourdan et al., 1980, Sicard et al., 1989) ou a I'échelle cellulaire (Mori et al.,
1992). A partir de la, l'existence d'interactions neuronales transversales a la progression de
linformation olfactive, le fonctionnement unitaire du glomérule (Buonviso et Chaput, 1990),
et les capacités intrinseques du systéme a 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 I'activité
du bulbe olfactif. Au dela des bulbes olfactifs, les informations olfactives sont transmises a 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, I'hippocampe, I'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 entraine préférentiellement I'activation du cortex orbito-frontal
droit (Zatorre et al., 1992). Les territoires corticaux olfactifs primaires projettent leurs rétroactions sur le bulbe
olfactif. Des influences extrinseéques (éveil, attention) s'y exercent aussi.

tendent a installer I'idée qu’un motif topographique représente un code de l'odeur, c’est a dire
que les caractéristiques topographigues de l'activation bulbaire sont retenues par les étages
supérieurs, privilege 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’entraine pas la
disparition totale des capacités de reconnaissance d'une odeur (Hudson et Distel, 1986). Cela



nous laisse penser que limage d'une odeur au niveau bulbaire peut étre suffisamment
distribuée, redondante ou divisée pour que la préservation d'une partie seulement de la
représentation bulbaire permette au systeme de reconstituer le sens du tout. On peut ajouter
gue 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-méme, fonctionnellement homogene. Enfin, au dela du
bulbe olfactif, 'image que nous avons du message nerveux nous apparait moins nette, et nous
ne tenterons pas, ici, de la décrire plus avant! Nous notons, malgré tout, qu'on s’attend a ce
gue les différentes aires de projection, si variées sur le plan anatomo-fonctionnel, ne recueillent
chacune qu'une partie, probablement pertinemment sélectionnée, de linformation transmise
par les bulbes olfactifs (Holley, 1991).

Formation d’une représentation de I'odeur dans I'organe récepteur des odeurs.

Que dit le nez de la grenouille au cerveau de la grenobDis?qu’il fut possible de
recueillir les réponses des neuroné&tepteurs olfactifs aux stimulations olfactives, on
s'apercut que chaque cellule était sensible a un grand nombre de molécules odorantes
(Gesteland et al., 1963). Toutes les cellules réceptrices ne répondaient pas aux mémes especes
moléculaires, et on comprenait cette diversité des profils de sensibilité comme la condition
nécessaire a la réalisation de la fonction de discrimination du systeme 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 mammiféres sont rares

150 ‘f"'-" +H l%.

Figure 2 Exemple de profil de sensibilité d’une cellule olfactive vis a 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), I'acétate d'iso-amyle
(ISO), l'acétophénone (ACE), I'anisole (ANI), le camphre (CAM), la cyclodécanone (CDN) et le cinéole (CIN).

La cellule enregistrée émet des potentiels d'action sporadiques en I'absence de stimulation, et augmente leur
fréquence d’émission lorsqu’elle est sensible & I'odorant. Elle répond fortement & la méthyl amyle cétone et a
'acétate d'iso-amyle, plus faiblement a I'acétophénone et a l'anisole, mais ne répond ni au camphre, ni au
cinéole, ni & 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
mammiféres ne sont pas strictement identiques: Nous y reviendrons.



On cherchait cependant en vain, des similitudes chimiques entre les odorants qui
évoquaient la réponse d'une méme cellule. Pour expliquer ces premiéres observations, on
supposa que la sélectivité dépendait de linteraction 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) imaginérent 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 'oggameaur 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-mémes. A cause de la durée limitée des contacts que I'on pouvait établir avec les cellules
réceptrices, on ne pouvait envisager de rillicue profil de sensibilité de chaque cellule
étudiée que pour une vingtaine d’odorants seulement. Pour explorer un domaine suffisamment
représentatif de 'espace des molécules odorantes, on a di 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 offactifs pour
répondre a des hypothéses sur les relations entre la structure chimique et 'odeur des espéeces
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 fjeegtace a 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

COMpOoSsEs abréviations COMpOoSsEs abréviations
acétate diso-amyle ISO cyclohexanone XON
acétophénone ACE paracymene CYM
acideiso-valérique IVA n-heptanol HEP
anisole ANI [-menthol MEN
n-butanol BUT méthyl amyle cétone MAC
dl-camphre CAM d-limonéne LIM
1-8cinéole CIN phénol PHE
d-citronellol DCI pyridine PYR
cyclodécanone CDN thiophénol PHO
cyclohexanol XOL thymol THY

Expériences et analyse de données
Le protocole d’enregistrement consistait a placer une micro-électrode au contact d’'une

cellule réceptrice de la muqueuse d’'une gréleodécérébrée et démeédulée, et a ridlcusa

réponse a une vingtaine de stimulations odorantes. Les vingt odorants étaient délivrés en phase
gazeuse, a des concentrations prédéterminées (comprises entre la moitié et le vingtieme de la
concentration de la vapeur saturante) et constantes pour chaque cellule étudiée. Apres 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



cellules étudiées et calculer une distance entre les odorants. Nous avons choisi de représenter
ces relations dans un espace factoriel construit a 'aide d’'une analyse des correspondances
(Benzecri, 1963). Les résultats d’'une taxinomie non hiérarchique descendante oilisété ut

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
gue 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
offactives qu'elles entrainent 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
modeéles 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 lambition de couvrir une partie
importante de I'espace olfactif. Elles sont au contriingéées a la partie de cet es@ qui
s’étend autour d’'une note bien déterminée comme musc, ambre, anis ou muguet.

La description de l'odeur repose sur I'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 a deux niveaux selon qu'on considére
la molécule dans son ensemble ou des fragments particuliers de la structure. Dans le premier
cas les variables sont simples, peu hombreuses et facilement interprétables. Dans le second cas,
elles peuvent étre trés nombreuses mais on préfére souvent aboutir a la définition d'un motif
osmophore, porteur de l'odeur. Dans cet article, pour un jeu de molécules qui possédent des
structures bien différentes, il a paru suffisant d'utiliser des variables globales.

Plusieurs relations utilisant ce type de variables ont été publiées (Da9ing, 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 a partir des axes de l'ellipsoide dans lequel on peut l'inscrire, la réfraction
molaire et une fonction de lindice de réfraction, mesurant a elles deux la polarisabilité de la
molécule, le logarithme du coefficient de partage octanol-eau et enfin les paramétres AN et DN
de Gutman qui mesurent la capacité d'interaction par échange de paires d'électrons.

Ce travail a été étendu ensuite a d'autres séries étudiées sur la grenouille et en particulier &
la série proposée dans cet article (Eminet, 1983).

La mise au point récente par Abraham (1993) de nouveaux parameétels; mesurant de
maniére satisfaisante la capacité d'une molécule a interagir par liaisons hydrogéne 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 grenidel Projection des odorants dans le premier plan factoriel d’'une analyse
factorielle des correspondances (Benzecri, 1963) et regroupements au huitieme 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 modele selon lequel linteraction des odorants
avec les protéines réceptrices est essentiellement due aux forces de dispersion et a la liaison
hydrogene (Chastrette et Zakarya, 1988). C'est pourquoi hous avons choisi ici un ensemble de
variables comprenant:

- le volume molaire (VM),

- une fonction de lindice de réfraction n soit RIF?=1A(rf+1)

- la réfraction molaire RM = RIF x VM

- le facteur de forme SF

- le logarithme du coefficient de partage octanol-eau LOP

- et les parametres &t by d'Abraham.

Ces derniers ont été estimés a partir des composés les plus proches dans les quelques cas ou 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 méme procédure sur la matrice construite sur la base des réponses des neurones
récepteurs.
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REPONSES DES NEURORECEPTEURS OLFACTIFS

Figure 4: Taxinomies non hiérarchiques descendantes (Empoz et Fages, 1983) des odorants obtenues, a
gauche, a la suite de l'interrogation des neuroéespteurs olfactifs de grerilbe et, a droite, en représentant
les substances odorantes a l'aide de variables globales physico-chimiques.

Cette comparaison, en particulier d&8%8niveaux, montre que les couples, cyméne-limonéne,
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 I-menthol ne se sépare du groupe cinéole, camphre, cyclodécanone, qu'au
niveau 7. Changeant de classes a plusieurs niveaux, le butanol et la pyridine semblent difficiles
a classer dans I'espace des réponses des neurorécepteurs.

Représentation des odeurs a la suite d'une tache de classification perceptive par des
sujets humains.

Alors qu'on disposait de données sur la maniere dont les récepteurs finalement
traitaient vingt signaux identifiables chimiquement, nous ne disposions pas d’information sur
leur perception par des sujets naifs. Nous avons donc demandé a des sujets humains non
entrainés de nous renseigner a la fois sur les distances qu’ils mettaient entre ces odorants et
sur les évocations que la présentation de ces échantillonsidgérait (Godinot et al., 1995).

Une matrice de distances pouvait étre obtenue par la comparaison une a une de toutes les
paires possibles, ce qui entrainait a une expérience trés longue puisqu'il fallait demander aux
sujets d’examiner 190 paires d’odeurs. Nous lui avons préféré une tache de tri ou de
classification, procédure plus rapide dont Mac Rae et al. (1990) ont montré qu’elle conduisait

a des résultats voisins

Aprés une série d’expériences préliminaires, nous avons dilué la plupart des corps purs
au centieme dans une huile minérale dépourvue d'odeur (Nujol ou Mineral Oil, Sigma). Le
limonene a été présenté a une concentration de 1/62.5, et l'acide iso-valérique, le thiophénol,
ainsi que la pyridine a une dilution de 1/6250. Quatre composédisgstale menthol, le
camphre, le thymol, et le phénol, ont été dissous de telle maniére que leurs concentrations
molaires soient équivalentes a une dilution au centiéme. Sauf pour le menthol dilué dans
lhuile minérale, leur mise en solution n'a été effectuée que dans le diéthyl-phtalate, autre
solvant inodore (Sigma). Cing milllitres de solution étaient absorbés suruppors
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 naifs. Pour un
méme 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 fraicheur.

thiophénol

vraiment mauvais, le renfermé (les pieds!)
soufre? produit pour permanente

oeuf pourri, soufre

acide

charcuterie

Ccuir moisi

Feyzin, (=raffinerie de pétrole)

odeurs chimiques, boules puantes

odeur animale trés forte (étable)

étouffant

ail pourri

cuisine: viande, champignons noirs, épices
cadavre, thiosulfate

fromage bien fait avec oignons mélangés
le goudron trés chaud

égouts

produits chimiques, poubelle

la fermentation

odeur trés désagréable de putréfaction

1,8 cinéole

camphré, Vicks

essence algérienne, menthol

mentholé, camphré?

menthe

solution mentholée

mentholée, médicament aérosol

pastille pour la gorge

médicament, hépital, 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 Iégérement 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 a dix-neuf sujets de
qualifier des odeurs évoquées par chacune des 20 substances en méme temps que celles
correspondant a 16 sélectionnées comme famil@m@sori. 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 critere
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 a 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 'odeur
sert de base pour la classification des odeurs chez les sujets naifs (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 I-menthol ont souvent été rassemblés par les
sujets, probablement sur la base de la sensation de fraicheur, d’origine trigéminale, qu'ils
évoquent tous, mais aussi, sémantiquement, par leurs fréquentes associations dans les produits
pharmaceutiques if@liers. La paire p-cymene et d-limonene a souvent aussi été isolée, et leur
groupe justifié par I'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), cymene-limonéne (17), acide iso-valérique-thiophénol (17). L’arbre qui
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repésete les dstances @etre syets, adnet beauoup de longues branches: les syets ont
rédisé des partitions trés variées. En moyenne, avec les 20 composes, les sujets ont fait 8
groupes. Pani les 190 app#ments posshles, le syet qu a fat le plus grand nombre
d’asciations n'en afait que 38.

2 9%

i i acétate d'isoamyle
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Figure 5: Premier plan factoriel d’une analyse de correspondances pratiquéesur la matice de co-occurrences
des odorants dans les groupes réalisés par 40sujets humans au cours d’une expérience de classification de
vingt odorants. Ce plan factoriel ne rend compte que de 20% ck la variance totale. Le premier axe factoriel

sépare clairement les mauwaises odeurs du reste.

Quels sontles poirts communs etre les données physlogiques dfactives et I’espace
chimique?

La représstation chimique desvingt odorants, (Ced-a-dre leur desdption pardesvariables
physico-chimiques), quenous poposons ici a éé nstruite pour reproduire au miewx la
représetation qu’on peuttracer surla base des résutats de I'enquée physiologique. On
supmse quil doit y avoir une asseforte awhéraice entre un espae construit sur desbases
physico-chimiques et le fruit d’interadions physico-chimiques entre noléaules odorantes et
récepeus des odeus que tradusent les réponses de neuones récepeus olfadifs
moléaulaires. |l sagit cependant pour le chimiste de rédiser un compromis. A la fois, il sait
guen utilisant des variables globales, il sera incgpable de déaire la stéréochimie des
interadions, mais par ailleurs, il retient parmi toutes les descriptions possbles cdles qui
décivent le mieux desforces dinteradion ou des popriétés sructurdes ant il suppse
gu'elles sont effedivement impliquées das lesinteradions olfadives. Lorsquon compae au
travers desreprésetations fadorielles ou destaxinomies les ded nuages, chimique et
physiologique, on constate a la bis quils ne sont pas superposables ou assmilables, mais
auss que certains regroupaments, qui constituent lestraits remarquéables de ces espacesns
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reproduits. En fait, apés aoir éabli desmatrices de tances atre odeus (sdon Gower),
nous les avons comparéesen cdculant les orrélations de rags eitre les 190 paes Figure
7). Nous nous ®mmmes apegu dors que selesles péites dstances, me gunzane, sont bien
consaveées.

odeurs sujets

) . anisole
. d-limonéne heptanol
p-cyméne

acétate d'iso-amyle

%méthyl amyle cétone

acétophénone

d-citronellol
cyclodécangne

cyclohexanone
cinéole

I-menthol /
camphre /

thymol

cyclohexanol

butanol

A
thiophénol pyridine Phénol
acide isovalérique

Figure 6: Résultats de I’ expérience de classification d’odeurs par ds sujets naifs. Représentations par s
distances entre odorants d’'une pat, et syets d’aute pat, au noyen d'arbres Barthélémy et Guénoche, 1988).
Certaines branches regroupent bien des odorants, comme le cyméne et le limonéne ou le thiophénol, I'acide
iso-valérique et le thiophénal.

Comparaison erire I’espace desécefieurs etl’espace «pecepifp.

En comparant I'espa@ congtruit sur la base dednteradions réceprices etl’espace
congtruit surlabase dd’expélience detri desodeurs patessyets humains, nous avons voulu
repérer aussquds pouvaient &re leurs wints ommuns. Rus prédsément, nous avons
cherché s des dstancesobsavées d’entrée du gstéme daient consavées apres I'ensanble
du traitement olfadif. La comparaison desmeatrices @ distances fait appaaitre que certains
des regoupaments effedués par les réceppeus peasistent au niveau pecegif, comme, par
exemple, la paire cymene-limonene. D’autres regroupements, et le groupe des mauvaises
odeurs est m exemple frappant, ne pewent pas &e mnsidérés omme aalogues de ceux
formés parla compaaison desréponses de dhiles réceprices. En tous cas, nous avons
obsevé que onsidérant ces espacesious fondions naturellement nos commentaires sur les
regroupaments dodorants, ced-a-dre surles péites dstances. @mme das le cas € la
confrontation des espacesgsiologiques et bimiques,s I'on compae lesrangs des thtances
obtenues das les représations physiologiques et percéjves,on n’observe des orrélations
significatives qu’'etre une vingtaine de paes de sbstances @imiques reliées par de faibles
distances tigure 7).

La ocomparaison entre I'espace onstruit sur la base desréponses des neurones
récepeurs et ckii construit parle chimiste ne semblait pas soulever d’ objedion mgjeure.

Il est évidemment plus risqué detenter ine comparaison entre les dnnéesobtenues
chez des espeécesfférentes et a desiveax non analogues du wsteme detraitement de
I'information. Cela a au moins un intérét: cdui d'identifier les arguments qui S opposent a
cete tentative, donc d'aimenter la discusson sur les représentations de [odeurs, leurs
analogiesou leus dfférences.
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La pramiére dfficuté quenous rencontrons tient au fait que fen n'indique qe le
répatoire desrécepeus exprimés dezla genouille soit semblable acdui qui s exprime chez
I"homme. Plusieurs arguments peuvent d'ailleurs kisser penser que les plans d organisation
des etrées sesorielles dfférent entre dverses espéces:

- Nous aons dga mentionné queles mesues de dédivité des cdlules réceftrices de la
grenouille et de la souris ou du jeune rat indiquent une séledivité plus forte des neurones
récepeurs dumammifére (Gesteland et a., 1982 Sicard, 1986).

1.0 Paramétres physico-chimiques 1.0 I. Expérience de tri
/ neurorécepteurs / neurorécepteurs
0.8 0.8
23 o
< D
S 3
[9) ® -0.6
5 0e }K. E
5 ° o
< 0. =0.4
20 £
5 =
O [e]
0.2 ©0.2
0.0 0.0
0 38 76 114 152 190 0 38 76 114 152 190
nombre de paires d'odeurs nombre de paires d'odeurs

Figure 7: Distributions des corrélations de rangs entre les distances calculées pour, d’'une pat, les pares
d’odeurs dans I’ epace desneurorécepteurs, et, d autre part, dans I’ eace des \ariables physico-chimiques, ou
cdui construit sur la base d’'une expérience de classification des odeurs par ds sujets naffs. Les pares
d’odeurs ont été ordonnées selon les valeurs croissantes des distances obtenues dans I'espace des réponses des
neuronesrécepteurs. Lespoints sat gjustéspar une loi de puissance.

- L’éude dela répatition destypes de récepurs sur la muqueus olfadive indique
I'existence d’'une chimiotopie périphérique chez les mammiferes, absente chez le poisn ou
I'oiseau (Ngeet d., 1993, Laébovici et d., 1996).

- La subdivison desterritoires olfadifs, en organe récepeur «principd» et organe sepal,
N’ est pas constante chez tous les mammiféres (Rodolfo-Masera, 1943, Brépohl et d., 1983).

Nous notons cepadant que desinteradions avec deslots dfférents derécepeus
pewent bien conduire a desdesciptions trésvoisines des retions entre dewx odorants. On
n'estméme pasobligé de onsidérer quda desdiption de dacwun desodorants obtenue par
l'union de leus multiplesinteradions asec le systéme récepeur constitue une représentation
exhaugive du $imulus pur que céa it vrai.

Une autre diffi culté tient & lavariabilité inter-individuelle.

S'’il s'agssdt dela rédure a une explication mécaniste on pourrait, par exemple, noter
gue plusieurs expériences ont démontré une variation de lasensibilité de [ organe récepeur en
fonction d'une \eriation imposée dans I'environnement odorant chez plusieurs rongeurs
(Wang etal., 1993,Sarnke et al., 1995, Youngentob et Kent, 1995). Lesobsewations de ces
aueus sont compatibles avec I’ hypothése d’une indudion del’expresson desrécepeus ous
la presson de I'environnement. Elles sont auss cohérentes avec la variabilité inter-individuelle
de sensibilité classquement observée lorsqu' on compare les seuils de détedion olfadifs des
sujets humains. Quelqu' en soit I’ origine, cdle-ci pourrait contribuer auss a la rte variété des
pattitions rédisées pales siets dars|’expéiience detri d odeurs queous rapjertonsici.
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Nous suppsons néanmoins que cte variabilité des résultats individuels lors de cette
expélience,n'est pas gictement rédudible & une interpréation physiologique: dle integre une
dimension cognitive, mettant en jeu I'expérience et la mémoire des sujets. C'est ce que
démontrent, au moins dans certains cas, les ugificaions que les sujets donrent des
regroupements qu'ils font, et dont le groupe des nmeuvaises odeurs est la plus saillante
illustration.

I nterprétation chimique et descriptions des perceptions olfactives.

Il est dair queles siets naifs ne dsposent pas dun référentiel commun pour pater desodeurs
et pour pouvoir les dasser den des pincipes adhis. On peut cepedant atendre queles
professonnels de I'odeur, aomaticiens et pafumeurs par exemple, du fait de leur
entrainement de pluseurs années dans la desdption des odeurs, rélasent un consensus
accepable. Le ystéme résutant d’une cettaine d’années de mtique estbase sur des notes
odorantes comme boisg, floral, musc, anise, menthé, etc... Il existe un consensus tout a fait

correct sur cdainesnotes dors que d'atresfluctuent sdon les ystemes & desciption. Nous
avons éudié dex systemes paticuliers: céui du livre ce référence de S. Arctander et un

systéme utili s& chez Firmenich aGenéve. Le premier utili se plus de 200 temmes mur qudifier
2600 composés.On peutramener a 80 mots environ ce vocabulaire, en enlevant destemmes
sans significaion olfadive claire comme frais, chaud etc... Le second utilise une liste de 32

notes pour décire 630 omposés. La omparason des dex systémes al’aide de puseurs
méthodes statistiques pamet demontrer une gande ressenblance etre e et aseclarosace
des pafumeurs, un instrument entiérement empirique. 1l res®rt des caes del’espaceolfadif

établies sur ceshases, que cet espacere &ructure faible et que sdas cetainesnotes ( par
exemple, musc, aisé) ont bien individudisées (Gadrette et Zakaya, 1988, Gadrette et &,

1991). Les aures entrent dans desgroupes de 2, du 4 notes qu présatent une cetaine

proximité. On ne peut rien dire des distances entre les groupes.

L’anayse de I'abondante littérature surlesrelations entre les sructures dimiques et’ odeur
montre que les aueus invoquent différentes forces dinteradion entre les molécues
odorantes etles $tesrécepeus. Pami cesinteradions, les plus raisonnables sont les forces
de dispersion, sans orientation particuliere, et la liaison hydrogene, dont la géométrie est asez

stricte et qu est d&tendue dela part des mténesréceprices(Chadrette et Zakarya, 1988).
La combinaison des hypothéses sur les interadions et la géométrie connue des meilleurs

odorants possédat une note déemminée pemmet de poposer desmotifs osmophores
correspndant a des esrécepeus hypothétiquesmais uili sables pour le choix de nouvelles

molécues a gnthétiser ((adrette et &, 19990 Rognon et Chadrette, 1994). Dans I’ é&at

adud des onnaissances sulesrécepieus auce de cedypothese n'a pu étre vérifiée mais

leur utilité dans lindustrie de laparfumerie est incontestable.

Condusion

Qu'il s'agsse des confrontations de I'espacerécepeur avecl’'espace deeprésentation
chimique d’une patt, ou I'espace percej d’autre pat, nous a/ons ranarqué que seéesles
peites dstances snt bien consevées d'un espacea I'autre. Existant dans I'espa@ construit
sur la base des réponses deseuorécepeus, ces ourtes dstancestradusent d’abord des
smilitudes d’ adion des noléalles odorantes sur le systéme récepeur. Au contraire les
grandes distances restent indéterminées, traduisant le fait que les ensembles d’interadions qui
pemettent de lesétablir présetent des reouvrements trop redreints pour quon pusseles
interpréter.
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Le traitement pecepif desodeus méle axx message sensoriels olfadifs et aduds,
desinformations mémorisées, dnt une patie, aseciations cgnitives,ont pu &re forgées en
dehors dela sphere olfadive. Cet gout d’'informations a pobablement moins e chance de
rompre les relations les pus éroites @itre odorants qu’dabore le g/stéme récepeur al’entrée
du systéme olfadif. Remarquons que le syet naif dispose aussde capaités d’'&aluaion de
simili tudes dans des territoires apparemment plus larges que ceux que nous avons envisages
ici: C'estle cas, par>@mple, pur les dénominations génériques odeur florale ou odeur
fruitée. Nous avons nstaté, en effet, que lorsquon propose a des $ets desodeurs
familiéres et qu'on leur demande d’identifi er la source, lorsqu'ils se trompent sur le nom de la
cible, ils ont une rédle tendance alui substituer in nom defleurlorsquela dble présetée est
une fleur, ou un nom de fruit lorsque la dble est un fruit! Alors que les syets naifs
n'emploient que rarement les mots «flora» ou «fruité», cdte obsewation suggére quls
utili sent implicitement les catégories correspondantes pour penser les odeurs.

Bibliographie

Abraham, M.H. (1993) Scales of solute hydrogen-bonding: Their construction and application to physico-
chemical and biochemical processs. Chem. Soc. Rev., 22:73-83.

Astic, L;, Saucier, D., (1986)Anatomical mapping of the neuroepithelial projection to the olfactory bulb in the
rat. Brain Res. Bull., 16:445-454.

Barthelemy, J.P., Guénoche, A. (1988).Les arbres et les représentations des proximités, Maswon, Paris.

Ben Arig, N., Lancet, D., Taylor, C., Khen, M., Walker, N., Ledbetter, D.H., Carrozzo, R., Patd, K., Sheer,
D., Lehrach, H., North, M.A. (1994) Ofactory receptor genescluster onhuman chromosame 17: posshle
duplication of an ancestral receptor repertoire. Human moleadlar genetics, 3:229-235.

Benzeai, J.P. (1963)'analyse des données, Vol. 1, 2. Dwnod, Pais.

Berglund, B., Berglund, U., Engen, T., Ekman, G. (1973) Multidimensional analysis of twenty-one odors.
Scand. J. Pgchol., 14:131-137.

Breipohl, W., Naguo, T., Miragall, F. (1983)Morphology of the Masera organin NMRI mice (combined
morphometric, freeze-fracture, light- and scanning eledron microscopic investigations. Verh. Anat. Ges.,
77:741-743.

Buck, L, Axel, R. (1991)A novel multigene family may encode odorant receptors: a moleaular basis for alor
recognition. Cell, 65:175-187.

Buonviso, N., Chaput,M.A. (1990)Response similarity to odors in the olfactory bulb outputcell s presumed to
be conneded to the same glomerulus: Electrophysiological study using simultaneous single-unity
recordings. J. Nourophysiol., 63:447-454.

Chastrette, M. (1981) An appoach to a classification of odours using physicochemical parameters. Chem.
Senses, 6:157-163.

Chastrette, M., Elmouafek, A., Sawegrain, P. (1988) A multidimentional statistical study of similarities
between 74notes ugd in perfumery. Chem Senses, 13:295-306.

Chastrette, M., Zakaya, D. (1988)Sur le réle de la liaison hydrogéne dans I'i nteraction entre les récepteurs
olfactifs et les moléaules aodeur de mug. C.R. Acad. Ri. Pais, 307, 11:1185-1188.

Chastrette, M., Zakaya, D. Pierre, C. (1990)Relations structure-odeur de bois de santal: Recherche d'un
modele d'interaction basé sur le concept d’hypermotif santalophore. Euwr. J. Med. Chem., 24:433-440.
Chastette, M., De Saint Launer, JY., Sawegrain, P. (1991) Aalysis of a gstem of description of odors by

means of four different multivariate statistical methods. Chem. Senses, 16:81-93.

Chess A., Simon, |., Cedar, H. Axd, R. (1994)All€lic inactivation regulaies olfactory gene expresson. Cell,
78: 823-834.

Danty, E., Gornuet, JM., Masn, C. (1994)Honeybees have putative olfactory receptor proteins smilar to
those of vertebrates. CR. Acad. Si. Pais, 317:1073-1079.

Duchamp, A., Revial, M.F., Halley, A., Mac Leod, P. (1974)Odor discrimination by frog olfactory receptors.
Chem. Snses, 1:213-233.

Doving, K.B. (1974)Odorant properties correlated with physiological data.Ann. N.Y. Acad. Sci., 237:184-
192.

Edwards, D.A., Mather, R.A., Dodd, G.H. (1988)Spatial variation in responses to odorants in the rat olfactory
epithelium., 44:208-211.



15

Eminet, B. (1983 Contribution a I’ é&ude physicochimique des relations structure activité dans le domaine de
I'olfaction en utilisant l'analyse des données. Compaison avec des résultats de mesures
éledrophysiologiquesThésede Dodorat de 3iéme g/cle, Université Claude Banard, Lyon |.

Empioz, H., Fags, R. (1983) A st function to cluster analysis. Procealings of the Satistical Methods in
Astronomy Symposium. Stasourg, France pp235-241.

Gestedland, R.C., Lettvin, J.Y., Pitts, W.H., Rgas, A. (1963 Odor spedficitiesin the frog’s olfactory receptors.
In Zotterman €d.), Olfaction and Tasg, vol. 11, Rrganon Rress,London, pp 7-21.

Gestdand, R.C., Yancey, R.G., Fabman, A.l. (1982) Development of olfactory receptor neurone séedivity in
the rat foetus. Neuroscience, 7:3127-3136.

Godinat, N., Sicard, G., Dubas, D. (1995) Cadgories, familiarity and unpleasantness of odours, Odours and
VOC's J, 3:202-208.

Gree, CA., Sewart, W.B., Teicher, M.H., Shepherd, GM. (1982) Functional development of the olfactory
bulb and a wique glomerular complex in the neonatalrat. J. Neurosci., 6:281-292.

Holley, A. (1991)Neural coding of olfactory information. In Smell and Teste in Health and Disease in Getchel
et al. (eds), Raven Press, New York, pp329-343.

Hudon, R., Distd, H. (1987)Regional aubnomy in the peripheral processing of odor signalsin new-barn
rabbits. Brain Research, 421:85-94.

Hirono, J., Sato, T., Tonoike, M., Takebayashi, M. (1994)Local distribution of odor responsivities of mouse
olfactory receptor neurones. Nerrosdence Ldters, 174:201-204.

Jourden, F., Duveau, A., Astic, L., Hdlley, A. (1980) Spatial ditribution of [C14]-2 deoxyglucose uptale in
the olfactory bulbs of rats stimulated with two different odors. Brain Res., 188:139-145.

Laffort, P., Patte, F., Etcheto, M. (1974)Olfactory coding on the basis of physicochemical paameters. Ann. N.
Y. Acad. Si., 237:193-208.

Leibovici, M., Lapointe, F., Aletta, P., Ayer-Le Liévre, C. (1996)Avian olfactory receptors: Differentiation of
olfactory neurones under normal and experimental conditions. Developmental Biol. 175:118-131.

LeJeune, H., Aubert, I., Jourdan, F., Quirion, R. (1995) @mpaative laminar distribution of various
aubradiographic cholinergic markers in adultrat mainolfactory bulb. J. Che. Neuroanatomy, 9:99-112.

Mackay-Sim, A., Shaman, P., Moulton, D.G. (1982) Topographic coding of olfactory quality: odorant spedfic
paterns of epithelial responsivity in the salamander, J. neurophysiol., 48, 584-596.

Mac Rae, A.W., Howgate, P., Geéhoed, E. (1990) Assesag the smilarity of odours by sorting and triadic
compaison. Chem. Snses, 6, 691-699.

Mauwe, R.A., Dionne, V.E. (1987)Patch-clamp studies of isolated mouse olfactory receptor neurones . J. Ge.
Physiol. 90:95-125.

Mori, K., Imamua, K., Mataga,N. (1992 Differential specificities of single mitral cells in rabhit olfactory
bulb for ahomologous series of fatty acid odor molecules. J. Neurophysiol., 67:786-789.

Mouly, A.M., Holley, A, (1985) On the ability of rats to discriminate between microstimulations of the
olfactory bulb in different locations. Behav. Brain Res., 17:45-58.

Nef, P., Hermans-Borgmeyer, |., Artieres-Pin, H., Beadley,, L., Dionne, V.E., Heinemann, SF. (1992)Spatial
patern of receptor expresson in the dfactory epithelium. Proc. Natl. Acad. Sci. USAQ, 89:8948-8952.
Ngai, J, Chess, A., Dowling, M.M., Necles, N., Macagho, E.R., Axd, R. (1993) Gding of olfactory

information: Topography of odorant receptor expresson in the atfish githelium. Cell, 72:667-680.

Resder, K.J.,, Sullivan, SL. Buck, L.B. (1993) A zonal organisation of odorant gene expression in the
olfactory epithelium. Cell, 73:597-609.

Resder, K.J., Sullivan, SL. Buck, L.B. (1994) hformation coding in the olfactory system: Evidence for a
stereotyped and highly organised epitope map in he olfactory bulb. Cell, 79:1245-1255.

Revial, M.F., Duchamp, A., Holley, A. (1978) Odour discrimination by frog olfactory receptors: a secad
study. Chem. enses, 3:7-21.

Revial, M.F., Sicard, G., Duchamp, A., Holley, A(1982) New studies on odour discrimination in the frog's
olfactory receptor cdls: | Experimental results. Chem. senses, 7:175-194.

Revial, M.F., Sicard, G., Duchamp,A., Holley, A. (1983) )New studies on odour discrimination in the frog's
olfactory receptor cdls: Il Mathematical analysis of electrophysiological responses. Chem. Senses, 8:179-
194.

Rodolfo-Masera, T. (1943)Su I'esistenza di unparticolare organo olfattivo ndl setto nasale dela cavia e di altri
rodotori. Arch. Ital. Anat. Enbryol. 48:157-212.

Rognon, C., Chastrette, M. (1994) Structure-odor relationships: a highly predictive tridimensiona interaction
modéd for the bell-peper odor. Eur. J. Med. Chem., 29:595-609.

Schiffmen, S. (1974)Physicochemical correlates of olfactory quality. Science 185:112-117.

Semke, E., Distdl, H., Hudon, R. (1995) Sgcific enhancement of olfactory receptor sensiti vity associated with



16

foetal learning of food odors in the rabhit. Naturwissenschaften, 82:148-149.

Sicard, G. and Holley, A. (1984) Receptor cdl regponse to adorants: Smilarities and differences anong
odorants. Brain Res., 292:283-296.

Sicard, G. (1985) Olfactory discrimination of structurally related molecules: receptor regponses to
camphoraceous odorants. Brain Res., 326:203-212.

Sicard, G. (1986) Edrophysiological reardings from olfactory receptor cdls in adult mice. Bain Res,
397:405-408.

Sicard, G., Royet, JP., Jourdan, F. (1989) A compaative study of 2 deoxyglucose paterns of glomerular
activation in the olfactory bulb of C57BI/6J and AKR/J mice. Brain Res., 481:325-334.

Stewart, W.B.; Kauer, J.S., Shepherd, G.M. (1979) Functional organization of rat olfactory bulb analysed by
2-deoxyglucose method. J. @mp. Neurol., 185: 715-734.

Strotmann, J., Wanner, 1., Krieger, J. Raming, K., Bree, H. (19992) Expesson of odorant receptors in
spatially restricted subsets of chemosensory neurones. Neuroreport, 3:1053-1056.

Vassr, R., Chao, SK., Sitcheran, R., Nunez, JM., Vosdall, L.B., Axd, R. (1944 Topographic organization
of sensory projections to the olfactory bulb. Cell, 79:981-991.

Viret-Duchamp, P., Duchamp,A. Vigouroux, M.(1989 Amplifying role of convergence in olfactory system.
A compaative study of receptor cél and secad -order neurone sasitivities. J. Neurophysiol., 61:1085-
1094.

Wang, HW., Wysocki, C.J., Gold, G.H. (1993) hduction of olfactory receptor sensgitivity in mice Science,
260:998-1000.

Youngentob, S.L., Kent, P.K. (1995) Ehhancement of odorant-induced mucosal ectivity paternsin rats trained
on odorant identification task. Brain Res., 670:82-88.

Zatorre, R.J., Jones-Gotman, M., Evans, A.C., Meyer, E. (1992)Functional localisation and lateralisation of
humanolfactory cortex. Natue, 360:339-340.

Zheng, L.M., Ravel, N., Jourdan, F. (1987) Topography of centrifugal aetylcholinesterase positive fibres in
the olfactory bulb of the rat: Bvidence for original projections in atypical glomeruli. Neuroscience,
23:1083-1093.



